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ABREVIATIONS

ADH: Alcool DesHydrogenase

ADN: Acide DésoxyriboNucléique

AKR: Aldo-Keto Réductases

AR: Acide Rétinoique

CRA: Compte Radial Alvéolaire

CNV: Copy Number Variant

COUP-TFII: Chick Ovalbumin Upstream Promoter Traigmon Factor Il
CRABP : Cellular Retinoic Acid Binding Protein
CRBP : Cellular Retinol Binding Protein
CYP26 : Cytochrome P26

DBP : Dysplasie BronchoPulmonaire

ECMO : oxygénation par membrane extra-corporelle
EXIT : EX utero Intrapartum Treatment

FGF : Fibroblast Growth Factor

FGFR: FGF Receptor

HCD : Hernie de Coupole Diaphragmatique
HNF : Hepatocyte Nuclear Factor

HTAP : HyperTension Artérielle Pulmonaire
HRE : Hormone Response Element

iINO: Oxyde Nitrique inhalé

LBWR : Lung to Body Weight Ratio

LHR : Lung Head Ratio

LRAT : Lecithine:Rétinol AcylTransferase

MDR : Réductases a chaine moyenne

MFIU: Mort Foetale In Utero

OHF: Oscillations Haute Fréequence

OT: Occlusion de Trachée

Pl: Pneumocyte de type |

Pll: Pneumocyte de type II

RALDH: Retinol ALdehyde DesHydrogenase



RAR: Retinoic Acid Receptor

RARE: Retinoic Acid Response Element
RE: Rétinyl Ester

RGO: Reflux Gastro-Oesophagien

RXR: Retinoid X Receptor

SD: Semaine de Développement

SDR: Réductase a chaine courte

STRA: Stimulated by Retinoic Acid

SP: Surfactant Protein

TFVL: Total Fetal Lung Volume

TTF : Thyroid Transcription Factor
VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor
VEGFR: VEGF Receptor



INTRODUCTION GENERALE

La hernie de coupole diaphragmatique (HCD) congémiest une anomalie de
développement du diaphragme survenant au coursrdberyogénese, qui laisse persister une
communication entre les cavités péritonéale etrpleu Elle concerne entre 2 et 4/10000
naissances vivantes, 2,1/10000 en Eutope 2,7/10000 en FrarntceElle est isolée et
sporadique dans 63 & 70% des‘éaPans sa forme la plus fréquente (dite de Boclijlaédle
concerne la région postérolatérale de la coupaphiagmatique gauche (85% des Task
défect musculaire rend possible la migration ihwedcique de visceres abdominaux et nuit a
I'efficacité inspiratoire des mouvements diaphratiques foetaux. Il en résulte une
compression des visceres thoraciques qui se sdadengellement par une hypoplasie
pulmonaire (réduction du nombre de ramificationenibhiques), un défaut de maturation
alvéolaire et une hypertension artérielle pulmanaiHTAP), a l'origine de difficultés
importantes d’'adaptation néonatale. La mortalit¢inpéale est élevée (environ 50%,
comprenant les interruptions de grossesses eteldsspfoetales). Malgré les progres de la
prise en charge néonatale, la morbidité reste itapta chez les enfants survivants avec un
risque accru de dysplasie bronchopulmonaire (DB@)athologies pulmonaires obstructives
et restrictives, de scolioses, de reflux gastrapeagien (RGO), de déficits

neurodéveloppementaux et neurosensdriels

Pour les formes isolées les plus séveres, une enisgharge anténatale est proposée
par réalisation d’'une occlusion temporaire de lachee (OT) par voie endoscopique
permettant une amélioration de la croissance pulinenCe geste s’accompagne d’'une
accélération de la maturation pulmonaire, obsers@e modeles animaux, avec une
diminution du taux de pneumocytes de type Il (Pgllules sécrétrices de surfactant

pulmonaire. Cette molécule tensioactive évite lkapsus alvéolaire associé a I'expiration.
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Cet effet délétere de I'OT peut étre partiellenmatigé par une désocclusion trachéale avant
la naissance (séquence plug-unfjuget/ou par I'administration de stéroidés
L’administration de rétinoides pourrait aussi iefiger la différenciation pulmonaire et

améliorer le pronostic foetal aprés OT pour HCD

Les rétinoides sont une famille d’isoprénoides aemgnt le rétinol (vitamine A) et
tous les dérivés biologiques et synthétiques appése La vitamine A est issue de
'alimentation et transformée en forme active, idkcrétinoique (AR), par une succession
d’étapes enzymatiques. Son action cellulaire estliégrépar des récepteurs nucléaires
spécifiques, les retinoic acid receptors (RAR) ext tetinoid X receptors (RXR). L'AR
posséde un spectre d’'action trés large au seimabegsus aussi divers que le développement
et la croissance embryonnaire, la vision et lagepctiodf. Il intervient dans tous les stades
du développement pulmonaire des mammiferes. Deauxamenés sur les modéles murins
ont permis d’'établir un lien entre rétinoides etj@otamment dans le modéle nitroféne,
herbicide qui interrompt la voie de signalisatioaesdrétinoides. Il a été montré qu’une
perturbation de la voie métabolique des rétino(dasence maternelle en rétinol, réduction de
synthése d’AR par usage de nitroféne, knock-outrélespteurs nucléaires de I'AR) pouvait
entrainer la formation de HCD chez le foetus. Lppg&émentation en rétinol ou en AR aux
instants clés du développement pulmonaire perrhett&n réduire l'incidence. Une
supplémentation maternelle en AR permet de corl@geanomalies de maturation pulmonaire
présentes dans les HCD créées chirurgicalement ageoetus lapiisL'implication de la
voie de signalisation des rétinoides dans la ppgsimlogie de la HCD a été confirmée chez
I'homme™*° et chez les feetus ou nouveau-nés présentant uB&¥iCSuivant ces différentes
données, nous avons voulu étudier les effets dR Ijecté dans la trachée en complément

d’'une OT dans le modéle animal chirurgical lapin HIED. Pour cela, la recherche d’'un



vecteur de 'AR permettant son administration d@ngachée a été réalisée dans un premier
temps, puis nous avons étudié les effets de 'ABctd dans la trachée faetale au moment de

'OT sur un modele lapin de HCD.
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Partie | : Développements pulmonaire et diaphragmatnormaux

1. Le développement pulmonaire

1.1.Les voies aériennes

Le développement pulmonaire de I'embryon humainuthdes 3 semaines de
développement (SD) et se poursuit jusqu’a 'ad@ese. 5 stades successifs sont nécessaires
a la mise en place du tissu pulmonaire a partirdéesx feuillets embryonnaires, 'endoderme
et le mésoderme (figure 1). L'endoderme est ading des épithéliums bronchique et
pulmonaire, le mésoderme donne naissance aux Lgtgctcartilagineuses, musculaires,
vasculaires et au tissu conjonctif.

Le premier stade est dimbryonnaire et se situe entre I&€%et la 6™ SD. Il se caractérise
par la formation de la trachée, des bronches ssuales bronches segmentaires et de leur
vasculogénése. Le bourgeon trachéal, premiéretsteupulmonaire, apparait vers €%
jour, a partir du sillon laryngo-trachéal, invadina de [lintestin antérieur primitif,
endodermique. Il entraine dans sa croissance ceel@mifications artérielles et veineuses
ainsi que le mésenchyme environnant, au sein dgfééctueront les divisions bronchiques
et vasculaires subséquentes.

Le stadepseudo-glandulairese déroule entre 7 et 17 SD. Il est marqué péoriaation de
'arbre bronchique et des structures vasculairepagt la différentiation progressive des
cellules épithéliales qui donneront les structwasilagineuses, les glandes sous-muqueuses,

le muscle lisse bronchique et les cellules épititesi proprement dites. La formation de
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I'arbre bronchique se fait par une succession disidns dichotomiques faisant apparaitre 16
a 25 générations bronchiques se terminant & cee gtad des tubules respiratoires. Ce
processus classiguement appelé « branching » sad#initivement a la fin de ce stade. La
croissance ultérieure se fera par étirement ettatitn des voies aériennes existantes.
L’épithélium pseudo-stratifié des tubules respira® est remplacé par des cellules en
colonnes en proximal, qui donneront des celluléées (rble de nettoyage), et des cellules
cuboides en distalité qui formeront un épithéliurmnocouche polarisé. Ces derniéres sont
des pneumocytes de type Il (PIl) immatures. Au sale ce stade, I'aspect du poumon
évoque de petits tubules tapissés d’épithéliumean d'un mésenchyme abondant d’ou la
dénomination de stade « pseudoglandulaire ». Ainladé ce stade, I'ensemble de I'arbre
bronchique et du réseau vasculaire pré-acinairmissén place.

Le stadecanaliculaire s’étend de la £7®a la 27™ SD. Il est marqué par I'apparition des
acini (unités respiratoires), par la formation de Harriere alvéolo-capillaire et par la
différentiation des pneumocytes. Les acini se fornge I'extrémité distale des bronchioles
respiratoires, bordées par un réseau de capillagrguins. L’amincissement de |'épithélium
en contact des capillaires permet la formationadearriere alvéolo-capillaire, lieu d’échange
entre I'air inspiré et le sang. Les cellules épithés alvéolaires (pneumocytes) de type | et |l
(PI et PII, respectivement) apparaissent a pagtitépithélium primitif. Le PII est une cellule
cuboide qui contient des corps lamellaires. Elfgésente 15% de la population cellulaire du
poumon adulte et occupe 5% de la surface alvéolkiie est la seule cellule capable de
synthétiser I'ensemble des constituants molécwade surfactant, molécule tensioactive

détectable a partir de laP%SD. Elle peut se différencier en PI (figure 2).
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Le PI représente 8-10% de la population cellulave poumon adulte. Il est un élément
cellulaire essentiel de la future zone d’échangéab-capillaire dont il constitue 93% de la
surface. Il s’agit d’'une cellule aplatie, pauvreaganites cytoplasmiques et incapable de se
diviser en raison de son état de différenciatiomieale. A la fin de ce stade, les échanges
gazeux sont possibles et le poumon peut assudméitose méme si les structures alvéolaires
proprement dites font encore défaut.

Le stadesacculairese situe entre 25 et 40 SD. Le poumon est alordtit;mnel. Ce stade se
définit par la dilatation des tubules acinairesnfant des saccules, et 'amincissement des
parois alvéolaires. Les saccules sont progressineaieisonnés en espaces plus petits par
septation. En clinigue humaine, ce stade repréaamtees criteres de viabilité autorisant la
réanimation des prématurés.

Le stadealvéolaire s'étend de la 38" SD a I'adolescence. Il se caractérise par I'apipari
des alvéoles a partir des saccules dés 30 SD. inbneod’alvéoles a la naissance est moitié
moindre que celui de l'adulte: 3%@ la naissance contre 6°1@ l'age adulte. La
multiplication des alvéoles se fait par septatieseatiellement jusqu'a I'dge de deux ans. Le
développement pulmonaire jusqu'a 18-22 ans estntisbement di a I'élargissement des

bronchioles terminales et des alvéoles.

Le surfactant pulmonaire est un film tensio-actfnposé de lipides et de protéines
tapissant en un fin film la surface alvéolaire. S@he est capital dans la physiologie
pulmonaire. Ses capacités biophysiques permetepr@venir le collapsus alvéolaire en fin
d’expiration et de conserver la perméabilité braoletire au cours de la respiration. Il a aussi
un réle immunitaire permettant la protection desimons face aux agressions et aux
infections dues a l'inhalation de particules etrdiero-organismes. Il est produit dans les

corps lamellaires des PII & partir de I&™$BD mais il nest synthétisé en quantité suffisante
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gu’en fin de grossesse ce qui explique la fréquelesedétresses respiratoires par déficit en
surfactant chez le prématuré (maladie des membrangdines). Il est composé
majoritairement de phospholipides (80%) associéesaprotéines stabilisatrices (3%) : les
« Surfactant Proteins » SP-A, SP-B, SP-C et SP-B-ASet SP-D sont des protéines
hydrophiles implaquées plus particulierement dainsmunité pulmonaire. SP-B et SP-C,
lipophiles, donnent le caractére tensioactif adiest@nt. Seul le Pll synthétise les 4 protéines
du surfactant. Les cellules bronchiolaires de Chkat capables de sécréter SP-A, SP-B et

SP-D. SP-C est donc la seule protéine spécifiqueldt

1.2. La vascularisation pulmonaire

Le développement de la vascularisation pulmonasteiimement lié a celui de
'arbre pulmonaire et se fait en concomitance. kasseaux pulmonaires se développent
autour des voies aériennes de f4°4 la 16™ SD. A travers les interactions épithélium-
endothélium, le développement artériel pulmonaingraih un rdle initiateur sur le
développement de I'arbre aériémt déterminant sur le « branching.»Dés I'apparition des
ébauches pulmonaires (stade embryonnaire), unuésesgulaire connecté a la circulation
systémique embryonnaire par les arteres bronchicamsarait a leur périphérie par
vasculogenése. A mesure que les ébauches puln®paogressent et que le développement
de l'arbre bronchique s’opére, de nouveaux capitaise développent par angiogenése et
accompagnent les structures les plus distales sttastures vasculaires se drainent dans les
veines pulmonaires. La connexion avec les artévdismgnaires est plus tardive, au stade
canaliculaire. Au cours du stade sacculaire, larpson des septa dans les saccules entraine
le réseau capillaire ce qui conduit a la formatiame double couche capillaire. Par la suite le

réseau capillaire se complexifie en suivant la iplidation des alvéoles.
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1.3. Facteurs régulant le développement pulmonaire

L’organogénese pulmonaire est orchestrée par umndre de facteurs génétiques et
mécaniques dont I'intervention est variable daesgace et le temps et non déterminée par un

programme préétabfi

1.3.1. Facteurs cellulaires et génétiques

Le développement pulmonaire dépend des interacéintre I'épithélium, le mésenchyme, les
vaisseaux en formation et le muscle lisse bron&hige développement de la vascularisation
pulmonaire est lié aux interactions épithélio-ehdbales, ce qui favorise un développement
fortement intriqué des arbres vasculaires et puéimes avec lintervention de cascades
moléculaires communes. Ce systeme d'interactioris cemplexe, mettant en jeu des
mécanismes autocrines, paracrines et juxtacrihpsrinet la morphogénése pulmonaire et la
différentiation des cellules souches, processus préalablement défini par un programme
globaf®. Les régulateurs biochimiques du développemenmeuaire sont nombreux
comprenant des facteurs de transcription, des uUextele croissance et leur voie de
signalisation, des miRNA, la matrice extracellidadt la voie des rétinoides.

Ainsi, l'induction précoce de la morphogénése pulaie est régulée par des genes et voies
de signalisation comme GATA, HNF (hepatocyte nucfaeator), Shh, les rétinoides, Wnt, la
B-caténiné’ ou FGF1&°. La différentiation et la prolifération des ce#lsl épithéliales
alvéolaires sont soumises a la régulation de nambi@cteurs de transcription, comprenant
TTF-1 (thyroid transcription factor-1) impliqué dans la régulation de I'expression dees

les protéines du surfactant, SP-A, SP-B, SP-C dDSP
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Les variations temporelles et spatiales de I'exgioesde ces différents régulateurs, dont FGF,
permettent un développement harmonieux en diffénentes étapes de branching et celles de

différentiation alvéolair®.

L’AR joue un réle essentiel dans le développemeipnaire. Il intervient a tous les
stades de I'embryogénese et de la morphogénése.atgements expérimentaux qui
accréditent cette fonction découlent essentiellerd&tudes chez I'animal. Des anomalies du
développement pulmonaire a type d’hypoplasie owédhaésie pulmonaire sont retrouvées
lorsque la voie de signalisation des rétinoides eegtérimentalement perturbée, régime
carencé en vitamine A chez des rates gestdntms souris knock-out pour les génes
RAR«/RARB ou RARVRXRa*. L'AR est fortement impliqué dans le phénoméne de
ramification, permettant une prolifération normatki mésoderme et linduction de
I'expression de FGFf@ Il a une action également & un stade ultérieuinkibant le FGF10
lors de la ramification bronchique permettant uneligppement normal des voies aériefihes
Lors des phénomeénes d’alvéolarisation péri- et-patiux, un changement de composition
en vitamine A est observé dans le poumon : dimanmutie la forme de stockage (rétinyl esters
(RE)) et augmentation de la forme active (ARA ces stades, de nombreuses molécules de la
voie de signalisation des rétinoides sont déte@BBP (Cellular Retinol Binding Protein) |
et I, CRABP (Cellular Retinoic Acid Binding Protgi I, RALDH (Retinol ALdehyde
DesHydrogenase) 1 et 2, RARRARB, RARy*® démontrant la fonctionnalité de la
signalisation des rétinoides lors de l'alvéogén&z.méme, les récepteurs des rétinoides
(RARa et B, RXRa et B) sont retrouveés a tous les stades du développepudminaire du

lapin, utilisé comme modéle expérimeftal
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1.3.2. Facteurs mécaniques

Les facteurs mécaniques sont essentiels au déwstmpy pulmonaire en créant un
espace d’expansion intra-thoracique et un jeu despns intrapulmonaires, conséquence de
la sécrétion de liquide pulmonaire et des mouvempeggpiratoires. Ces stimuli mécaniques
vont permettre la mise en place d’'une cascade méazagique favorisant le développement
du poumon et de sa vascularisation par des eftettascroissance et sur la différenciation
cellulaire?®,

La nécessité d’'un espace d’expansion s'illustrelpasonstatation d’une hypoplasie
pulmonaire sévere dans les HCD avec présencehateatique de visceres abdominaux et est
confirmé sur des modéles animaux. La compressidaite par un dispositif implantable
expansif ou par les visceres abdominaux hernidsagars d’un orifice diaphragmatique créé
chirurgicalement ou par administration de nitrofesrgraine un défaut du développement
pulmonaire responsable d’hypopldSi&,

Durant la vie fcetale, le poumon en cours de dépelo@nt sécrete un liquide
générant sous la glotte une pression positive.duaulation de liquide pulmonaire au sein
des voies aériennes est a l'origine d’une discsatpression (2-3 mm Hg) qui maintient le
tissu pulmonaire dans un état d'étirement reéfatff La réalisationin utero d'une
trachéostomie, en favorisant la fuite de liquidénpnaire, conduit au développement d’'un
poumon hypoplasique avec augmentation du nombrelide** A linverse, une occlusion
des voies aériennes, en majorant I'hyperpressianlgpaétention de liquide pulmonaire,
conduit & un poumon hyperplasique avec une rédudes P>

Les mouvements respiratoires ont un role esseatighermettant une variation des
pressions intrapulmonaires et du volume de liqum#monaire retenu dans les voies

aériennes. Le fluide produit augmente la pressioniageau des voies aériennes, mais durant
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les mouvements respiratoires foetaux, I'ouverturdadglotte permet une mise a niveau du
gradient de pression. Les déplacements de liquita-pulmonaire dépendent essentiellement
du tonus des muscles laryngés et de I'activité ldegmatique. Lorsque les mouvements
respiratoires foetaux surviennent, le tonus larysgéelache favorisant la fuite de liquide
pulmonaire tandis que les mouvements inspirataitediaphragme s’opposent & cette filite
Ce rble primordial des mouvements respiratoiresllestré par des modeles expérimentaux
animaux. Une hypoplasie pulmonaire est observéeler le nerf phrénique est sectiotire
dans un modéle souris knock-out MyoD otl le musigpltagmatique est inefficateEn cas
de HCD, l'efficacité inspiratoire du diaphragme ewstttement réduite puisque I'orifice
empéche de créer une dépression pleurale sigiificdt en résulte une fuite exagérée de
liquide pulmonaire et une réduction de I'état de&tient tissulaire prédominant du co6té
homolatéral a l'orifice. Ceci permet de rendre ctandes atteintes pulmonaires parfois
séveres en dépit d’'une migration modeste des @s@ydominaux.

Le péristaltisme bronchique induit par l'action dellules musculaires lisses
péribronchiques favorise ces variations cycliquegmssions intrapulmonairégn induisant
un étirement et une relaxation des bourgeons brgnes. D’origine mésodermique, ces
cellules musculaires pourraient étre exposées anéme atteinte que les membranes
pleuropéritonéales dans la HCD, ce qui favoriselaitdéveloppement de I'hypoplasie
pulmonaire en ne permettant pas le maintien d'ansdronchique suffisant. Cette hypothese
renforcerait la « dual hit hypothesi¥ sbasée sur I'observation du modéle murin nitroféne.
L’administration de nitrofene, herbicide intervehaar la voie des rétinoides, est responsable
d’'une atteinte pulmonaire précoce bilatérale etned’'HDC entrainant une majoration de
I'atteinte pulmonaire du c6té de lorifice diaphmagtique. En l'absence de nitroféne,

I'atteinte précoce pourrait étre induite par desefars environnementaux ou génétiques.
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2. Le développement diaphragmatique

Chez 'homme, le diaphragme se forme entre “% 8t la 7™ SD par fusion du
septum transversum en avant et des membranes jpéritonéales latéralement et en arriére.
Le septum transversum, premiére structure présepparait en regard des somites cervicaux
supérieurs durant la 4eme SD. Cette fine plaquagi® mésodermique va séparer le coeur
du foie. Ce septum ne cloisonne pas totalementdegés thoracique et abdominale qui
restent en communication dans la région postéricuaie les gouttieres ou canaux

pleuropéritonéaux de part et d'autre de I'inteptimitif (figure 3).

Les membranes pleuro-péritonéales se développemntardir des parois thoraciques
postérolatérales et leur extrémité libre se prejett regard des canaux pleuropéritonéaux. Au
cours de la 8™ SD, la croissance rapide de la portion dorsalEedebryon par rapport a sa
portion ventrale aboutit & une « migration » refatdu diaphragme et de ses nerfs issus des
racines C3, C4 et C5 vers le niveau des somitesitiypies. A la fin de 1a®8® SD, les
extrémités libres des membranes pleuropéritondatésnnent avec le septum transversum
réalisant le diaphragme primitif. Les cavités pes, péricardique et péritonéale sont alors

séparées (figure 4).

Vers la 8™ SD, la partie dorsale du diaphragme se situeisman des premiéeres vertebres
lombaires. Entre les®®® et 12™ SD, les myoblastes migrent des myotomes cervieux
thoraciques pour coloniser le diaphragme primitiffermer les parties musculaires du
diaphragme. lls rejoignent le plexus brachial eturpoivent leur migration jusqu'aux
membranes pleuropéritonéales. lls proliferent &rgsent le diaphragme primitif selon trois

axes. Ces précurseurs musculaires se différeralierst du centre vers la périphérie en
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myotubes primaires puis secondaires. La colonisatiasculaire épargne la région du centre
tendineux ou centre phrénique et forme des mushitgstriques. Les piliers du diaphragme
ont une origine embryonnaire différente, les sosnibenbaires. Les axones du nerf phrénique,
également originaires des somites cervicales, gades® membranes pleuropéritonéales via le
plexus brachial puis respectent le méme schémaoldmisation diaphragmatique avec un

léger retard sur les précurseurs musculaires @m@00 pniy-

Ces événements sont sous la dépendance de nompeees’, dont la voie de

signalisation des rétinoides (figuré'b)
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Partie Il : La hernie de coupole diaphragmatiqu€h congénitale en pathologie humaine

1. Physiopathologie de la HCD congénitale

La HCD se définit par la persistance d’un orificeraveau du diaphragme, responsable d’'une
communication entre les cavités thoracique et allam (figures 6 et 7). Sa formation est
tres précoce, au cours de la mise en place du rdiggie primitif, soit avant 8 SD. Sa

physiopathologie reste méconnue et est probablemeltifactorielle.

1.1. Approche anatomo-histologique

La littérature développe essentiellement 5 théoges résultent de I'observation du
modeéle murin toxicologique dans lequel la HCD estuite en administrant a la femelle
gestante un herbicide : le nitroféne (2,4-dichlph@nyl-p-nitrophenyl ethef) Nous ne
disposons pas de modele animal avec hernie diaplatage spontanée.

La théorie la plus classique repose sur un défagait fermeture des canaux
pleuropéritonéaux qui pourrait étre favorisé partérposition d’une anse intestindleCette
hypothése apparait tres improbable puisque laégriation abdominale de lintestin a lieu
plusieurs semaines apres la constitution du digjhegprimitif. De plus, I'orifice de la hernie
se situe souvent plus médialement que I'emplacedhenanal pleuropéritonéal.

Une autre théorie considere que l'anomalie du d@psEment pulmonaire précede
lanomalie du développement diaphragmatique. Cadttéorie a été encouragée par
'observation d’un retentissement pulmonaire biiaté@t pas seulement limité au c6té de la
HCD. lIritani et al. ont montré que le développement pulmonaire eétéatres précocement

dans le modéle nitroféne alors qu'aucune atteifgphiiagmatique n’est encore repérable
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En fait, la migration intrathoracique induit uneviddion médiastinale qui peut expliquer a
elle seule le retentissement pulmonaire bilatdralretentissement pulmonaire précoce n'a
pas été retrouvé en utilisant des doses plus itiéenitrofen®*’. De plus, les agénésies
pulmonaires chez 'homme ou chez I'animal ne sar¢ carement associées & des ECD
Cette théorie de l'atteinte pulmonaire primitivgpamit désormais peu convaincante. Mais il
parait trés probable qu'une atteinte pulmonairdigbhragmatique ait la méme étiologie du
fait d'un partage des mémes voies de signalisatimiéculaire impliguées dans leur
développement, & 'origine de la « dual hit hypstae?®.

Une troisieme théorie est celle d'un défaut de migktion par le nerf phrénique. Elle
s’appuie sur I'observation d'une diminution de dallé et du nombre d’axones au niveau du
nerf phrénique du coté attelhtmais il est bien établi que la taille d’'un nesflete la masse
musculaire a innerver. L'atteinte du nerf phrénigoerrait donc étre considérée comme une
conséquence de I'atteinte diaphragmatique.

Une autre théorie évoque une colonisation museulasuffisante conduisant a un
diaphragme fragile et susceptible de se rompre keffst de la pression abdomin&feCette
anomalie pourrait correspondre a une entité pdigreude HCD observée chez I'humain qui
correspond a une éventration d'un diaphragme memehbsa avec persistance d'un sac
herniaire. Elle est confirmée par un modéele muombzygote pour la mutation c-met qui
empéche la migration des précurseurs musculairesldaliaphragme primifit

La derniére théorie est celle d'une atteinte précdes membranes pleuropéritonéales,
observée dans le modéle nitroféhée développement insuffisant de ces membranesgibu
étre dii & un excés d’apoptd5eu a un déficit de prolifératihdu contingent cellulaire des
somites cervicales, ce qui implique le réle desesr@eurales.

Ainsi il apparait que la HCD n’est pas le fruit d’simple défaut de fermeture des canaux

pleuropéritonéaux. Il s’agirait plutét d'une attigiprécoce des membranes pleuropéritonéales
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associée éventuellement a l'atteinte d’autres ngatits cellulaires. La non-conformité du
diaphragme primitif conduirait & des anomalies dmisation musculaire puis nerveuse a
I'origine de I'accumulation périorificielle de strtures musculaires, témoin d’une migration

interrompue.

1.2. Approche génétique et moléculaire

L’'association de HCD a des anomalies génétiques themain, 10 a 20% des cas, et
'étude de modeles animaux de HCD ont permis d'iquar plusieurs genes et plusieurs
voies de signalisation dans la genése de la HCDd'eh expliquer I'hétérogénéité
phénotypique. L’approche génétique de la HCD s’appur I'observation de cette pathologie
dans des anomalies chromosomiques (trisomies 1&t P4, et tétrasomie 12p), dans des
syndromes monogéniques (Ehlers-Danlos, Marfan, &iarrDe Lange, dysplasies cranio-
frontales, Matthew-Wood, Golabi), dans des modeasnaux knock-out avec défects
diaphragmatiques vrais (knock-out de CoupTFII, RARWIntl, Robol ou Slit3) ou défects
musculaires (knock-out de Fog2, GATA4, Pax3, cMsftsyl Oxidase, Sim2, HGF, Met,
MyoD ou Myogenine), plus récemment sur I'étude dieromemaniements (ou CNV) par
CGH array (présence sur CRBP1 et 2, LRAT, RALDH4AT®@4, Fog2, STRAG,
CoupTFll,...) et sur le séquencage du génome entier.

Des genes candidats ont pu étre testés sur deslemoa@imaux, pour exemple les
protéines de la voie de signalisation FGF (FGF#1B&-R2) et VEGF (VEGF, VEGFRL1 et
VEGFR?2) dont I'expression est diminuée dans le reodéroféné*>* Ces études ont permis
de comprendre certaines étiologies de HCD préselares des tableaux syndromidties

L'étude des anomalies génétiques associées a dBscHEZz 'humain a mis en évidence

des genes et des loci probablement impliqués @apathogénese de la HCD. Pour exemple,

23



il est retrouvé une HCD chez les individus ayan¢ deélétion du chromosome 15 (g26.1-
g26.2) qui concerne une petite région ou se sikugdne COUP-TFII (chick ovalbumin
upstream promoter transcription factoriijiont la souris knock-out présente une HE&t
qui est impliqué dans la voie des rétinoides. Dades de liaison ont permis de mettre en
évidence des mutations du géne codant pour STR¥&@pteur membranaire des rétinoides,
dans le syndrome de Matthew-Wood défini par l'aggmm d’'une microphtalmie ou
anophtalmie, d'une HCD, de malformations cardiageésd’'une hypoplasie ou aplasie
pulmonaire¥’.

Ces différentes études génétiques permettent dieenest évidence le rble de nombreux
géenes dans la formation de la HCD. Il est remariguglyil existe de facon trés fréquente un
lien entre le géne imputé et la voie des rétinoides
Cette hypothése est renforcée par le modele aniteatéférence de la HCD, le murin
nitroféne, exposé a un inhibiteur des rétinoidesaption sur RALDH2, et par I'observation

en population humaine et animale des effets d'amence en vitamine &2
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2. Conségquences pulmonaires de la HCD

La morbi-mortalité élevée des HCD est due a I'hyasie pulmonaire et au
développement d’'une hypertension artérielle pulrirer®TAP) persistante.

L’hypoplasie pulmonaire est une diminution pathadog du volume pulmonaire,
conséquence d'un arrét du développement alvéatainmilieu de stade canaliculaire dans la
HCD. Cette atteinte se caractérise par une dinunutharquée du nombre de divisions
bronchiques (12-14 générations dans le poumon laiéral et 16-18 générations dans le
poumon controlatéral au lieu de 25), et par unaigon du nombre des bronchioles
terminales et de I'espace alvéolaire. Elle estu@alpar le rapport poids pulmonaire / poids
corporel total. Sur le plan histologique, les étidmutopsiques révelent une atteinte
pulmonaire bilatérale avec une prédominance swdté homolatéral a la HCD. De cette
observation découle I'hypothése que I'hypoplastdeesésultat de la compression mécanique
réalisée par la hernie des visceres abdominaux n&a-thoracique. Mais le fait que
I'hypoplasie est bilatérale peut évoquer un méecaaisommun ou concomitant d’une action
sur le développement pulmonaire et diaphragmatig@ette double hypothése ou « dual hit
hypothesis » expliquerait une atteinte primitive développement pulmonaire avec un
mécanisme secondaire de compression majorantfiigpie en homolatéral.

L'effet de la hernie sur le développement pulmanaipparait comme la résultante d’'un
mécanisme multifactoriel et évolutif avec I'age tgéisnnel. Une agression précoce perturbe
le développement de Il'arbre bronchique tandis ogl'@gression plus tardive nuit a la
multiplication alvéolair®’. Au cours de la HCD, la migration intrathoraciqies viscéres
abdominaux survient habituellement dés le stadeudmggandulaire conduisant a une
altération du « branching » avec réduction de téasa alvéolaire appréciée histologiquement

par le compte radial alvéolaire (CRA). Des anonsabeithéliales avec excés de°Pibnt
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aussi été constatées, entrainant des altératiomphologiqgues avec épaississement des
cloisons alvéolaires et des altérations fonctidesetle la barriere alvéolocapillaire. Une
dysplasie broncho-pulmonaire résulte du dysfonagéoment de ce poumon hypoplasique et
dysmature et des lésions tissulaires induitesgsathiérapeutiques ventilatoires en post-natal.

La HCD s’accompagne d'un développement anormal alevdscularisation. Le lit
vasculaire se trouve réduit par une diminution dmbre des ramifications vasculaires. De
plus les arteres pulmonaires présentent un épsessent de la média et de I'adventice alors
que les branches artérielles plus distales sostéige d’une muscularisation inhabituédle
avec un développement plus important et plus etalilés des cellules du muscle lisse
vasculair®. Ces modifications conduisent & des anomaliestifomelles responsables de
'HTAP.

Au final, la surface alvéolaire d’échanges gazesk tees nettement diminuée et la
circulation pulmonaire conserve des pressions ékw® qui entraine de graves troubles
respiratoires chez le nouveau-né. Toutefois, lesdifications décrites ne sont pas
irréversibles. Si l'atteinte pulmonaire reste cotiipa avec une hématose suffisante a la
période néonatale, un rattrapage postnatal deolasance alvéolaire va survenir de méme

qu’un remodelage vasculaire conduisant & une réigreprogressive de 'HTAR.
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3. Données épidémiologiques

La HCD concerne 2 & 4/10000 naissances vivantésLa prévalence en Europe de la
HCD isolée est de 1,6/10000 naissances vivantds. €st responsable de 1 a 2% de la
mortalité infantile.

La HCD présente une grande hétérogénéité phénowypitile est le plus souvent située a
gauche (80% des cas) et peut étre bilatérale dande$ cas La forme la plus commune est
la hernie de Bochdalek dans la région postérolatéta diaphragme (85%) mais elle peut
aussi étre en antérieur (hernie de Morgagni) ()t

La taille de l'orifice est variable allant d’unesdréte perte de substance a une agénésie
compléte de coupole. Un sac herniaire est parfaéisgnt.

Elle est isolée dans 54-64% des cas. L'incidenseademalies congénitales associées est
d’environ 40%, réalisant un tableau syndromiquencoou non. Les anomalies associées les
plus fréquentes sont cardio-vasculaires (11-15%})samo-squelettiques, du systeme

nerveux-central et de I'appareil uro-gérital®®

(tableau 1). L’association avec d’autres
anomalies n’est pas corrélée au coté de la HCD estiplus fréquente en cas de HCD
bilatérale. Dans 7-16% des cas, elle est associéesaanomalies chromosomigqtie®
(tableau 2), plus fréquemment en cas d’anomalisscies (39% vs. 496) Mais il faut
différencier les anomalies secondaires a la HCnmae certaines pathologies cardiaques,
persistance du canal artériel ou du foramen ovale, dextrorotation ou une hypoplasie du
cceur gauche, et la malrotation intestinale.

Certains antécédents maternels semblent associggmiére significative a la survenue

d’'une HCD, comme l'existence d’'un diabéte pré-exista la grossesse et la consommation

d’alcool™.
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Les taux de mortalité et de morbidité sont tregtogfenes et trés variables d’'un hopital a
l'autre, allant respectivement de 5 & 50% et d& B0%. Le taux de naissances vivantes est
de 69 & 89% et la survie post-natale est de 4®47%. Sur un registre francais, le taux de
mort foetalein utero (MFIU) est de 4% et d'interruption médicale de spesse de 1%
Selon une étude européenne réce®®% des HCD aboutissent & une naissance vivaBfe,
font I'objet d’une interruption de grossesse et gésentent une MFIU. Lorsque la HCD est
isolée, ces taux sont de 89%, 9% et 2%, respectintntia survie & 1 semaine de vie est de
69% en Europe, plus importante en cas de HCD i€g18%)". L'évaluation de la mortalité
périnatale est souvent sous-estimée par non iniggrdes déces survenus avant 'admission
en pédiatrie. Ce biais de « mortalité cachée »espond aux déces par MFIU, interruption
médicale de grossesse et décés néonatal trés eracant transfert, qui peut atteindre 36%
des cas de HCB) La grande variabilité peut aussi s’expliquer Ipaype de HCD considérée,
isolée, gauche ou toutes HCD confondues.

Le devenir a long terme des enfants survivantgreste d’'une forte morbidité. Le taux de
récupération sans séquelle est d’environ 50%. Lebidité est influencée par de nombreux
facteurs, comme la réalisation d’'un diagnostic aati&al, la prise en charge anté-, péri- et
post-natale, le moment du traitement chirurgical d&u l'utilisation de I'oxygénation par
membrane extra-corporelle (ECMO). Les principaléguglles observées sont respiratoires,
digestives, nutritionnelles, orthopédiques (scajosdéformations thoraciques) et
neurologiques (hypotonie, déficit moteur, troubldsi langage, déficit auditif). Les
complications respiratoires concernent 30 a 50% defants, a type de dysplasie
bronchopulmonaire (DBP), HTAP persistante et suitmiéif® aux infections viraled. La
DBP est la séquelle post-natale majeure de cesitenfaa sévérité est corrélée aux mesures
IRM anténatales du volume pulmonaire, au termed®issance et au recours a I'ECft&

Les complications digestives (reflux gastro-oesgpra (RGO), troubles de l'oralité) sont,
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avec l'insuffisance respiratoire, responsables rdeibles nutritionnels qui entrainent une
altération de la croissance staturo-pondéraleciléfé prendre en chareLes déformations
thoraciques telles que le pectus excavatum et Egatibns rachidiennes, scolioses,
représentent les complications orthopédiques t#0B et sont présentes chez 21 a 48% des
enfanté’. Ces enfants sont aussi a risque de complicatibisirgicales, principalement
durant la premiére année de vie, représentéesaparcidive de la HCD et I'occlusion sur
bride’?. Une morbidité neurologique a été décrite, avectaux d'infirmité motrice et
cérébrale & 5%, liée a un retard de maturatiorbcaéiet des Iésions de la substance blanche et
grise et de la capsule interne, et un retard dgsisiions. Elle serait principalement due aux
techniques de prise en charge post-n&t&leLes retards de développement neurologique
sont associés a l'utilisation de 'ECMO, a une adyg-dépendance post-natale et a un faible
niveau socio-économig(fe A plus long terme, de jeunes adultes opérés d@ eiCpost-natal
ont un volume pulmonaire identique a une populasans HCD, avec une prévalence plus
importante d’asthme et une détérioration modéréecdpacités de diffusion alvéolditeLa
qualité de vie ressentie a I'age adulte est ideet@celle de la population générale.
L’'optimisation des soins anténatals et postnatalle quelle est expliciter par le protocole
de diagnostic et de soins (PNDS) proposé par leehautorité de santé (HAS), a pour but de

diminuée la morbi-mortalité de la HCD.
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4. Diagnostic prénatal de la HCD

Les enjeux du diagnostic prénatal reposent sugétaction anténatale de la HCD et sur
son évaluation pronostique. La détection anténaimet d’organiser la naissance en centre
périnatal de type lll avec une équipe de néonatelptete a accueillir I'enfant. Elle permet
également de rechercher des anomalies morpholag@muehromosomiques associées dont la
sévérité peut conduire les parents a solliciter imterruption médicale de grossesse. Enfin,
des critéres pronostiques prénatals permettengrdtiifier les cas les plus sévéres qui peuvent
relever d’'une chirurgie foetale. Le taux de détectanténatale était, au début des années
2000, de 54%, 46% en cas de HCD isolée et 68% ®nleayndrome polymalformatifLe
diagnostic prénatal est plus fréquent en cas de HidPérale (63%, vs. 31% pour la HCD
droite et 52% pour la HCD gauche). Les progrestdelsniques échographiques ont permis
une forte amélioration du diagnostic anténataladelCD avec un taux, au début des années
2000, de 73%, soit proche de 50% en cas de HCD isolée et deqBu80% lorsqu’elle est
associée a d’autres anomalidsmodifie le taux de survie (38% vs. 71%) du fun recours
a l'interruption médicale de grosseSsPe ce fait, toute suspicion de HCD doit conduire
adresser la patiente auprés d'un centre de ré&nemar confirmer le diagnostic, évaluer le

pronostic et organiser la prise en charge du naunéa

4.1. Diagnostic positif de la HCD

L'image échographique du diaphragme apparait sodisrine d'un liseré hypoéchogene
qui résulte de l'interface ultrasonore entre legctires thoraciques (poumons et médiastin) et

les visceres abdominaux (foie essentiellementu(@d®). Ce liseré est facilement identifiable
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sur une coupe sagittale mais sa portion postérieste souvent difficile a explorer en raison
de linterposition des visceres abdominaux ou deesdd’ombres induits par le rachis et les
cbtes. Puisque la hernie siége le plus souvenpartée postérieure, la visualisation du liseré
diaphragmatique dans sa partie antérieure ne pgrased’affirmer l'intégrité du diaphragme.
En cas de HCD, la visualisation directe de l'osgfidiaphragmatique est pratiguement
impossible. Le diagnostic échographique reposelawisualisation de visceres abdominaux
dans le thorax, ce qui constitue un signe direch@mie. Les visceres herniés peuvent étre
constitués par I'estomac (image anéchogéne suorg postérolatéral gauche du cceur), le
tube digestif (images hétérogénes parfois animégsédstaltisme), le foie (repérage facilité
par la migration intra-thoracique de la vésiculeliabe), rarement la rate et
exceptionnellement le rein (figure 10). Le doppteuleur favorise I'identification du foie
hernié en montrant une déviation du sinus portes vlea gauche ou le trajet
transdiaphragmatique des branches portales duhigbatique gauche. L'IRM peut permettre
de confirmer le diagnostic de HCD et caractérisecdntenu herniaife elle détecte plus
facilement le foie hernié que I'échograpfiiéiigure 11).

La migration intra-thoracique des visceres abdomingeut étre réduite ce qui rend la
détection plus difficile. Elle peut également é&tnedive ce qui peut conduire a repérer une
HCD au troisieme trimestre de la grossesse alogsl@gpiexamens échographiques antérieurs
s’étaient révélés normaux.

Des signes indirects favorisent le diagnostic gels la déviation de I'axe du coeur ou
de I'ensemble du médiastin, un hydramnios (favgpeséla compression oesophagienne et/ou
la plicature gastriqu&®) ou I'impossibilité de repérer I'image gastriqueéahogéne dans le
quadrant supérieur gauche de I'abdofheb’observation d’'une anasarque foetale peut aussi

étre la porte d’entrée au diagnostic (Publicatié)f¥.
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Le diagnostic de HCD droite est souvent plus dificle viscere habituellement
ascensionné est le foie dont I'’échogénicité esthprale celle des poumd&hs

Une étude a cherché a évaluer rétrospectivementriamstances d’'une non-détection de
la HCD™. Dans un tiers des cas celle-ci est attribuéesacdaditions d’examen médiocres
(obésité maternelle, position foetale défavorabb@s dans deux tiers des cas, I'opérateur
semble s’étre satisfait de coupes approximativea (aspect des criteres pour la coupe des 4
cavités cardiaques, pas d'image gastrique évidamtéa coupe abdominale). La connaissance
et le respect des regles de bonne pratique soxtiddispensables pour optimiser la détection

prénatale de la HCD.

4.2. Diagnostic différentiel

Le diagnostic différentiel le plus délicat est ¢etllune éventration diaphragmatique
caractérisée par un défaut de la vascularisatiodidphragme, qui peut, comme la HCD,
s’associer a d’autres anomalies malformatives, & hwpoplasie pulmonaire et a une forte
mortalité™.

Le plus fréquent est celui d'une maladie adénordatdiystique pulmonaire qui peut
réaliser I'aspect d'images liquidiennes multiplesra-thoraciques avec un refoulement du
coeur. Dans ce cas, l'interface ultrasonore deigacle diaphragmatique peut étre suivie sur
tout son trajet, 'estomac et le foie restent enifpan intra-abdominale et aucun mouvement
de péristaltisme n’est vu au sein des images thpres anormales (figure 12). Toutefois la
distinction entre ces deux anomalies est parfdifgcitk et c’est I'IRM foetale qui permettra
de fixer le diagnostic.

La séquestration pulmonaire se manifeste par unssen&yperéchogéne de forme

triangulaire ou arrondie, le plus souvent danséian postérobasale du champ pulmonaire
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gauche. La visualisation au doppler couleur d’'uascularisation systémique provenant de
l'aorte thoracique ou abdominale permet d’en fééraliagnostic. Le kyste bronchogénique
apparait sous la forme d’'une image anéchogeneimd’'se parenchyme pulmonaire d’aspect
normal.

L’atrésie bronchigue induit une hyperplasie pulmmndu territoire correspondant qui se
manifeste par une image hyperéchogene régulien@atisie porte sur une bronche souche,
'ensemble du poumon devient hyperplasique et sgramsion peut conduire a inverser la
courbure du diaphragme (convexité caudale).

L'agénésie pulmonaire unilatérale induit une déeorat médiastinale majeure. Son
diagnostic peut étre évoqué en confirmant par |ppliw couleur I'absence de branche
artérielle pulmonaire.

Des pathologies tumorales peuvent également induiraliagnostic erroné : tératome
médiastinal, neuroblastome, lymphangiome, hamartdrear caractere hétérogéne entraine

parfois la confusion avec des images digestivea-thioraciques.

4.3. Evaluation pronostique de la HCD

La prise en charge anténatale d’'un foetus présententHHCD dépend essentiellement de
I'évaluation pronostique qui repose sur I'existed@omalies associées et I'importance de la
hernie évaluée par le contenu de la hernie ettlntissement pulmonaire. Ces éléments
doivent aider les médecins a expliquer aux pafestsisques et les conséquences de la HCD
afin de les aider a prendre une décision pour Memie de leur enfant. L'appréciation
pronostique de la HCD reste délicate, elle s’appuieune recherche minutieuse d’anomalies

associees et sur I'évaluation de criteres dowélleur prédictive reste discutable.
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4.3.1. Anomalies associées

Les anomalies associées réduisent les chanceswue sn majorant les difficultés de
la réanimation néonatale (cas des cardiopathiesexzmple) ou altérent gravement la qualité
de vie notamment par I'apparition de troubles ctigoicomportementaux (cas de la plupart
des anomalies chromosomiques). L'établissementadgotype foetal est indispensable. Il est
idéalement réalisé sur liquide amniotique ou trdyhste plutdt que sur sang foetal car
certaines anomalies en mosaique ne sont pas ésantles cellules sanguines (cas de la
tétrasomie 12p du syndrome de Pallister-Killiangs Lmalformations associées sont parfois
difficiles a repérer et il ne faut pas hésiter @étér I'exploration échographique. La
réalisation d'une échocardiographie foetale parréférent est conseillée en raison de
'association fréquente entre HDC et cardiopathiere raison des difficultés & mener une

exploration cardiague satisfaisante lorsque le @sidévié.

4.3.2. Critéres pronostiques

Lorsque la HCD est isolée, une évaluation du prilmos plus précise possible, est
nécessaire. Il n'existe pas de facteur pronostigyent une valeur prédictive positive de
100%. Actuellement, les facteurs pronostiques ealidont le rapport « poumon sur téte »
(« Lung-to-Head Ratio» des anglo-saxons (LHR)) olSattendu (o/a)), la mesure du
volume pulmonaire en IRM et la position du foiej gstiment de fagon plus ou moins directe

le degré d’hypoplasie pulmonaire.
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Le LHR o/a permet une évaluation indirecte de lbplasie pulmonaire, facteur
pronostique principal de la HCD. Le LHR s’évalue échographie 2D sur une coupe
thoracique transversale passant par les 4 cadtésaques. Plusieurs méthodes de mesure ont
pu étre proposées (figure %)

Le plus couramment utilisé est le produit des daug grands diameétres orthogonaux
du poumon droit (mfA), en cas de HCD gauche, divisé par la circonfé@eéphalique (mm)
mesurée sur une coupe du diamétre bipafiétffigure 14).

L’évaluation pulmonaire est indirectement ajustéa Biométrie foetale par la mesure
de la circonférence céphalique. Cette techniquppiéciation du volume pulmonaire est trés
grossiére mais a I'avantage de ne pas imposenleexthaustif de tout le contour pulmonaire.
La mesure du LHR nécessite un temps d’apprentissageiron 70 mesuré$ Le LHR est
'un des seuls criteres pronostigues a avoir prowad intérét au cours d'études
prospectiveS %891 || 3 initialement été décrit avec une mesureiséalentre 24 et 26 SA et
les seuils retenus ne sont validés que pour cétiede. En cas de LHR<0,6 aucun foetus ne
semble avoir survécu, tandis qu'un LHR>1,4 seraittrés bon pronostic (survie proche de
100%¥7%8 Pour les valeurs intermédiaires, la survie semtiour de 60%.

Afin de s’affranchir de I'effet « &ge gestationmelil a été étudié le rapport du LHR observé
sur le LHR attendu pour I'age gestationnel (LHR)%/& Le LHR o/a d’'un poumon sain est
compris entre 65 et 100% et est en moyenne de 40éaede HCD gauche. Il est corrélé a
I'hypoplasie pulmonaire évaluée en post-morterbe calcul du LHR o/a peut étre réalisé sur
différents logiciels disponibles sur internet :

- http://fr.ap-hm.fr/sites/default/files/files/Hersi#20diaphrag/calculette |hr.html

- http://www.perinatology.com/calculators/LHR.htm

- http://www.totaltrial.eu
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Une stratification en 4 niveaux a été prop8éeure 15) :
- Pour un LHR o/a inférieur a 15%, I'hypoplasie putraoe est extréme, le taux de
survie est quasi nul.
- Pour un LHR o/a entre 15 et 25%, I'hypoplasie pulaie est sévere, le taux de
survie est égal ou inférieur a 20%.
- Pour un LHR o/a entre 26 et 35% ou un LHR o/aecB6 et 45% avec le foie en
intrathoracique, I'hypoplasie est modérée, le tdaxsurvie est compris entre 30 et
60%.
- Pour un LHR o/a entre 38 45% ou supérieur & 45% avec hernie du foiepbiplasie
est moyenne et le taux de survie dépasse’75%
Le LHR o/a est corrélé a la mortalité post-nataly nécessité d'une ECMO, au risque d’'une
dépendance ventilatoire et au développement d’'ureRHen post-nataf %
La valeur pronostique du LHR o/a est fonction deptésence ou non d'une hernie du
foie'® 1% mais aussi du coté de la H&DLa survie est quasi nulle en cas de LHR o/a
inférieur a 46% en cas de hernie droite.
Le LHR o/a est prédictif de la morbi-mortalité apteaitement anté-natal par occlusion de

trachée per foetoscopie (FET&)'%2

Il est aussi possible d'apprécier le volume pulnienpar échographie 3D (figure ¥8)Le
rapport du volume mesuré sur le volume attendu page gestationnel apparait plus réduit
chez les foetus porteurs de HCD ne survivant paspé@inode néonatdle Une étude
comparant la mesure en échographie 2D du LHR ola atesure en échographie 3D du
volume pulmonaire montrait que le LHR o/a avait uneilleure valeur prédictivé. La

mesure du volume pulmonaire a I'échographie néieesae expertise dans le maniement de
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I'échographie 3D que ne nécessite pas la mesukéi®) ce dernier parait donc plus adapté a

la pratique couranté.

La mesure du volume pulmonaire en IRM est réales€séquence pondérée T2 sur les deux
poumons, il s’agit d’'un volume pulmonaire totab(fre 17).
Comme pour les mesures échographiques, le volunraopaire mesuré est reporté au
volume attendu (TFVL : total fetal lung volume).
- Pour un TFVL o/a inférieur ou égal a 25%, la supdst-natale est de 12% en cas de
foie hernié et de 40% en I'absence de hernie raymati
- Pour un TFVL o/a compris entre 26 et 35%, la suegede 37,5 et 85%. Pour un
TFVL o/a entre 36 et 45%, la survie est de 64 €686

- Pour un TFVL o/a de plus de 45%, la survie est5letB6% (figure 189>

La mesure du volume pulmonaire total est plus perdmte en IRM qu’en échographie 3D
avec un poumon ipsilatéral visualisé dans 60% desea échographie et dans 100% des cas
en IRM'®. Le TFVL o/a est corrélé & la mortaft& a la survenue d'une HTAP en post-
nataf® et au développement d’'une DBPL’IRM a I'avantage de ne pas étre limitée pas les
mensurations maternelles ni par la position foetale.

Les résultats des études comparant les valeurgcfivéd des mesures échographiques 2D et
des mesures IRM sont contradictoires, soit en fadeula mesure du LHR &/&°" soit du
TFVL o/a®, soit avec des résultats équivaléftsDe toute évidence, les deux mesures
doivent étre utilisées. La mesure du LHR o/a egpanametre accessible en pratique courante
et peut étre fait dans le temps du diagnostic déiGD. L’acquisition IRM compléte
I'échographie 2D par la mesure du TFVL o/a, du wwdude foie hernié et en précisant la

position de I'estomd€®.
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La présence du foie en intrathoracique est un diacpgonostique essentiel de la HCD
entrainant une diminution significative de la sarméonatale (45-53% vs. 74-8396f7 111112
et une augmentation de la morbidité, plus de rec@ui’ECMO® et risque augmenté
d'HTAP en post-natdf'*® Le diagnostic de hernie hépatique peut étre sadélicat en
échographie du fait de I'’échogénicité du foie, as de doute, une imagerie complémentaire
par IRM doit étre réalisée. Il est aussi renduidl& par différents degrés d’ascension

possible allant de la simple ascension d'une pattielobe gauche a une luxation de la

majeure partie du foie dans le thorax.

La valeur pronostigue de la hernie hépatique ematimracique peut étre affinée par
I'évaluation en IRM du volume du foie hernié, mespar le calcul du ratio du volume de foie
hernié sur le volume de la cavité thoraci§t&** ou par la proportion de foie herti&!*>11°
mais sa valeur prédictive comparée a celle du TBXLest discutabt&"!'® Sa mesure avant

FETO est corrélée au risque de mortalité post-edfal

La migration de I'estomac en intrathoracique esfacteur pronostique de la mortalité
et de la morbidité néonatatés''’ 118110 probable reflet d’'un défect important. Elle est
associée & une augmentation de 'HTAP néondtaeun recours plus fréquent & FTECMO, &
plus de difficultés repiratoires et a une réparatichirurgicale plus difficil&*®. Une
classification de la position de I'estomac a étEppsée en 4 grades (figure 148)

La position de I'estomac dans le thorax sembleiassr une valeur pronostique, avec plus
de morbi-mortalité en cas d’estomac en positioniamedou postérieure dans le thorax gauche
ou en rétrocardiaqd¥, ou de grade 4, indépendament du LHR'8/&e facteur prédictif est

retrouvé chez les foetus bénéficiant d’'une &T
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Le pronostic d’'une HCD est fonction du degré d’hylasie pulmonaire, mais aussi de
la sévérité de 'HTAP persistante. L'évaluationlaleascularisation pulmonaire fait I'objet de
nombreuses recherches. De nombreux parameétregéadtudiés comme la dilatation du tronc
pulmonaire avec discordance entre les branchetedrbgauch&’, le nombre de bifurcations
visualisées sur un angiogramme pulmonaire obternu Omppler énergie (moins de 3
niveaux}?’, ou le doppler de lartére pulmondf®&’® qui ont des valeurs prédictives
négatives élevées. Un index prénatal de HTAP gitgosé, comprenant les diametres des
artéres pulmonaires droite et gauche, de l'aoria &ingueur du cervelet obtenus par IRM,
ainsi que la mesure de l'index modifié de McGooon{me des diametres des artéres
pulmonaires droite et gauche rapportée au diama¢rel’aorte}?>. Mais aucun critére

pronostique d’'HTAP n’a été validé.

La HCD droite est associée a une morbidit¢é et uneortaiité
augmentégg 99101:107112.114.12654 ;- Jes HCD droites, on retrouve plus souventdaeéssité
d’'un traitement de I'HTAP (iNO et Sildénafil), d’'ggénothérapie, d’'une trachéostomie, d’'un
materiel prothétique pour la réparation chirurgcatt une augmentation du risque de

récidive.

La taille du défect est un facteur pronostique irtgo, difficilement accessible en

prénatal. L'importance des viscéres herniés enreséflet indirect. Lallyet al***

ont proposé
une classification en 5 stades a partir de laetalll défect (A a D) (figure 20) et de la

présence d’'une anomalie cardiaque séveére (tabjeau 3
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Le terme de la découverte de la HCD apparait conmmiacteur prédictif indépendant
du devenir néonatal dans la HCD isolée (figure"Z1Plus le diagnostic est tardif, meilleur
est le taux de survie. L'identification précoce @urs de la grossesse de visceres dans le
thorax est le reflet d'une HCD importante avec caespion pulmonaire plus précoce et plus
sévere. Un diagnostic tardif de HCD peut s’explquar la présence intra-thoracique
uniquement d’anses intestinales avec I'estomaata-abdominal, ce qui signe une HCD de
bon pronostit™. Ainsi, un diagnostic post-natal de HCD appara#ogié & une meilleure
survie, quelque soit le site de la HCD et a un mi@mecours a 'ECMO ou a un materiel

prothétique pour la réparation chirurgicale du défdonc un orifice de plus petite taifté)

En fait, il est fort possible que la recherche dfacteur pronostique anténatal idéal soit un
leurre! Il est facile de concevoir que la biométlian poumon, a fortiori non ventilé, n'est
pas le reflet direct de sa future capacité a astbeanatose. Cette limite ne disparaitra pas en
dépit des efforts déployés pour apprécier au miewolume pulmonaire. De plus, I'atteinte
pulmonaire de la HCD se modifie au cours de laagest avec une tendance a I'aggravation
difficilement anticipabl&®**° Toutefois, méme si I'estimation pronostique indielle doit
se satisfaire d’'une relative médiocrité, nous disps de criteres capables de définir des
niveaux de risque. Ceci permet la sélection deigogouvant retirer un bénéfice d’une prise
en charge chirurgical utera A ce jour, I'évaluation du pronostic d’'une HCD egalisée
par échographie, par la mesure du LHR o/a et l&ipogdu foie, complétée par la mesure

IRM du TFVL o/a et confirmation de la position dud.
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5. Principes de la prise en charge anténatale

L’hypoplasie pulmonaire induite par la HCD resteeguemment au-dela des
possibilités thérapeutiques offertes par les pgie la réanimation néonatale. La chirurgie
anténatale a pour objectif de réduire la mortaditeé limitant I'hnypoplasie pulmonaire et

'HTAP.

L’approche initiale mimait la chirurgie néonatalkecensistait a replacer les viscéres
herniés dans I'abdomen et a suturer le diaphragmeoars d’'une laparotomie maternelle
avec extériorisation du foetus par hystérotdihid.es résultats se sont montrés décevants en
raison de la survenue quasi systématique d’accouehis tres prématurés (rupture des
membranes, inefficacité de la tocolyse) dans uraid#lsuffisant pour permettre une
récupération pulmonaire significatiVé De plus, la réduction intra-abdominale du foie se
compliquait frequemment d’'un déces foetal attribua plicature de la veine ombilicale dans
son trajet intra-hépatiql®. Inspirées par les observations faites chez l¢asfatteints du
syndrome d’obstruction congénitale de I'axe aér{eangenital high-airway obstruction
syndrome€HAOS) qui présentent une croissance pulmonaire réggionnante, de
nombreuses études ont été menées chez I'animakgmdapin) montrant que I'OT permet

135 ot de remodeler favorablement la vasculature

de corriger I'hypoplasie pulmonair
pulmonairé®. L'OT permet une accumulation de liquide intraspaohaire contenu dans les
bronches, sécrété par I'épithélium respiratoirenetmalement évacué en direction du

carrefour aérodigestif. Cette accumulation stinhellééveloppement pulmonaire.

Les modéles chirugicaux de HCD les plus souverlisééis en expérimentation

animale sont les foetus murins, ovins ou lapinsmiogléle lapin a pour avantage son faible
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colt, sa taille (plus petit gu’'un mouton, mais difle suffisante pour réaliser facilement les
chirurgies d’'OT ou de HCD), des portées nombreesese période de gestation courte (32
jours pour la lapine contre 145 jours pour la kskbill a été validé sur le plan

e et sur le plan fonctionnéP*** Le développement pulmonaire du lapin

histologiqu
présente les mémes phases que celui de I'hdffiitiigure 22) avec une naissance au stade

alvéolairé®®.

L’expérimentation animale nous a appris que lauchie in utero de correction de
HCD doit étre réalisée a la fin de la phase cankiee ou au début de la phase sacculaire du
développement pulmonaire soit aux alentours de ®S& chez 'lhommE”!*! Un essai
actuellement en cours étudie I'intérét d’'une Odsghrdive, entre 30 SA et 32 SA et 6 jours)
dans les formes modérées (LHR o/a entre 25 et 3bUHR o/a entre 36 et 45% avec hernie
du foie)*. L'expérimentation animale a permis d’'observer gue les poumons de fcetus
porteurs de HCD, immatures a terme avec peu adidgéet des septa épais, I'OT feetale
augmente, de maniére significative, le rapport p@dimonaire/poids corpordlifg to body
weight ratioLBWR) et le nombre d’espaces alvéolaires, entraine maturation de la
vascularisation pulmonaire, mais accentue le défiticellules alvéolaires, les Pll, ayant pour
conséquence une diminution de la production deastamit****> Cet effet délétére de 'OT
peut étre partiellement corrigé par une désocatusiachéale avant la naissance (séquence
plug-unplug) et/ou 'administration de stéroides peu avamdssanct’. Ces deux thérapies

demandent de pouvoir anticiper la naissance.
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Des lors, plusieurs techniques d’OT ont été tentdasabord chirurgical de la trachée
a été initialement réalisé avec les problemes eiéra la nécessité d’'une hystérotomie, puis
le geste a été réalisé par endoscopie. La chirfogiale s’est d’abord contentée de la simple
pose d'un clip, mais cette méthode a été abandoamassociée a une prématurité importante
et & des Iésions importantes de la trachée etatéslaryngé® 4
En 2004, le groupe « FETO task group » a étudi@leté une technique d’OT par la mise en
place d'un ballonnet intra-trachéal gonflable awrsod’'une procédure foetoscopique
percutanée (un seul trocard de 3.3 Mf(figure 23). Idéalement le ballonnet est mis ecel
aux alentours de 28 SA, soit a la fin de la péricaigaliculaire du développement pulmonaire,

et est retiré a 34 SA de maniére a réduire lessafi@étéres sur la maturation pulmonaire.

La désocclusion trachéala utero peut étre effectuée préférentiellement par voie
foetoscopique (50-67%) ou par une ponction échdégii(19-21% des cas) en fonction de
I'accessibilité. En cas de mise en travail, leaittiu ballon doit étre éffectué en urgence dans
28% des cas, soit par une procédure EXIT (11-21%6cds), soit par une désocclusion par
laryngo-trachéoscopie péripartale (1-7%) en urggmeeent s'avérer nécessaffe® (figure
24). Cette derniére procédure peut s’avérer tréiquese avec un risque important d’hypoxie
et de déces en dépitdu recours a des intervengnésimentés. L'accouchement est possible
par voie vaginale puisqu’il n'y a pas d’hystérotenait I'accueil pédiatrique se fait dans les

conditions habituelles.
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Une étude réalisée sur 7 ans avec 210 procédufeE™e sur des feetus présentant une HCD
sévere (foie hernié et LHR o/a < 27-28%)montrait que le traitement anténatal permettait
une amélioration du taux de survie de 24% a 49%asrde HCD gauche et de 0% a 35% en
cas de HCD droite (tableau 4). La complication gipale était la rupture prématurée des
membranes. Elle survenait dans les 3 semainesrgué/geste pour 17% des foetus opérés et
dépendait de la durée opératoire. Le terme moyat@ouchement aprés FETO était de 34 a
35 SAILISZ g gdlevait avec I'expérience de I'opératélir Les facteurs prédictifs de
morbi-mortalité post-natale étaient la prématdit&’ la durée de 'O et le délai entre le
retrait du ballon d’occlusion et la naissance (3¥%hLes effets secondaires rapportés étaient
essentiellement liés & une augmentation du dianétohéal pouvant étre assimilée a une

trachéomégalig® sans manifestation clinique, en dehors d’'une toliffort'>*,

Une étude récent® portait sur 'OT précoce (22-24 SA) dans les fosnséveres (LHR

0/a<0,17 et foie en intra-thoracique) en compafarblution de 8 foetus ayant eu une OT
précoce a 9 foetus avec OT plus tardive et 10 tésndille permettrait une amélioration de la
survie de 0% a 62% avec une diminution de 'HTAIRs @ésultats sont a confirmer par une

étude randomisée.

De nombreuses recherches ont porté sur une agppharmacologique de la prise en
charge anténatale de la HCD pour traiter 'hnypdpldd8mmaturité et I'hypertension artérielle
pulmonaires. L’administration était soit maternelieec un passage transplacentaire soit
directement au foetus, en intra-trachéal, dans @mentemps opératoire que I'OT.

La corticothérapie anténatale dans le modele de #@ite par I'administration de nitrofene
chez la rate gestante entrainait une augmentadda groduction de surfactant, améliorait la

compliance et le développement pulmonaires et aitjisar les parametres histologiques de
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I'HTAP'® Un essai randomisé chez I'humain n’a pas pu démod’intérét a la réalisation
systématique d’'une corticothérapie en cas de HCDedrors du contexte particulier de la
prématurité®’.

L’administration maternelle de Sildenafil, étudie le modéle nitroférie® et sur un modéle
chirugical lapif®®, semblait agir sur la vascularisation pulmonaire @méliorant les
parameétres liés a I'HTAP.

L’administration maternelle de simvastatine dansnkedéle nitroféne pourrait améliorer la
vascularisation pulmonaire et agir sur 'HTAP

L'utilisation de la vitamine A dans le modeéle nigrne a largement démontré son efficacité
sur le développement du diaphragme et du poumors Malimitation importante de ce
modeéle pour I'étude de cette thérapeutique estidadirecte du nitrofene sur la voie des
rétinoides qui entraine une inhibition de la systhéle 'AR. Les effets de I'administration
maternelle de vitamine A ont été étudiés sur deadétes chirurgicaux de HCD, le lapin et le
mouton. Dans le modéle ovin, il était retrouvé anelioration de la morphologie pulmonaire
évaluée par I'épaisseur des parois septales etllia des alvéoles, ainsi qu'une amélioration
de la fonction pulmonaifté’. L’étude menée par Gallet al. sur le modéle lapin montrait une
normalisation de la production de surfactant eladgistribution des pneumocytés Aucune
étude n’a été menée chez 'homme.

Des thérapeutiques ont été étudiées en complémenta dréalisation d’'une OT : les
corticoticostéroides en injection matern®llet les cellules souches en intra-tractféal
L’administration de corticoides en anténatal amélidla fonction respiratoire chez le faetus
ovin'®. L'injection intra-tracheale de cellules soucheszle foetus HCD de lapin semblait
avoir un effet bénéfique sur la paroi des brondsokerminales, sans effet sur la

vascularisation pulmonait&.
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6. Principes de la prise en charge périnatale de IB HC

Les objectifs de la prise en charge médicale sassdrer une oxygénation tissulaire et la
décarboxylation tout en minimisant le baro-volotratisme du poumon, d’assurer une
fonction circulatoire adéquate en limitant les capgences de 'HTAP et de prévenir la
morbidité respiratoire et digestit/a

Les principes de cette prise en charge sont Batibn d’'une ventilation douce avec
hypercapnie permissive et une réparation chirulgiddférée apres stabilisation. Le recours a
l'utilisation d’oxyde nitriqgue inhalé (iNO), a laewtilation a oscillations haute fréquence
(OHF) et a 'ECMO est parfois nécessaire.

Le premier geste a assurer en salle de naissaricginbsbation endotrachéale du
nouveau-né. La ventilation au masque est proschitefait du risque de distension des
structures digestives herniées (estomac, intespiaivant compromettre la fonction
respiratoire. La mise en place d’'une sonde nasogastest également recommandée afin
d’affaisser 'estomac. L’administration systématqde surfactant n'améliore pas le devenir
de ces enfants et n'est pas recommandée. L'utilisate prostaglandines afin d’éviter la
fermeture du canal artériel peut étre utile poonitér le risque de défaillance du ventricule
droit'®.

Comme le risque de barotraumatisme au cours deefdilation mécanique de
poumons hypoplasiques est élevé, I'évolution desiques s’est progressivement faite vers
des stratégies réduisant ce risque en favorisargréilation spontanée ou avec une pression
positive maximale de 24 cmH20 avec hypercapnie {gsime permettant une réduction de la

mortalité et de la morbidité respiratdita*®®
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Le recours a I'OHF, afin d’obtenir une alcaloseprestoire, a parfois été proposé,
mais des travaux ont montré que I'OHF était respblesde Iésions de baro-volotraumatisme
telles que le pneumothorax et la D8P

Actuellement, le recours au iINO est recommandée tb® enfants porteurs d’'une
HTAP persistant®®, mais son intérét en cas de HCD n’est pas démi6htliéne diminue pas
le risque de décés ou le recours & I'ECKFO

L’'ECMO est une technique de circulation extra-coglie permettant de pallier la
défaillance respiratoire (équivalent de poumorfieigi) en assurant une oxygénation et une
décarboxylation adéquates tout en limitant le hamotraumatisme du poumon. Elle est
indiguée lorsque I'hypoxémie persiste malgré urisepen charge médicale optimale. Pour
étre utilisée, les enfants doivent avoir un agdagiemnel supérieur a 34 SA et un poids de
naissance supérieur a 2 kg. Les chances de surés Busage de 'ECMO en situation de
HDC sont de 20-50% c’est-a-dire les plus faiblestalges les situations ou 'lECMO est
utilisée (inhalation méconiale, sepsis, défaillanaspiratoire d'autre origin®f. La
réalisation d’'une EXIT-ECMO n’a d’influence ni siarsurvie ni sur la morbidité’.

La réparation chirurgicale est envisagée apresntibte de la stabilité clinique.
Jusqu’aux années 1980, la chirurgie réparatricéaddCD était pratiquée en urgence. La
revue de la Cochrane Database comparant la cheringmédiate (< 24 heures) versus
retardée (> 24 heures) ne retrouvait pas de diféérasignificativé’”. La chirurgie différée a
'avantage de permettre la recherche de malformatiassociées, d'obtenir une stabilité
hémodynamique et respiratoire et ainsi de réaligechirurgie dans un environnement
optimal. Elle est habituellement réalisée a 24ht-patal par laparotomie avec une incision
sous-costale. Aprés réintégration abdominale deséxés herniés, les berges de l'orifice
diaphragmatique sont suturées. Une autre altemadst la laparoscopie si la stabilité

hémodynamique et pulmonaire de I'enfant le pertdatrisque accru de récidive de HCD est
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associé a cette technidife En cas d’orifice de grande taille, un patch deémel synthétique
ou un lambeau musculaire aide a combler la perteutbstance. Le résultat chirurgical est
contrélé par une radiographie thoracifue

Le « CDH EURO Consortium » a repris I'ensemble ég principes et a proposé en 2015
une standardisation de la prise en charge posthdtadl rappelait que la sévérité de la HCD
doit étre évaluée par une équipe multidisciplinasg@érimentée aprés considération des
facteurs pronostiques anténatals (LHR o/a, positthn foie, association a d’autres
malformations congénitales ou syndrome, étude chsomique et génétique). Il préconisait
de réaliser une corticothérapie anténatale seuleraencas de risque d’accouchement
prématuré avant 34 SA, de programmer I'accouchea88t SA dans un centre hospitalier de
type Il disposant d’une équipe de chirugie pédiat. || recommandait une intubation en
salle de naissance, sans administration de sumfacligstématique. En cas de facteurs
anténatals de bon pronostic (LHR o/a > 50% et foiea-abdominal), il rappelait que la
ventilation spontanée est possible. La ventilatimécanique conventionnelle est la stratégie
initiale optimale. Il préconisait de réaliser uneh@cardiographie dans les 24 premiéeres
heures. Des mensurations diminuées de l'artere gndire droite et du ventricule gauche en

cours de diastole pourraient étre évocateurs d'angstic plus sombté".
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Partie Il : La vitamine A et les rétinoides

1. Généralités

Les rétinoides sont une famille d’isoprénoides aemant le rétinol (vitamine A) et
tous les dérivés biologiques et synthétiques appesells possédent un spectre d’action trés
large au sein de processus aussi divers que léoggeenent et la croissance embryonnaire, la
vision ou la reproductidh en agissant sur I'organogénése, I'homéostasietidsss, la
prolifération et la différentiation cellulaire ainque sur I'apoptose (figure 25). L’apport
indispensable de la vitamine A pour la vie de ludu adulte et pour le développement
embryonnaire a été mis en évidence dés les an886s far Hal¥’. Durant 'embryogénése,
'apport de vitamine A nécessite une fine régulation déficit entrainerait des malformations
séveéres dans quasiment tous les ordan®set une hypervitaminose aurait des effets

tératogeénes 180

1.1. Définition et propriétés chimiques des rétinoides

Le terme vitamine A désigne tous les composés dassdactivité biologique du rétinol
(figure 26) L'AR est la principale forme biologiquement actides rétinoides. Il existe deux

stéréoisomeres, B-cis-AR et letout-transAR.

La structure générale de base du rétinotestposée d’un cyclg-ionone hydrophobique
contenant un groupe polaire a son extrémité. Lespart de la vitamine A, liposoluble,
nécessite l'intervention de nombreuses protéineepses pour assurer son passage a travers

les phases hydrophiles telles que le plasma diglgéges intra- et extracellulaires.
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L’AR se lie a des récepteurs intranucléaires, letirRic Acid Receptors (RAR) et les
Retinoid X Receptors (RXR), capables de s’hétérédwar et d'interagir avec l'acide
désoxyribonucléique (ADN) au niveau d’éléments égonse spécifiques, les Retinoic Acid
Responsive Elements (RARE). Ce complexe ligandptéces agit comme activateur des

facteurs de transcription pour plus de 500 gérgedi".

1.2. Métabolisme de la vitamine A

Aucune espéce animale ne possede la capacité theéiger la vitamine Ale novo Les
plantes et certains micro-organismes tels quedeghes, les algues et les champignons sont
capables de synthétiser des caroténoides, pigmesgensables des couleurs (jaune, orange,
rouge) de nombreux fruits et légumes. La plupartelex-ci peuvent étre absorbés et stockés
par les animaux, comme la lutéine et la zéaxanttiares I'ceil humain, I@-carotene dans le
corps jaune bovin et I'ceuf de poulet. Les animaauvent les métaboliser en forme
biologiquement active telle que les rétinoides.sfifes végétaux contiennent essentiellement
des caroténes précurseurs du rétinol et les alsnéorigine animale, notamment le foie,
contiennent du rétinol et des rétinyl esters (RE).

Les caroténoides prorétinoides, comme fearotene, sont transportés dans les
entérocytes. Puis [g-carotene est soit transformé en rétinal (ou ritéteyde) et se lie a sa
protéine de transport intracellulaire, soit incagsans modification dans les chylomicrons.
Le rétinal produit a partir dé-carotene est réduit en rétinol par une rétinalicése.

Le clivage symétrique duB-caroténe donne deux molécules de rétinaldéhyde. Le
rétinaldéhyde peut soit étre oxydé en AR, soit &dhiit en rétinol qui sera converti en RE,
forme de stockage de la vitamine A dans les tidaugvo, 95% des rétinoides provient fu

carotene.
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Les RE d'origine alimentaire sont hydrolysés emaédtsoit dans la lumiére de l'intestin, soit
au niveau du pdle apicale des entérocytes. Leotétnl'intérieur des entérocytes, quel que
soit son origine, se lie @ CRBPII (Cellular RetiBahding Protein) et est estérifié en RE. Les
RE ainsi obtenus sont transportés avec la graibserdaire et le cholestérol dans les
chylomicrons, qui sont sécrétées dans le systemgpHgtique. Les RE sont stockées
principalement dans le foie, mais aussi, en périogiale, dans d’autres organes tels que le
rein, le poumon ou le placefnta Une fois transférés dans les hépatocytes, lessGriE
hydrolysés a nouveau en rétinol. Ce dernier edt tsansféré vers les cellules stellaires
hépatiques pour étre ré-estérifié et stocke, smitésé dans le sang, lié & sa protéine de
transport, la Retinol Binding Protein (RB®)pour plus de 90% du rétinol plasmatique total.
La principale fonction de la RBP est de mobilises téserves de rétinoides hépatiques et de
transporter le rétinol dans les tissus périphég§td®™ ou a I'embryon en cours de
grossess&® Les taux sanguins du complexe RBP-rétinol cheilemains et les animaux
sont finement régulés et maintenus stables, maiBoldisponibilité et la bioconversion du
rétinol et des caroténoides sont trés influencéms de nombreux facteurs tels que la
dénutrition protéino-énergétique, la carence en,Zanconsommation de graisses, l'alcool, les
infections et le degré de transformation des ptsdlimentaires.

Le complexe RBP-rétinol ainsi transporté dans legspeut alors se fixer sur des cellules
cibles porteuses d'un récepteur membranaire a 1B, RB STRA6 (Stimulated by Retinoic
Acid 6). Cette grande protéine de membrane locabisk&a surface des cellules a, entre autres,
pour fonctions la reconnaissance du complexe RBRetéet son transport a l'intérieur de la
cellule'®’. Elle agit ainsi sur la régulation du flux de néli dans la cellule. Son expression est

diminuée dans les tissus dont le contenu en réiisadst élevé, comme la peau ou le'fdie
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Dans les cellules, le rétinol est ensuite soit @éxgd rétinal puis en sa forme active, 'AR, soit
stocké sous forme de RE. Un tel stockage extratigggade RE peut s’avérer crucial pour les

organes ayant besoin de quantités importantesideides pour leur développement.

2. Le métabolisme cellulaire de la vitamine A

La vitamine A exerce son activité intracellulairargde biais de métabolites oxydés du
rétinol, le rétinal et I'AR (figure 27%°

Du fait de leur propriété hydrophobe, le rétinelrétinal et 'AR ne peuvent pas circuler
librement dans le cytoplasme. Le rétinol et len@tisont pris en charge par des protéines de
transport, les Cellular Retinol Binding ProteindR@P)°. Aprés liaison aux CRBP, le rétinol
est soit estérifié et stocké sous forme de RE dassgouttelettes lipidiques, soit transformé
en rétinal par une premiére réaction d’oxydatiowersible. Une deuxiéme réaction
d’oxydation irréversible transforme le rétinal elR Aforme biologiguement active de la
vitamine A.

Les deux stéréoisomeres de I'AR (tdrens et 9<is) s’associent a d’autres protéines de
transport intracellulaires, les Cellular RetinoicidBinding Proteins (CRABP 1 et 2), qui vont
les conduire jusqu’au noyau de la cellule. L'ARlisea ses récepteurs nucléaires spécifiques
(RAR ou RXR). La dégradation de I'AR est ensuitsuaée par des hydroxylases appartenant

au cytochrome P450 sous famille 26 (CYP26).
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2.1 La synthese de I'acide rétinoique

La source principale de la synthése des métabaittfs des rétinoides dans les cellules
cibles est le rétinol toutans capté dans le plasma. Cependant, les lipoprot@eksaires
contenant des RE, du rétinol et des caroténoidtes, gue les RE stockés dans les gouttelettes

lipidiques des cellules cibles ou des cellulesineis peuvent contribuer a cette syntfi&se

2.1.1. Conversion du rétinol en rétinal

L’oxydation du rétinol en rétinal est réalisée s oxydoréductases. Cette super-
famille d’enzymes comprend les déshydrogénasesir@siets a chaine moyenne (MDRSs) dont
les alcool déshydrogénases (ADHS}%? les déshydrogénases/réductases & chaine courte

(SDRs) dont les rétino déshydrogénases (RoDHsgketltlo-keto réductases (AKRS).

2.1.1.1.Les alcools déshydrogénases (ADHS)

Les ADHs appartiennent a la famille des MDRs. Claesouris et chez I’'homme, tous
les genes sont localisés dans un méme cluster, ldanséme ordre et avec la méme
orientation transcriptionelté®. Cette extréme conservation de structure des gemggre que
ces ADHs ont des fonctions trés conservées clseméanmiferes. Les ADHs sont présentes

au niveau du cytosol.
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2.1.1.2.Les déshydrogénases/réductases a chaire (BDRS)

Les déshydrogénases/réductases a chaine courts) B ent oxyder le rétinol libre
comme le rétinol lié & CRBP?. Alors que les ADHs sont cytosoliques, les SDRst so
microsomales. Il existe de nombreux génes des SDRsens identifiés dans l'espece

humaine.

2.1.1.3.Les aldo-keto réductases (AKRS)

Plus récemment, les aldo-keto réductases (AKRs) é&ét définies comme un groupe
d'enzymes cytosoliques qui pourraient contribuex a&onversions oxydoréductives des

rétinoides. Plusieurs membres des AKRs ont uneitéctétinaldéhyde réductagé

2.1.2. Conversion du rétinal en acide rétinoique

Le rétinal est oxydé de maniére irréversible en p& les Rétinal Aldéhydes
Déshydrogénases (RALDHS). Elles agissent sur Inalélibre, non lié¢ a CRBP1. Elles sont
au nombre de quatre, RALDH1, -2, -3 et®4RALDH2 est la premiére enzyme exprimée au
cours du développement embryonnaire, sa fonctidndes fournir 'AR nécessaire au
développement embryonnditg Les souris KO pour ce géne présentent de grav@salies

développementales, similaires & celles décrites legseanimaux carencés en vitaming°A
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2.1.3. Les cytochromes

Le catabolisme de I'ARtout-trans est un mécanisme important pour réguler les
concentrations d’AR dans les cellules et tissugj@ieparticipe a la régulation des signaux
induits par les rétinoides. Les cytochromes spgaiiinent impliqués dans le catabolisme de
I’AR sont des hydroxylases appartenant au cytockrBd60 sous-famille 26 (CYP26). CYP26
comporte en fait trois genes (CYP26A1, B1 et CHurlactivité catalytique est semblable
mais leurs profils d'expression différent en fomctdes organé¥, ce qui suggére des roles
différents pour chacune de ces enzyitfeda région proximale en amont du promoteur du
géene de CYP26A1 contient un RARE fonctionnel ; readcription est donc inductible par
I'AR*®°. Seule CYP26BL1 est exprimée dans le poumon fGesain expression est induite par

’AR 200.

2.2.Les récepteurs nucléaires aux rétinoides

L’AR (9-cis ou tout-trang s’associe aux protéines de liaison CRABP1 et &ll(Gr
Retinoic Acid Binding Proteins) pour permettre gansport jusqu’aux récepteurs nucléaires

spécifiques régulant ainsi sa distribution darceléule.

2.2.1. Place au sein de la superfamille des récepteutéaites

Les récepteurs des rétinoides appartiennent gpkxfamille des récepteurs nucléaires
d'hormones comme les récepteurs des hormonesditénds. On distingue deux familles de
récepteurs des rétinoides : les Retinoic Acid RiecsdRARS) et les Retinoid X Receptors

(RXRsF%%%2 Les RARS peuvent étre activés par I'AR ttaRs et 'AR 9 cis, alors que les
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RXRs ne peuvent étre activés que par 'ARI® Les RARs doivent s’hétérodimériser avec
les RXRs pour interagir avec I'ADN. Les RXRs ont [zarticularité de pouvoir
s’hétérodimériser avec beaucoup d'autres récepteuckaires. Les deux familles de
récepteurs des rétinoides se composent de tréypeso, B ety codés par des genes séparés

et donnant de nombreux variants par épissage atiiern

2.2.2. Structure des récepteurs nucléaires

Ces récepteurs nucléaires possedent 5 domainesdysmmun une fonction spécifique (figure
28).

Le domaine amino-terminal contient une région ArBstvariable en taille et en
séquence. Elle possede une fonction d'activatiorladganscription indépendante de la
fixation du ligand (AF1).

Le domaine central de liaison a 'ADN (DBD : DNAmling Domain, région C) est
fortement conservé entre les membres de cette faughle. Il contient deux doigts de zinc
établissant des contacts avec des séquences iigées spécifiqgues appelées éléments de
réponse spécifiques de I'AR (RARE).

Le domaine D est une région charniére entre le dmnde liaison a 'ADN et le
domaine de liaison du ligand. Il a un rdle confatioranel.

La région carboxy-terminale (LBD : Ligand Bindingo®ain, région E et parfois F) est
nécessaire a la liaison du ligand, a I'éventueiieédisation du récepteur, a I'interaction avec
les protéines du choc thermique et a I'attache abextivateurs nucléaires (NCoAs) et des
corépresseurs (NCoRs). Le centre du LBD contienfofection d’activation 2 (AF2) dont
I'activité transcriptionnelle est ligand-dépendamtie qui est directement impliguée dans la

liaison des NCoAs et NCoRs au récept&ur
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Le domaine F est une petite région C-terminalgtigné au domaine E qui n’est pas
présente dans tous les récepteurs nucléaires @aRHERS). Sa fonction est encore mal

caractérisée mais il semble moduler I'activité AFEIAF2 des RAR (démontré pour RAR>.

2.2.3. Mécanismes d’action des récepteurs aux rétinoides

Les récepteurs nucléaires régulent la transcripties génes cibles en liant des
séquences d'ADN spécifigues nommées éléments dms€paux hormones ou Hormone
Response Element (HREs). Ces éléments sont siarés lds régions régulatrices des genes
cibles situées en amont du promoteur. Dans certaigsils se trouvent dans des séquences
enhancers situées plusieurs kilobases en amontiteud’sitiation transcriptionelle. Les
récepteurs nucléaires sont liés aux HREs mémeabsadhce de leur ligand. Cette liaison se fait
essentiellement sous la forme d’hétérodiméres &¥ER comme partenaire préférentiel.
L’hétérodimérisation avec RXR augmente fortememiffitacité de liaison a I'ADN et
I'activité transcriptionelle. Les HREs correspondanix éléments de réponse a I'AR sont
dénommeés Retinoic Acid Response Element (RARES).

La régulation de la transcription dépend de l'iattion des membres de la famille des
récepteurs nucléaires avec des classes génératesiéeules qui remplissent les fonctions de
coactivateurs (NCoAs) ou de corepresseurs (NCORsla transition d’une forme
transcriptionellement inactive a une forme actigenganifeste par une structure globale plus
compacte pour le récepteur.

Les récepteurs nucléaires peuvent aussi exercaxfides répressifs sur la transcription.
Ces effets peuvent étre dus a une concurrence lpoliaison sur I'ADN avec d’autres
transactivateurs d’activité plus intense (inhibitipassive) ou a la formation d’hétérodimeéres

transcriptionnellement inactifs. De plus, certaimdgEepteurs sont capables d’empécher la
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transcription de facon ligand-dépendante par tégpmsssion, qui implique une compétition

limitant la fixation des complexes coactivateurs.

3. Rétinoides et développement embryo-foetal

Les rétinoides sont essentiels au développementyeminire et a celui du placenta.
Synthétisé dans tous les tissus embryonnaires, I88R impliqué dans le contrble de
I'expression de nombreux géenes clés du développesatedans la formation de nombreux

#1212 poumonR?. L'embryon puis le foetus

organes (cerveau postérigur® yeux'®, coeu
sont totalement dépendants de l'organisme matexhelu passage transplacentaire pour
I'apport en rétinol. Le passage transplacentait®gmisé pour permettre un flux maximum
de rétinol de la mére vers le feetus. Le rétinoigporté dans le sang maternel par la RBP est
capté par les cellules trophoblastiques qui somtepses d'un récepteur membranaire a la
RBP. Le mécanisme principal de transfert impliqgaeRBP. Si le placenta a la capacité de
transférer le rétinol du pool maternel vers le pfustal, il est également démontré que le
rétinol peut étre stocké dans le placenta sousdaenRE par I'intermédiaire des fibroblastes
de I'axe mésenchymateux des villositésAinsi, au cours du développement embryonnaire,
’homéostasie des rétinoides peut étre conservés ks tissus malgré les variations des
concentrations maternelles. Dans des conditioagcéds de vitamine A, LRAT (Lecithin-
retinol acyltransferase), enzyme clé du stockageladevitamine A, et le cytochrome
CYP26A1 ont un rdle de régulation en agissant suratabolisme de 'AR*?** De méme

STRAG, récepteur spécifigue du complexe RBP-rétireolun rdle de régulation des

concentrations de rétinoides du fait de sa capdeitéansport bidirectionrfe?.

L’effet tératogene d’'un exces de vitamine A a é&blkeau cours des années 1950 et a été

décrit dans de nombreuses espéces animales otais,scobaye, hamster, lapin, primate.
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Chez la rate gestante, les malformations induitas/@nt correspondre a des anomalies de
fermeture du tube neural (anencéphalie, exencé&)hales fentes palatines, des anomalies
oculaires (anophtalmie, microphtalmie, aplasie fdaapiéres), des anomalies auriculaires
(anotie, hypoplasie de l'oreille moyenne), des aa@@s urinaires voire des anomalies du
comportement. Chez ’lhomme, I'exces de vitamine éétenu pour responsable de quelques
dizaines de cas de malformations congénitdle8 s'agissait de malformations cérébrales,
cardiaques, auriculaires, urétérales, squelettiquede fentes faciales. Aucune dose-seuil n'a
été mise en évidence. La période a risque malfdfrnsat limite au premier trimestre.
L’exposition aux dérivés de synthése de la vitandfin@sotrétinoine et acitrétine) expose a un

risque de malformation dans plus de 20% des casstfie la prescription concomitante et

systématique d’'une contraception efficace chefelesnes en age de procréér

La carence maternelle en rétinol est responsabis da nombreux modéles animaux
(cochon, poulet, rat, souris, lapin) de malformagiofcetales (syndrome de carence en
vitamine A) dont la fréquence peut atteindre 39%Ce syndrome peut associer une
microphtalmie voire une anophtalmie a des atteindes I'appareil cardiocirculatoire,

respiratoire (notamment HCD) et génito-urin&ire
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Partie IV : Rétinoides et HCD

La premiere preuve publiée d’'un lien entre rétiesiét HCD est venu de I'examen des
nouveaux-nés de rates gestantes carencées enngtafmi*®4? 25 & 45% des nouveau-nés
présentaient une HCD. Ce taux était diminué lordgugitamine A était introduite dans le
régime alimentaire apres la premiére moitié de lasgesse. Plus récemment, les
concentrations plasmatiques au cordon en rétin®lBR ont été retrouvées diminuées chez
les enfants avec HCB® Une association significative entre la carendenetaire en
vitamine A pendant la grossesse et le risque de ldii&2 le foetus humain a été retrouvée
(OR=7.2 pour des apports en vitamine A inférieui®0@ pg d'équivalent d’activité rétinol
(apports journaliers recommandés)) L'étude de I'ensemble de la voie de signalisaties

10
|

rétinoides par Costet al., au sein de notre équipe, a permis de retrouverdiminution de

'expression des ARNm de CRBP2 et CYP26B1 cheZAatgs présentant une HCD.

Les feetus de souris knock-out RAR et de rates gestantes exposées a du nitrofene
présentaient des anomalies comparables avec 15-@WICF*?*2 Le nitroféne est
responsable d’'une interruption de la voie des o@dies par inhibition dose-dépendante de

I'activité de RALDHZ%.

Sur un modele chirurgical animal de HCD, donc sartsrruption de la voie de
signalisation des rétinoides, I'administration d’A&ux lapines gestantes permettait de
normaliser I'expression des protéines du surfactantla différenciation des cellules
alvéolaires, soit les taux de pneumocytes | et Hismne corrigeait pas I'hypoplasie
pulmonairé. Cette constatation a permis d’évoquer 'intéréndraitement par AR au cours

de la prise en charge anténatale de la HCD afiméliarer les anomalies de différenciation
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des pneumocytes. L'administration pourrait étrdiséa par voie intra-trachéale au moment
de la mise en place du ballon d’occlusion trachéfife de potentialiser les effets de I'AR

situ.

61



ETUDES

L’acide rétinoique (AR) pourrait étre un traitememténatal adjuvant de I'OT dans la
HCD. Les travaux de Karen COSTE ont démontré l'iogtlon de perturbations de la voie de
signalisation des rétinoides dans la HE[Publication N°2). Un travail princeps de notre
equipe avait étudié les effets d’'une administratosternelle de rétinoides sur le poumon
HCD et avait mis en évidence une amélioration ddifférenciation des pneumocytes sans
effet sur la croissance pulmonaffe Il soulignait ainsi I'importance de I'OT anténketalans
le traitement de I'hypoplasie pulmonaire secondaite HCD. L'un des effets secondaires de
I'OT sur le développement pulmonaire est le dégaitcellules alvéolaires, les PII, ayant pour
conséquence une diminution de la production deastait****> Cet effet délétére de 'OT
peut étre partiellement corrigé par une désocatusiachéale avant la naissance (séquence
plug-unplug) et/ou I'administration de stéroides peu avandssance'® Mais ces deux

thérapies demandent de pouvoir anticiper la natgsan

Devant les données de la littérature et les rédsutias recherches menées par notre
eéquipe, nous avons voulu évaluer I'intérét de I'adstration intratrachéale d’AR en situation
de HCD avec OT. Une premiere phase menée sur p@asans a consisté a identifier le
véhicule le plus adapté a I'administration intrekr@ale en raison du caractere lipophile de
I'AR (Publication N°4%%* Notre étude s'est concentrée sur deux véhicutgengiels, les
liposomes et le Miglyol® (capric triclyceride), lige en ophtalmologie. Les expérimentations
ont été menées sur feetus de lapins a poumons samsHCD. Les résultats montraient que
ces deux véhicules pouvaient étre utilisés pouvmd®l'’AR en intra-trachéal et que I'apport
d’AR sur poumon sain semblait améliorer la productide surfactant. Cet effet était

significatif avec l'utilisation des liposomes.
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A la suite de ce travail, nous avons étudié lestgffle I'adjonction d’AR a I'OT sur le
poumon dans un contexte de HCD. Au vu des résuttiatsédents, nous avons utilisé les

liposomes comme véhicule de I'AR. Ce travail estrsis auprés de « Prenatal Diagnosis ».
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PUBLICATION N°1

The challenge of prenatal identification of congemal diphragmatic hernia in the context

of hydrops

Rossi Amélie, Delabaere Amélie, Delmas-Laurichésslene, Gallot Denis

Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol. 2014 Nov;182:238-
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La constatation d’'une anasarque foetale peut étpore d’entrée au diagnostic de HDC.

Différentes étiologies peuvent étre évoquées dansontexte. La compression médiastinale
par les visceres herniés peut géner le retour uriee entrainer une insuffisance cardiaque.
Une angulation anormale du foie et la constrictlgpatique par I'anneau hernaire du
diaphragme peuvent entrainer une congestion hématipar compression des veines
hépatiques. Ces mécanismes pourraient expliqguef'anesarque est plus souvent observée
dans les HDC droites. D’autres pathologies assscp®uvent étre impliquées dans la
physiopathologie de l'anasarque, comme un canatatigue anormal, une ischémie

intestinale et/ou une séquestration pulmonaire césso En théorie, I'hydrothorax peut

participer a I'hypoplasie pulmonaire, mais il n’g&s classiquement décrit comme facteur

pronostique péjoratif.

La présence de la communication entre les cauitésatique et abdominale dans la HDC
explique qu’un hydrothorax soit trés souvent agsacune ascite. Toutefois, la visualisation
du défect diaphragmatique n’est pas toujours aisée.

In uterq il peut étre proposé un drainage de I'hydrothoaiagocié ou non a la réalisation

d'une OT.

En conclusion, la présence d’'une anasarque netdapas toujours le diagnostic de

HDC. En présence de l'association d'un hydrothoetx d'une ascite, les coupoles

diaphragmatiques doivent étre suivies conscieneraest.
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LETTER TO THE EDITOR—BRIEF COMMUNICATION

@ CrossMark

The challenge of prenatal identification of
congenital diaphragmatic hernia in the context
of hydrops

Keywoords:

Congenital diaphragmabe hernia
Hydrops

ASCites

Prenatal diagnosis

Ultrasound

Dear Editors,

Although congenital diaphragmatic hernia (CDH) is relatively
common, its combination with hydrops fetalis is rare and its
prognosis is controversial. We report two cases illustrating that
prenatal detection of the diaphragmatic defect remains a challenge
in this context, Firstly, a 30 year old patient, gravida 2 para 1, obese
{BMI = 33), was referred to our center at 29 weeks of gestation
(WG) for polyhydramnios and hydrops fetalis associated with
threatened preterm labor. Ultrasound examination revealed a
deepest pocket of amniotic fluid at 15 cm, ascites and hydrothorax,
and revealed no structural anomaly and normal peak systolic blood
flow in the middle cerebral artery. Amniodrainage (3120 ml) and
ascites puncture { 182 mi) were performed. Hydrothorax puncture
failed. One day later, patient delivered and the neonate died a few

M m 2376310 GAs19s1d

minutes after birth. Karyotype and screening for infection were
normal (46 XX). Ascites puncture demonstrated no lymphocytes.
Necropsy revealed a large right-sided CDH with liver herniation
and major pulmonary hypoplasia. Secondly a 33 year old patient,
gravida 2 para 1, was referred at 18 WG for hydrops fetalis.
Ultrasound examination confirmed ascites and left pleural effusion
leading to a major right mediastinal deviation and revealed no
structural anomaly and normal peak systolic blood flow in the
middle cerebral artery, Amniocentesis was performed (metabolic
diseases screening and karyotype) and ascites puncture (20 mi)
demenstrated a lymphocytic cytology. The next day US examina-
tion confirmed disappearance of fetal effusions and demonstrated
a left-sided (DH with herniated liver and stomach, major
mediastinal shift and observed/expected lung to head ratio at
0.23 (Fig. 1). One week later, ascites and left pleural effusion
recurred and parents opted for termination of pregnancy, Necropsy
revealed a large left-sided CDH with herniation of liver and
stomach and major pulmonary hypoplasia (lung to body weight
ratio was 0.005). Cytogenetic investigations demonstrated a
8p23.1 deletion involving GATA 4 gene which has already been
described in the context of CDH.

Literature reported only a few cases with association of CDH
and hydrops (Table 1). Different etiologies of fluid effusion can be
evocated in this context. Mediastinal compression by herniated
organs can alter venous blood flow ultimately leading to low
output cardiac failure. Abnormal liver angulation and diaphrag-
matic ring constriction may cause liver congestion due to hepatic
veins kinking. This mechanism could explain the apparent higher
prevalence of fetal effusions in right-sided CDH [ 1,2]. An abnormal

I0HE Tic 0.5 Professe 18

Fig. 1. Left parasagittal view of case 2 demonstrating posterolateral diaphragmatic defect and recurrent hydrops at 19 WG,

htep:] dx dolorg! 10,1016/ Le jog rb 201 4.09.042
0301-2115/@ 2014 Hsevier Ireland Led. All rights reserved.
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Table 1
Previously published cases of CDH associated with hydrops,

n Gestational age Ultrasound signs

Prenatal intervention

MNeonatal survival

at diagnosis
Gilsanz et al. [2] 5 -3 in postnatal -2 alive
period -1 neonatal death
-33WG - Misdizgnosed as “cystic mass in the right - Thovacic drainage (36 WG) - Death after neonatal surgery
side of the chest®
-30 WG - Right hydrothorax, ascites and COH - Abstention - Neonatal death
Benacerafl and 1 -34WG - Poly hydramnios - Thoracic drainage - Neonatal surgery
Frigoletto [4] - Right CDH withdrawing ascites and - Death at 3 month
- Subcutaneous edema, ascites, hydrothor ax
right hydrothaorax
Lau et al. [3] 1 -35 WG - Left hydrothorax at 20 WG - Abstention - Alive
- Diagnosis of left CDH at 35 WG, associated - Labor induction for cardiac
with hydrothorax and ascites dilatation
Sydorak et al. [5] 15 -25 WG {average) -9 left COH, 5 associated with anomalies - 5/10: FETO -4 alive
{leading to TOP) - 1 death at day 3
-G right COH
- 1/10: hydrothorax and ascites - Alive
drainage
- 4{10: ahswention - No survivor
Van Mieghem 28 -25 WG {average) - 14 left CDH, 9 liver herniation - 15 FETO (5 with thoracic -G alive
et al [1] - 14 right CDH, 14 liver herniation drainage)
{8 cases of TOP)
- 1 thoracic drainage - Not alive
- 4 abstention -2 alive

CDH congend tal diaph ragmatic hemia/FETO fetoscopic endotracheal occlusion/TOP termination of pregnancy WG weelks of gestation

thoracic duct could also play a role in effusion as well as bowel
ischemia andfor association with pulmonary sequestration [1-
3). Theoretically, hydrothorax could participate to lung compres-
sion but it is not usually described as a poor prognosis predictor.
Survival is reported after conservative management in this context
{Table 1). Communication between pleural and peritoneal cavities
virtually reduces these two compartments to a single one, It can
therefore facilitate disseminated effusion leading to the diagnosis
of hydrops, This hypothesis is supported by the fact that pleural
effusion is usually located on the side of the diaphragmatic defect
and by disappearance of pleural effusion after ascites puncture as
illustrated by our case 2. Nevertheless, ascites puncture does not
necessarily reduce pleural effusion as observed in our case 1. This
can be explained by herniated viscera entrapped in the diaphrag-
matic defect resulting in occlusion of the communication. In-utero
treatment of effusion associated or not with a treatment of CODH by
fetoscopic endoluminal tracheal occlusion can be performed
[4,5]. Consensual guidelines are still lacking concerning the use
of these procedures in this context

In conclusion, hydrops does not necessarily facilitate the
identification of diaphragmatic defect Facing ascites and hydro-
thorax especially left-sided, sonographers should evocate CDH and
observe the diaphragmatic structure very cautiously.
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L’analyse transcriptionnelle des composants clésadeie de signalisation des rétinoides, sur
des poumons issus de foetus humains atteint de HEfetus de rates gestantes exposées au
nitroféne et de feetus lapins avec HCD chirugiced&ouvait une anomalie de la régulation
des génes CRPB2, CYP26B1 et ALDH1A2. L'étude dufipexpression de ce dernier
suggérait que la surexpression de ALDH1A2 était comeséquence de la Iésion pulmonaire
induite par la HCD. Ces résultats permettaientalecitre qu’une interruption de la voie de
signalisation des rétinoides pouvait expliquer pagtie de la pathogénie de la HCD. lIs
viennent compléter un schéma mécanistique dansli¢éaguoie de signalisation des rétinoides
peut étre perturbée par des mutations monogénétiqudtiples ou par une altération
génomique large dans les formes non-isolées de H@Delle peut étre affectée par des

modifications de I'expression génique plus disa@tans des formes isolées.
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Coste K, Beurskens LW, Blanc P, Gallot D, Delashaere A, Blan-
chon L. Tibbool IV, Labbé A, Rottier R, Sapin V. Metbolic distur-
bances of the vitnmin A pathway in human diaphmgmatic hemia. Am J
Physiol Lung Cell Mol Pinsiol 308: L147-1.157, 2015. First published
Movember 21, 2004 doi: 10.1152aplung 00008201 4.—Congenital di-
nphrmigmatic hernia (CDH) is a common life-threatening congenital
mnomaly resulting in high rotes of perinatal death and neonotal
respirptory  distress, Some of the nonisolated forms ere related o
single-pene muiations or penomic rearmungemens, but the genetics of
the isoloted forms (60/% of cases) still remains a challenging issue.
Retinoid sipnaling (RA) is crtical for both disphragm and long
development, and it has been hyvpothesized thot subtle dismptions of
this pathway could contibaote (o isolaled CIMH etiology. Here we used
time series of nommal and CDH lungs in humans. in nitrofen-exposed
rats, and in surgically indoced hemia in rabbils to perfform o system-
atic tmnscriptional analysis of the RA pathway key components, The
resulls point to CRPEP2, CY26ET, and ALDHTAZ as deregulated RA
signaling genes in homan CDH. Forhermore, the expression profile
comparisons suggesi that ALIDHTAZ overexpression is nol @ primary
event, but rather o consegquence of the CDH-indoced lung injury.
Taken together, these datn show that RA signoling disnuption is pan
of CDH pathopenesis, and also thal dysregulation of this pathwoy
should be considered organ specifically.

retipoids; metnbolism; diaphragmatic hemia; human; animal models

CORGENITAL DIAPHRAGMATIC HERNIA (CDH) is a life-threatening
birth defect with a worldwide incidence ranging from | in
2000 o | in 4.000 newboms. The protrusion of abdominal
viscera inlo. the chest through the diaphragm defect is associ-
ated with the pulmonary hypoplasia and pulmonary hyperten-
sion that mainly account for the high mortality and morbidity
rates (20). CDH occurs as either an isolated congenital anom-
aly or as a nonisolated defect (also called complex or syn-
dromic CDH). A small subset of nonisolaied CDH is recog-
nized as composed of Mendelian disorders caused by single-
gene mutations or recurrent genomic rearrangements (3). By
conirast, most isolaled CDH cases are sporadic and thought 1o
stem from multifactorial inheritance. Despite recent genome-
wide screenings (3, 42), the genelic alteralions that contribuiz
to isolated CDH are still poorly wnderstood. Another relevant
approach in such situations is 1o perform functional analyses on
candidate genes or signaling. Among these candidates, retinoid
signaling dysregulation appears (o be a recurrent theme in both
animal models and human sporadic or inherited cases of

* ¥ Cosie and L. W. 1. E Benrskens contrituied equally o s work.
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nonisolated CDH. Through the canonical RA signaling path-
way, retinol (Rol) is converled into retinal (Ral) by several
enzymes [alcohol dehydrogenases (ADH), shori-chain de-
hydrogenase reductase (DHRS), and retinol dehydrogenase
(RDH])] and into the active component retinoic acid (RA) by
aldehyde dehydrogenases (ALDH), of which ALDHIAZ, also
known as retinaldehyde dehydrogenase 2 (RALDHZ2), is the
main one during development (Fig. 1) (30). The two main
isoforms of RA (all-frans and 9-cis RA) are the ligands for the
nuclear retinoic acid receptors (RARS) and retinoid X receplors
(RXHs), acting in heterodimeric combinations to regulate the
tramscription of larpel genes containing RA response elements
(RARE) {(Fig. 1) (24). RA is degraded by members of the
cytochrome P430 family: CYP26A1, CYP26R1, and CYP26C]
(39}, Intracellular retinoids are bound to specific proteins: cellular
redinol-hinding profeins (CREPI and CRBP2) and cellular ret-
noic acid binding proteins (CRABPI and CRABP2). A balance
between RA synthesis and degradation determines the intracellu-
lar RA concentration.

The possibility that the dismuption of any of these multiple
steps could be involved in isolated CDH is the “retinoid
hypothesis.” This hypothesis has been extensively reviewed
over the past decade (4. 12, 13, 17, 23, 41) and is strongly
supported by several lines of evidence.

Iy Fetuses exposed o maternal vitamin A deficient diet
(VAD) display CDH (31%) and pulmonary hypoplasia (45%)
(44). This phenotype is presenl in 100% of the fetuses if the
deficiency concerns RA (37} In both VAD and teratopenic BA
madels, COH incidence is reduced by vitamin A intake or
reintroduction (1, 29, 31, 40, 44).

2} The phenctype of the RAR alphwbeta knockout mice
recapitulates most of the lung defects observed in VAD animal
models {6, 26).

31 RA-induced genes (such as Gatad and Coup-iIl) are
exprezsed in the plearoperitoneal folds (7). and pharmaco-
logical ALDHIAZ inhibition results in posterolateral dia-
phragm defect {27). In the prospective lung mesoderm, RA
signaling provides a Fgfl0-inductive signal through TgfBgl
repression (8).

4 In human nosisolated CDH, chromosomal rearrange-
ments containing RA palhway-relaied genes have been re-
ported (12, 36). Mutations in RA pathway genes have also been
identified in Mendelian conditions featuring CDIH. This is
especially the case for Matthew-Wood syndrome (MIM no.
601186), in which STRAG, a gene coding the reinol binding
protein receptor, is mutated (11, 32). Recently, mutations in
LRPZ have also been shown o cause Donnai-Barrow syn-
drome (MIM no. 222448). LRP2 encodes the maoltiligand
receptor megalin, Refinol binding protein (RBP) is known (o
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AKRII
AKRIBID

.

Fig. 1. Overview of the retinoid signaling (RA) signafing pathway. Through 2 multistep cytosclic process, plasmatic retined and B-caroiene are convered int
retnaldelyde nnd finafly inlo retinoic acid. Retinof can be stored as retinyl ester. RA is ransferred down to the nucleus where it binds 0 BA recepor dimers
(RAR/RXH} and acis of short DNA sequences (RA response elements) o activade the tmnscription of penes. Alternatively., intracellolar RA can be
catnbolized through the cytochrome P-450 pattreay. AKR1B] and AKR1B 10, aldo-kelo redoctase 1B and 1B ADHS and ADH4, alcobd dehvdropenase 3
and 4; ALDHIAL ALDHIAZ, and ALDHIAZ, aldehyde dehydrogenase | family, member Al o A3 {also known as RALDH]-3) ALDHEAL aldebvde
dehydropenase 8 family. member A1 {also known as RATDH4Y, b-cin, f-cartene; BCMOL, B-carofens 15,15'-monoonyeenase 1; BCO2, B-camitene oy genase
2; CRARPI sod CRABPFZ. cefhglar RA binding profein 1 and 2; CREP] and CREP2. cellslar retined binding protein 1 and 2; CYP26AL CYP26ERT, nnd
CYP26CI, cytochrome P450 Al BL, and C1; DGAT, dincyiglycerol acyl trensferase; DHESS ond DHRS0, short-chain dehydropenase saduciase 4 ond O
LRAT, becithin retinol acylirmnsfernse; RA, retinoic ooid; Ral. retinaddehyde; RAR, retinoic acid recepior; RARE, retinoic acid response element: REPY, retinol
binding protein 4; RDH10. refinod dehvdmogenase 10 (0ll-treas); RE, retiny] esters; REH, retiny] ester hydrolass; Rol. retinol: RXR, rotinoid X receptor; STRA

f, stimol=ted by retinoic acéd &

be one of the megalin ligands, and megalin deficient patients
have increased RBP urine spillage (14}

5) Finally, CDH has been demonstrated to be stronglv
associsted with low retinol and RBP levels in pewborns,
independently of maternal retinol status (2, 22).

Even with all this attractive evidence of RA signaling
involvemenl in nonisolated COH, the mole of this pathway in
the isolated forms remains elusive. One possibility is that at
least a swbset of cases is promoted by low vitamin A intake.
Retrospective questionnaires about maternal periconceptional
aulrient intakes yields conflicting results (43). In the develop-
ing world. where vitamin A infake could be expected to be low,
CDH is not reported to occur at higher rales (43). However,
lack of birth defect registies may cause CDH incidence to be
underestimated. Another possibility is that the RA pathway is
intrinsically affected by subile functional defects of one or more
signaling components. Previously, a temporal and spatial expres-
sion study of the nuclear receplor genes RAR (oufoy) and RXR
(onf.y) fadled to demonstrate any difference between human CDOH
lungs, hypoplastic lungs dug to other cavses, and normal longs
(33). Here we extended this first ling of analysis using transcrip-
ticnal screening from the retinol binding protein receplor gene
(STRAG) to the downstream actors of the RA pathway throughout

the lung development. Comparing different conditions (human
norml lungs, human CDH lungs, wild-type and nitrofen-exposed
langs in the rat, and wild-tvpe and hernia-injured Iungs in the
rabbilh, we show that RA sipnaling is affected by several tran-
scriptional alterations in human CDH, of which ALDHTAZ over-
expression is probably the most striking. The results from the
rabbit CDH surgical model suggest (hat this dysrepulation may be
secondary o the lung injury process.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals. All-frams retinol, wll-froey RA (ATRA) and dimethy lsulf-
oxide (IIMSO) were purchased from Sigma-Aldrich (Ssint-{juentin-
Fallavier, Francel, colture medium and additives from Invitrogen
{Cergy-Ponioise. France), pnd the tmnsfection reagent Genelzmmer
from Strategene {Amsterdam, The Netherdands).

Human i{iszue collection. With the approval of the Erasmus MC
Medical Ethical Committes and the informed consent of the parents.
human fung sempies were obtained from the tisspe bank of the
Depariment of Pathology, Erasmos MC (Rotterdam). The selected
lung lissues were collected afier elective termination of pregnancy or
at nuiopsy. The characterstics of the nine CDH patients are reporied
in Table I. Lung tissues from B0 sigge-matched fetuses withouot
pulmanary ahnormalities were ssed as conirols (Table 1)
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Table |. Characteristics of the nine congenital diaphragmatic hernia patienis

Ciesastionnl Ape (weeks W Lung Develnpmental Stugs Hex Lang Weighi-in-Body Weight Hatin PhenctypaMsliormetions Karyotype
Neormal lnags

135 {pscodoglandular) M na na na

14 (psendozlandular) F ma na na

15 (psewdoglandular) F na na. oL

17 (psevdoglandular) M mormal Trisomy 13 47, XY, +13

175 (canalicular) M ma na oa

14 (canalicalar) F normal HLHS A6, XX

2% (canalicular) M normal na ni

285 {saccular) M normal ASD. RDS dh XY

31 {zacoulark F normil hvdrodhona 46 XX

34 {sacoular) M il EA, hydrocephales 46, XY
COH-injured lngs

11 icanalicolar) M 002 isolated CDH 16, XY

22 {canabcular) M [ 8 isclotad COH 46, XY

25 fcanalicular) M (12 na ni

3 {sacculary M 0005 PCH 16, XY

34 (sacculary M 0408 lestes and kidoey cysis 46, XY

37 {zaconlark M (005 isclated CDH 46, XY

38 i{sacculnr-alveolar) F 001 iselated CDH na

A {slveolar) M =1 Meckel' s diverdicufum 16, XY

4] {alveolar) M (L0060 isclated CDH 46, XY

ASD, aril septal defect; CDH, congenitn! diapbrzmatic hermda; EA, esophagns aresia; HLHS, hypoplastic lefl hean syndrome; nos., ot availabis: PCH,

poatocenehetlnr hypoplasia: RDS. respiriory distress syndromie.

Aminol COH indec o rabbit surgical and rat nifrofen models.
New Zenland rabbits (Charles River, 1" Arbresle, France) and pregnant
Sprogee-Dawley rots (Hortan Laboratories, Hoest, The Metherlands)
were respectively shipped ot aiay 17 and day 7 of peststion. The Ethics
Committees for Animal Experimestation of the Feculties of Medicine
it Clermoni-Ferrand and Rotierdam spproved ihe experiments (they
conformed to NIH guidelines). For rabbit spatiotemporal expression
studies. lung tissue wis collected 2l embryonic day 21 (pseadoglan-
dular stage), day 26 (canaliculor stage), dov 28 (saccolar siage} and
dav 31 {alveolar stage). Diaphragmatic hernin was crealed by surgery
at embryonic day. 23 {psesdoglandular stage), and lungs were col-
lected et embryonic day 29 {saccular siage} as previously described (9,
1. For the teralogenic model, mis received 100 mg of nitmfen o
embryonic day # as previously deseribed (33).

Alveolar epithelial cell line AF4% culture and treatment. The AS49
cell line, porchased from the American Tissue Culture Collection
(LGC Standari, Maolsheim, Franoe), wis treated with ATRA (Sipma-
Aldrich) in DMSC (vehicle) or with DMSO alone for 6, 12, 24, and
48 h. Cells wene tansfected wsing Genelammer with | jpg of reporier
DR5--CAT plasmid and 1 pp of cytomegalovims (CMV)-heta-
calpctosidase vector serving as internal control to normalize vanations
in trapsfection efficiency. The CAT measurements were performed as
previously described (23).

ANA extraction amd RT-PCR experiments, TRIzol (Invitrogen)
reagent was used to extract tola]l RNA from all samples and from the
AS540 gell fine. Complementary DMNA (cDMNA) was oenerated using
Superscript 11 First-Strand Synthesis System (Invitrogen). Specific
oligonucleatide primers were originally generated using the web
progrem Primer3 and PerlPrimer (Table 2 and Ref 23 for hyman
RARs and RXRs pnmers). PCR nmplification was camied oul in o
DMA-Engine PTC-200 (Bio-Rad, Mame-la-Coguette, Frunce). Only
high-gquality RMNA samples (RNA iniegrty nomber less than or equal
to 9 on a scale up o 10} checked wsing Bioanalyrer (Agilent) were
inchded in the analysis

Real-time guaatitative PCR assayy. Real-time PCR was performed
by wsing Lightcycler Syber Green lechnology {Roche Dingnostics,
Meylan, France) and by using the same conples of primers ond cDNA
generation &s descnbed above. All the experimentsl sieps followed the
MIQE guidelines {5) (uantitative datn were comected for three
housekesping genes: RPLPO. 185 rANA, and B-acrin.

ALDHIAY impnchistochemistry  probecel. Sections of normel
human lungs, wild-type rabbit lungs, and rabhit CDH longs were
stained by incubation with amti-ALTDHEAZ rabbit polyclonal primoery
antibody [ALDHIAZ (N-20): 5c-22591; Santn Crur Biotechnology |
diluted 1:200 in PBS (Tebu, Le Pesray-en-Yvelines. France). The
samples were then examined, after Hoechst muclesar counterstaining,
under a Feiss Axiophot microscope.

ALDHIA2 Western blonting prodocol. The extracts of total proieins
were londed {40 pgflane) and separated on SDS-PAGE gel, and
incebated overnight with poat anti-ALDHEAZ antibody (sc-225%1,
Santn Cruz Biotechnology) and anti-GAPDH antibody (sc-20357,
Santa Cruz Biotechnology) diluted, respectively, 1:200 and 300,
The blots were incobated with peroxidose conjogated secondary
anti-IgG antibody (Abcam) dilwled 1:5,000. Blots were stained using
a chemiluminescence procedure (ECL Plus kit Amersham), Band
quantification was then performed using Scion software.

Statistical anafysiy. Resulis are expressed as means = SD. Given
the small size of the samples, Mann-Whitney [-test or alternatively
Kruskal-Wallis one-way analysis of varance were performed io
determine significance. A P value of <0005 was considered statisti-
cally significant.

RESULTS

Expression pattern of RA signaling penes during human
Iung development. Twenty-five critical RA signaling penes
were scregned by qualitative RT-PCR at the pseudoglandular,
canalicular, and saccular stages in a series of 10 whole human
lungs (Fig. 24 and Table 1). Most of the genes were expressed
from the pseudoglandular to the saccular stages. This was the
case in parlicular for genes encoding 7) the main components
of Rol uptake and intracellular transport (STRAG, CREFPI, and
CRBPZ), 2) the Rol/p-cardtene-io-Ral converling enrymes
(ADHI, ADHY, DHR5, DHRESS, RDHIO and epimerase,
BCMOI, and BCOZ). 3) the Ral-to-Rol aldoketoreductases
(AKRIET and AKREI(H, 4) the Ral-io-RA converling enzymes
(ALDHTAT and ALDHIAZ), 3) (he cellular retinoic acid bind-
ing proteins (CRABPI and CRABFZ), o) the RA degrading
enzyme (CYP2GHL), and 7) the enzymes for storage and
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Table 2. Primers sequences wsed for PCR penes amplifications

Saquence (53}
Prodoct
Cene Forward Hewers Sime, bp
Human
Alcohol dehydrogenase 3 (ADHTY ATGAACTTCCOATTAAGATES TTTCAAGCAGTAGTIGCTICT 230
Alcohol debydropenase 4 (ALNS)Y AACCTGCOTCLOTTAATTTAT ACTTTCAACTTOCCAGAACT 231
Short chain dehydrogenase 4 (DHRSL) CAAGGCTGTTTTACTGACAT TATCCTAGTCTCCAATGLTGE 235
Short chain dehydrogennse O (DHESS) AAMACCTCAGAGAGACTTCGT TCTAGTCTCAELCAGTCAGT 149
Retined debydrogenas: 10 (RDH TG CATACTGGACGTGANCTTGT COAGGAAGCTCTTTAAGAAT 278
Epimerase (EPIM) TEAACACTGAGGACTCTATGA TTCAACTATGCTGATTTTICAC 242
Aldo-kete reductase fomily |, member | (AKRTBT) CCTEGACCTCTACCTTATIC AACTGCAGGCTTATACTICA 15
Aldo-kewe reductase family |, member 10 (AKRIBID CAACATTAACGACATTGCTG ACTICTTCCAAATCAGACGAT 233
Aldehyde dehydrogensse | family, member Al (ALDHIATY TACTCACCGATTTEAAGATT TTETCAACATCCTCCTTATC 151
Aldehyde debhydrogenase | family, member A2 (ALDHTAZY TGACTTCCAGCAACATAGAD TEEATTATAGACAGEGAACA 179
Aldehyide dehydropensse 1 family, member A3 (ALDHIAZ) ACCTCGAGGTCAAGTTCA CTGTATCCATORTCTCCAG L
Aldehyde dehydrogensse 8 family, member Al (ALDHEATH TAGATTCTTACSACCCATCA TANGETITICCCTTEETCT g |
Cytochrome P-450 family 26 subfamily A polypeptide | (CFF 20A])  AAGCTCTGGGACCTGTACT TCTAGATGAAGGCGTATTTC 143
Cyinchrome P-450 26 B (CYP 208171 ACCTCTTIGAGGTCTACCAG GCTCTCAATCGAGGAGGTC 194
Cyinchrome P-450 26 C1 (CYP 26C7) GEAGAACCTCTTCTCACTG CTIGCACTOTEAATSATTAG 1491
Lecithincretinod acyliransferase (LRAT) CTAACATCCTGGTCAATCAC TEAAGCAAGAACACTTCTCT 236
Diacylglycernl acy] tmosfemse (IMGAT) CTGCAGCATTCTTIATTCAG ATCCTTCAGGANCAGAGAAA 1M
Retinyl esters hydrodase (REH) GAGTCTTCTCCOATSTGAAGS TETTCAACTOEOTAAGAAAL 26
Celiulnr retino] binding prolein | (CREPT CATCTCACAGGCATAGATGA CTTCTICAATACTTEOTTGE 180
Celiular retinod binding protein 2 (CREPZ) ATGAAAACTTTGAGEZCTAC CAAATCCACATCATAGTTCD I55
Celfular retinoic acid binding protein | (CRARPT) ACCACTEAGATCAACTTCAA TCACTCTCGGACATARATTC 234
Cielinlar refinmic acid binding protein 2 (CRARPD) CAATTGCTCAMGTOLTS CTGCTCACAGACCATTTTAT 243
Stimulated by retincic acid & (STRAS) GEATTCCTGAGCCTTIGETA TAGCTGAAAGCACCAGCETTC 253
Beta-caroten 15,15 -moosoxypenase | (BCHO T ATACTAANCAMNCAGCTSENS GTTETAGETATOGCTTCTCA 218
Beta-carotens cuygenase 2 (BC02) EBTTTTTEAACGTTTCATETC ACCCEAATAACOTTATAGGA 243
Ribosomal prodein, farze. PO (RPLPO) AGGCTTTAGETATCACCACT GCAGAGTTICCTOTGTRATA 219
Rahbit
Aldehyde debydrogenase | family, member A2 (ALDHIAZ} TAACAATGAATGGCAGAATT CACACAGAACCAACAGAGAA 156
Ribosomal protein, large. PO (RPLAT) GRAAGTCCAACTACTICCTT GAGGTCCTCCTTGETGAMA 256
Rat
Cellular retingl hinding protein | (CRBPT TEAACTTCACCTEEAGATEAG CTCGAGACCAAGGTTATCTE o7
Microsomal short chain debydrogenase 4 (DHRESS) GOAAATTAGAMGCCTAGEOA TCTCGCCATTEATETAACTG 1]
Aldehyde dehydrogensse 1 family, member Al (ALDHIAT) GOTAGTETGEETTAACTEST TTGCAGACATCTTGAATOCAL i
Aldetyde dehydrogensse | family, member A2 (ALDHTAZ} ATGEETEAGTTTEECTTACG AAGCAGECCTEETEATAGET 134
Aldehyde dehydrogenase | family, member A3 (ALDITAZY TCEAGACTGEGAATAAGEAA AGAACACEOTCGGETTTEATE a0
Cytoctrome P-450 family 24 subfamily A polvpeptide | (C¥P 20A])  ACCCTTCGATTGAATCCTIOC ATCTGETAACCETTCAGOTE i
Cyinchrome P-450 26 BL (CYP 2087} AGACCTECAAGCTECCTATC CGOCCCAGTAAGTETGTLTT 145
Lecithincretinod acyltransfersse (LRAT) CAGGCTEAGAMGTTTCAEGA GATGCCAGGCCTSTGTAGAT 11
Ribosomal prolein 518 (RPELE) AAGTATAGCCAGGTTCTEGEC COCAAACACTCATTECTICTTIGE 189

hydrolysis of retinyl esters (DGAT and REH). Consistent with
animal models, this resull suggests that RA pathways play a
critical role throughout lung development in humans. By con-
frast, ALDHTAZ and ALDHSAT expression was found to be
restricted to the canalicular stage, whereas CYP26AIL,
CYFP2G6CI, and LRAT were not expressed. Pooling the 10
human lung samples and matching the results with positive
controls, we confirmed that CYF26AI. CYP26CI, and LRAT
were not expressed in human fetal lungs (Fig. 28). Since the
endodermal and mesodermal compartments were not discrim-
inated by this whole lung screening. we also performed qual-
itative. RT-PCR on the human alveclor epithelial cell line
AS545. The same expression pattern was found for all the genes
(Fig. 24). To further analyze the functional significance of this
metabolic expression pattern, we performed an RA-dependent
CAT pene reporier assay in AS49 cells. After 24-h incubation
with 1 pmold of retinol or RA, we observed, respectively, a
24-fold (P < 0.05) and 4.1-fold (P << D.05) induction of CAT
expression (Fig, 2C), demonstrating that the RA signaling gene
expression patiern in this lung epithelial cell ling is consistent
with the metabolic activity of the pathway,

Changes in RA signaling gene expression in human CDH
lungs, Next we examined the expression levels of the above
RA signaling genes in human CDH-injured lungs. The 9
samples originated mainly from isolated CDH (n = 6) or
alternatively from nonisolated CDH (n = 3), with a pestational
age ranging from 21 041 wk (Table 1). The noaisolaled CDH
did not display classical BA signaling-related malformations.
The relative expression of each gene of the panel was measured
by quantitative PCR (gPCR), and the means of human CDH
samples (7 = 9) and normal human luags (0 = 10) were
compared (Fig. 34). As described above for normal human
lumgs, LRAT, CYFP20A1. and CYP26CT were not expressed in
CDH lungs. None of the other BA signaling genes showed any
statistically significant difference of expression between CDH
and normal Jungs, apart from three striking exceptions (Fig.
34). Two genes, CREP2 and CYP2OBI, showed a complete
transcriptional extinction in CDH-injured lunps. Because both
of them were known (o be regulaled by refinoic acid levels in
other conditions, we tested their potential regulation by ATRA
in the A549 human alveolar cell line. We showed that | pmold
RA increased CYP26R] expression by the 6th howr (1.8-fold,
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P = 0.03) with highest induction fevel (5.3-fold, P = 0.019) at
the 24th hoor (Fig. 38). CREP2 was also induced by RA
treatment, but later (48 h) and o & lesser degree (2-fold, F =
0.03), with a progressive increase betwesn 6 and 48 h of
treatment (Fig. 3C). Together, these data were strongly sug-
gestive of intracellular RA depletion in human CDH lungs,
Because ALDHIAZ is mainly responsible for Ral-to-RA con-
version, such loss of CREPZ and CYP2GHT expression could
resull from a primitive decrease in ALDHTAZ transcription. On
the contrary, we found that ALDHTAZ was strongly overex-
pressed (5.9-fold, P = 0.03) in human CDH lungs (Fig. 34).
Consistent with the ALDHTAZ mRNA overexpression, the
respective protein level showed a 1.6-fold increase (F = 0LO28)
(Fig. 3, D and E}.

Pulmonary RA pathway gene expression in teratogenic and
surgical CDH modefs. To gain further insight into the RA
pathway transcriptional signature of human CDH-affecled
lungs, we performed a second round of gRT-PCR in two CDH
animal models.

First we screened the expression of RA signaling genes in
the ral nitrofen-indoced CDH model (7, 13, 31). This model
has been extensively investigated over the past decade. Nitro-
fen toxicity is now thought to act through aldehyde dehydro-
genase inhibition—mostly of ALDHIAZ—which leads to a
decrease in RA levels. Over the RA signaling gene panzl we
tested, the expression of Aldhlal and AldhTa? mRNA was not
significantly affected in nitrofen-exposed luags (Fig. 44).
Cyp2tal expression appeared o be only slightly and not
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statistically reduced, whereas Cyp2657 and Lrar mRNA levels
were halved (P = 0.05). Furthermore, Dhrsd mENA level
showed a 1.5-fold increase (P < 0.05), Together, these dala
were consistent with a pattern of intracellular RA decrease.
However, the transcription level of aldehyde dehydrogenase
genes— especially Aldhla2—remained unchanged, supporting
the view, in parallel, that the ALDHIA2 overexpression in
human CDH was not primarily promoted by a decrease in RA
levels and positive feedback.

We thus wenl on (o consider the rabbit CDH surgical model
(10). In this model, disphragmatic hernia results only from the
surgical procedure on a wild-type background. Thus no genetic
or toxic RA signaling disrmuption occurs, and any mENA level
variation in RA signaling genes is expected to be secondary to
lung CDH-related injury. The hernia was created atl day 23
(psendoglandular stage), and the QRT-PCRs were performed al
day 29 (saccular stage) on the ipsilateral lung. Crbp2 and
Cyp26h] expression levels remained unchanged. By contrast,
we detected a dramatic 10.1-fold increase (P << (.001) in
AldhiaZ transcript level (Fig. 48). This mRNA increase cor-
related with a 3.2-fold increase (P = (L029) in the ALDHIA2
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progein level (Fig. 4. C aad D). Because this induction could
result from a putalive systemic transregulatory factor. we
compared Aldh7a2 mRNA expression in brains from CDH-
affected and control rabbit fetuses. The surgical procedure did
not affect the mRNA expression of Aldhia? in brain tissues
(data nol shown). During rabbil lung development, the retin-
aldehyde dehydrogenase ALDHIAZ was found to be specif-
ically lecalized in the epithelial compariment from bronchi
down to saccoles (Fig. 5, E-G) and later down to alveoli
(Fig. 5, M-, A similar patlern was evidenced in human
fetal lungs at the saccular and alveolar stages (Fig. 5, A-D
and /-K). The surgically induced CDH in the rabbit did not
modify the site-specific ALDHIAZ localization in epithelial
cells along the airways (Fig. 5, @-T). Further quantitative
analysis of Aldhla2 mRNA level throughout the rabbit lung
development showed two bursts of expression, respectively.
at the psepdoglandular and saccular stages (Fig. 64). Com-
paring this developmental sequence with ALDHTAZ expros-
sion in human fetal lung. we observed similar timing (Fig.
68). In particular, Aldhia?2 mRENA levels appeared to be
consistently high al the saccular stage, in both rabbits and
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humans. Taken together, these data suggest that Aldhla2 is
strongly overexpressed at the saccular stage in surgically
induced CDH and human CDH.

MECUSSION

Multifactorial diseases reésull from multiple common vari-
ants with small effect sizes and environmental factors.
Unlike syndromic CDH, isolated CDH etiology in humans is
thought to arise from a complex inheritance (41). In this
case, identifying small size variants or subtle transcriptional
shifts requires huge cohorts of cases and controls, far more
than is technically feasible in congenital defects. Therefore,
by analyzing the expression of 25 genes of the candidate RA
signaling pathway in 10 human normal lungs and 9 human
CDH lungs, we expecied to detect only significant variations
of expression.
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One striking feature of this stringent ranscriptional screen-
ing was the overexpression of ALDHTAZ mRNA in human
CDH lungs, subsequently confirmed al the protein level.
ALDHIAZ is known to be the functionally most important
aldehyde dehydrogenase during mammalian development (307,
During human lung development, ALDHIAT and ALINAIAZ
transcripts were defected from the psesdoglandular to the
saccular stages, whereas ALDHTAS and ALDHEAT were ex-
pressed only al the canalicular stage. The ALDHTAZ expres-
sion levels were higher at the pseudoglandular and saccular
stages, with a maximum ai the saccular stage. Together, these
data strongly support the idea that ALDHTAZ expression is
critical along these two distinct ime windows to supply ap-
propriate inirscellular RA levels. This critical expression pal-
tern of aldehyde dehydrogenases during human lung develop-
ment raises the question of how AL IAZ is overexpressed in
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human CHD lungs. This transcriptional shift could reflect
either a molecular signature of intracellular retinoid depletion
or an intrinsic disruption of the pathway.

The former hypothesis was supponied by the dramatic ex-
tinction of CREP? and CYP26ET expression in the human
CDH lungs. Yet both of these penes are known (o be retinoid-
indoced in vivo and in vitro (29, 31, 34, 46), Furthermore, Lral
and Cyp2abT were found 1o be expressed at low levels in the
rat nitrofen model, whereas Cyp2Gal expression remains un-
affected, as previously described (31). Conversely, Dhirsd was
upregulated, These transcriptional modifications can be inler-
preted as cellular metabolic adaptations to nitrofen-indoced RA
depletion. Retinol storage and retinoic acid catabolism de-
crease, whereas the retinol-lo-retinal conversion increases Lo
overcome the intracellular A depletion. Consistent with this
picture, Lraf and Cyp26h1 expression levels are also decreased
in the mouse VAD model (34, 35). Together, these data
support the idea that CRBP2 and CYP26BT mRNA decreases
in human CDH lungs are indirect marks of RA depletion.
However, the transcriplion levels of DGAT, REH (the human
retiny] ester storage enzyme), and DHRESY remains slable.
These contrasting data spggest thal, if present, the intraceliular
RA deficiency is not a primary event. Rather, the low retinol
and REFP levels found in human newborns (2) probably induce
chronic intracellular retinol deficiency and secondory RA de-
pletion. Consistent with previous data (31). another finding
from our screening in the rat pitrofen model is that Aldhla2
expression is pol sensilive to RA decrease. Thus ALDHTAZ
oversxpression in human CDH lungs is unlikely to result from
low intracellular RA levels.

An important feature of the nitrofen model is that aldehyde
dehydrogenase inhibition impairs lung development, dias-
phragm development. or both (15, 19). RA signaling is in-
volved in both lung and diaphragm development, and it is
usually difficult (o parse oot the respeciive effects of the hernia
and the RA signal disruption on lung development. This fact is
further illustrated by the Matthew-Wood syndrome (MIM no.

601186), where lung hypoplasia can occur independently of
the disphragmatic hernia (11). Thus a critical issve in under-
standing the cause of ALDAIAZ overexpression in human
CDH lung was to study the transcriptional consequences of
diaphragmatic hernia on a wild-type background. In the light of
this concern, we ook advantage of the rabbil model (o inves-
tigate this last hypothesis. The temporal ALDRHTAZ and spalial
ALDHIAZ expression patterns were very similar during rabbit
and human lung development. In particular, ALDHTAZ showed
a burst of expression at the saccular stage both in humans and
rabbits. It has been previously proposed that this specific
sequence plays a critical role in RA-dependent alveolization
(21). But most importantly. just as in human CDH, we found
that both Aldhfa? mRNA and ALDH1AZ protein levels were
strongly increased in rabbit hernia-injured lungs. Therefore, we
concleded that ALDHIAZ overexpression in human CDH is
Jikely to be a mechanistic side effect of the hernia rather than
a constitutive disruption of the RA pathway. The retinoid
pathway repulates a wide range of cellular behaviors during
embryonic development and adult homeostasis (6. 38). OF
note, RA signaling is involved im tissue regeneration and
repair. Consistent with our findings in the rabbit CDH surgical
model, ALDHIAZ increases in the first week afier ral spinal
cord injury, suggesting that retinoid signaling is not involved in
the early phase of inflammation in vivo, bul rather promotes
{issue regeneration in subseguent phases of the inflammatory
reaction (16). Forthermore, in sito hybridization experments
showed that AldhlaZ? is strongly expressed ground the wound
at day 2 during caudal fin regeneration in zebrafish (25). Thus
we consider that the Aldhla2ALDHIAZ overexpression in
rabbit and human CDH could result from the hernia-mediated
lung injury. The hermiated organs not only redoce the fung
expansion space in the chesl, bul also compress lung tissues.
How tissue compression intrinsically impairs the lung devel-
opmental program is still woclear. Moreover, lung volume
measurements in human fetuses with CDH demonstrate that
lung volume can vary dramatically and is of major interest for
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the feial prognosis and postnatal outcome (18). Beside the
volume of the hernia and the intensity of the compression, the
iming of the compression could also modulate the fissue
injury. In the rabbit CDH surgical model, the homolateral long
experiences acule compression. Conversely, in human CDH.,
tissue compression is expected to be more progressive, and
lung hypoplasia occurs or is ageravaied concomitant to the
hernia. Although the timing and the extent of the hernia are
controlled in our surgical model, the human CDH samples we
analveed may represent heterogeneous conditions, especially
in heria severity. Therefore, determining the efiology of the
lung developmenial changes in CDH remains a critical issoe.
Comparisons can be made only if appropriate precautions are
taken, and we can only suppose from the above dizcuszion that
rabbit Aldhfa2 and human ALDHJAZ2 overexpression is related
o lung tissue injury.

In conclusion, although metabolic retinoid signaling disrup-
tion does probably not recapitalate the complete pathogenesis
of CDH, our systematic screening in 2 human CDH cohort
identified a molecolar signatore for the retinodd pathway dis-
ruption. On the one hand, CYPZORT and CREPZ downregula-
fion suggests that intracellular fetal lung levels of RA are low,
consistent with low retinol and RBEP levels found in cord fetal
blood. On the other hand, ALDHTAZ wpregolation is not
expecied o be secondary to low RA levels. Rather the CDH
rabbit model we used sugpests it could be due fo lung lssue
injury per se. Thus this study completes the overall CDH
mechanistic picture where the retinoid signaling can be pri-
marily disrupted by single-pene mutations or large genomic
allerations in the nonisolated forms, or only be affected by
subtle primary or secondary modifications in the isolated
forms. In the second case, how these modifications contribute
o lung damage requires further investigation.
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Les données de la littérature dont le travail éffé@u sein de notre équipe par Gadioal’
ont permis d’établir le réle de I'AR dans le déyglement pulmonaire et son effet possible
sur la maturation pulmonaire dans un contexte d€Hne administration maternelle d’AR
permettait d’induire I'expression de différents genmpliqgués dans la voie de signalisation
des rétinoidé> la formation d’alvéoled® et la production des protéines du surfactaviais
'AR ne permettait pas de corriger I'hypoplasie mpohaire pour laquelle il est actuellemet
proposé de réaliser une OT per fetoscopie dandoleses les plus séveres de HDC en

pratique clinique.

Au vu de I'ensemble de ces données, notre équifmila étudier la possibilité d’administrer
de I'AR directement au fcetus, au plus prés du tfisle, le poumon, en complément de I'OT,
donc en administration intra-trachéale. Afin de ymu délivrer de 'AR dans la trachée
foetale, dans le méme temps opératoire que I'O@&tait nécessaire de trouver un véhicule
pour cette molécule lipophile a instiller dans uilieu aqueux. En utilisant un modéle de
foetus lapin @ poumon sain, nous avons étudié déhicwes possibles, les liposomes et le
Miglyol®. Les liposomes sont couramment utilisésupd’administration, notamment
intraveineuse, de I'AR. Le Migly8] huile neutre, est utilisé en ophtalmologie pour
I'application de I'’AR du fait de ses capacités dmsport de molécules hydrophobes dans un
milieu aqueux. Nous avons donc comparé les effatsl'idjection intratrachéale, en
complément d’'une OT, de ces deux molécules, videsauplées a de I'AR, et de sérum
physiologique. Nous avons pu confirmer que I'OTelque soit la molécule injectée dans la
trachée, permettait d'augmenter le volume pulmeneir de modifier I'anatomie des voies
aériennes en augmentant le CRA. Il était observénquinjection intratrachéale de sérum
physiologique augmentait l'activité apoptotique. lmoduction de SP-B, protéine du

surfactant, évaluée par PCR, était diminuée lorsigugérum physiologique ou des liposomes
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seuls étaient administrés dans la trachée. Ce pi#m®n’était pas rétrouvé avec le Miglyol®
ou avec I'adjonction d’AR. Si la production de sugtiant était évaluée par compte des cellules
positives a un marquage SP-B en immunohistochiingait retrouvé une diminution en cas
d’administration de sérum physiologique et une agmation en cas d’'adjunction d’AR. Cet

effet semblait plus marqué lorsque I'AR était c@&ualix liposomes.

En conclusion, ces premiers résultats pouvaients rlaisser penser que I'AR en
injection intra-trachéale, en complément de I'Oduyyait avoir un effet sur la maturation des
pneumocytes et sur la production de surfactarguetle véhicule le plus intérressant était les

liposomes.
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ABSTRACT

Introduction Tracheal occlusion (TO) is an investigational therapy for severe congenital diaphragmatic hernia that

decreases pulmonary hypoplasia, but sustained TO also induces deficient surfactant synthesis. Intramuscular
maternal administration of retinoic acid (RA) in a surgical rabbit model of congenital diaphragmatic hernia showed
a beneficial effect on lung maturation. We evaluated the potential of RA delivery into the trachea and studied the

combined effects of TO and RA on normal lung development.

Methods Experiments were performed on normal rabbit fetuses. Liposomes and capric triglyceride (Miglyol’

@), alone

and with RA, were administered in the trachea just before TO (d26). Lung morphology and surfactant production were

studied at term (d30).

Results Tracheal occlusion increased lung weight and enhanced alveolar development but increased apoptotic activity
and decreased surfactant expression. Tracheal injection of RA improved surfactant production to levels of normal

controls.

Conclusion We established the potential of liposome and Miglyol as RA vehicle for delivering this bioactive molecule
in the fetal airways. Tracheal RA injection seems to oppose the effects of TO in fetuses with normal lungs. @ 2017 John

Wiley & Sons, Ltd.

Funding sources: Fondation Avenir for the grant ETC-593
of interest: Mane declared

INTRODUCTION

Congenital diaphragmatic hemia (CDH) is a rare
developmental anomaly  (1/2500 newboms).!  Severe
respiratory distress in CDH patients is caused by abdominal
viscera protrusion through the diaphragmatic defect into the
chest combined with pulmonary hypoplasia and pulmonary
hypertension. Pulmonary hypoplasia is associated with a
decrease in number of bronchial branches and alveoli,
thickening of alveolar walls, and reduction in alveolar air
spaces and gas-exchange surface area. Despite progress in
neonatal care, CDH is still lethal in up to 30% of cases.”?
Prenatal intervention by fetoscopic tracheal occlusion (TO)
stimulates lung growth, improves gas exchange, and can
decrease neonatal complications and mortality in isolated
CDH cases with severe pulmonary hypoplasia.®~ The survival
rate in severe left CDH was only 49.1% after fetal TO, compared
with 24.1% in fetuses without TO.”

Prenatal Diagnosis 2017, 37, 1-8

In order to improve pulmonary development and to
decrease respiratory insufficiency, several preclinical studies
have investigated drug treatments for CDH." Retinoic acid
(RA) administration is one strategy proposed among others
by our research group,” as the retinoid signaling pathway could
be disrupted in CDH.'>'® RA, an active metabolite of vitamin
A, is an important regulator of proliferation, differentiation,
and maintenance of lung epithelial cells.'* The importance of
vitamin A in vertebrate lung development was first
demonstrated by observations on fetuses exposed to a
maternal vitamin A-deficient diet presenting either pulmonary
hypoplasia or CDH."* In clinical cases of non-isolated CDH,
chromosomal rearrangements containing RA pathway-related
genes have been reported,'”" such as Matthew-Wood
syndrome, in which STRA6, a gene coding the retinol binding
protein receptor, has undergone mutation.'** Moreover, it
has been shown that CDH is strongly associated with low

©® 2017 John Wiley & Sors, Lid
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retinol and retinol binding protein levels in newborns,
independently of maternal retinol status.”*** In the nitrofen-
induced CDH mouse model, the early prenatal administration
of vitamin A decreases the incidence of CDH, increases lung
growth, and restores lung maturation.” Nitrofen interacts with
the retinoid signaling pathway by inhibiting retinaldehyde
dehydrogenase-2,%4**

The rabbit surgical model of CDH has the benefit of not
disrupting the retinoid signaling pathway and can thus serve
to investigate pulmonary effects of RA Studies using the
rabbit surgical model of CDH have demonstrated that systemic
maternal administration of RA upregulates pulmonary
expression of several genes involved in the retinoid signaling
pathway™® and stimulates alveolarization”” and surfactant
protein expression.”

Here, we used the rabbit model to study the combined
effects of TO and RA administration on normal lung
development. Potential advantages of tracheal RA injection
over maternal administration include a limited systemic
diffusion of RA in pregnant rabbits, a potentiation of
pulmonary effects, and the ability to inject the RA just before
TO. The main objective of this study was to evaluate the effects
of potential RA vehicles. The secondary objective was to study
the effects of RA administration combined with TO on normal
fetal lungs.

METHODS

Animals

Tracheal occlusion and tracheal administration of molecules
were performed in accordance with current guidelines on
animal well-being. The experiment was approved by the
Animal Experimentation Ethics Committee of the Clermont-
Ferrand Faculty of Medicine (approval number: CE18-10).
Pregnant New Zealand White rabbits were housed in separate
cages at normal room temperature and daylight with free
access to food and water before and after surgery.

Preparation of solution for fracheal injection

To study the pulmonary effects of a local injection of potential
RA vehicles, we injected liposomes and Miglyol®, alone and
with RA, at the time of a TO procedure.

A powder of empty liposomes (Antigenics Inc.?, Lexington,
MA) was diluted with NaCl 089% according to the
manufacturer’s instructions. Capric triglyceride or Miglyol
solution (Sasol Olefins & Surfactants, Hamburg, Germany) is
a neutral oil with very good solubility characteristics that is
used as a vehicle for hydrophobic molecules in hydrophilic
media. All-trans retinoic acid (ATRA) liposomes were prepared
by diluting Atrage‘n® powder (Antigenics Inc.) with NaCl 0.9%
to obtain an ATRA concentration of 10 * mol/L (i.e. the most
commonly used concentration for therapeutic use). The
Miglyol ATRA was prepared at a concentration of 107" mal/L.

Surgical procedure

In each time-dated pregnant rabbit, four fetuses were
subjected to TO and tracheal injection at a gestational age of
26days, which is the end of the canalicular phase of fetal rabbit
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lung development. Products administered into the trachea
were saline solution as control, liposomes, Miglyol, ATRA
liposomes, or ATRA Miglyol. Rabbits were sedated with
ketamine 50 mg/ kg [lma]gene®, Laboratoire Rhone Mérieux®,
Lyon, France) and xylazine 5mglkg (Romplmg. Bayer
HealthCare®, Leverkusen, Germany) intramuscularly. Al
animals received medroxyprogesterone 7mg (Depo-
Prodasone®, Pfizer Holding France, Paris, France) and
penicillin G 300 0001U (Peni GQ. Glaxo Smith Kline, Marly-le-
Roi, France) intramuscularly for tocolysis and antibiotic
prophylaxis. The rabbits spontaneously breathed Os-enriched
air (2L/min). General anesthesia was maintained with an
intravenous injection of ketamine 25mg/kg every 15 to
30min. All surgical procedures were carried out in aseptic
conditions. The gravid bicornuate uterus was exposed through
a midline abdominal incision. A 1.5-cm transversal linear
incision of all layers of the uterine wall was made on the
antimesometrial side of the selected gestational sacs. Four 6-0
polypropylene stitches (Prolene”, Ethicon, France) were
placed on the border of the uterine incision to prevent
membrane dislodgement. The fetal head and neck were
exposed by gentle manipulation. An anterior transverse
incision in the neck was performed. The fetal trachea was
identified, dissected, and separated from the esophagus. The
injection of 300 uL of solution was performed into the trachea
with a thin (31 Gauge) needle inserted into the tracheal lumen.
After injection, an immediate ligature of the trachea caudal of
the injection site was performed with a 3-0 polyglactin suture
(Vieryl®, FEthicon, France). The skin was closed using an
interrupted 6-0 polypropylene suture. The fetus was put back
inside its gestational sac. The uterine wall was closed in one
layer, using a running 6-0 polypropylene suture. The maternal
laparotomy was closed in three layers with a 3-0 polyglactin
suture,

Cesarean section and fissue harvesting

At day 30 (alveolar phase), fetuses were delivered by cesarean
section immediately after maternal sacrifice with an
intravenous bolus of pentobarbital 5 to 10mL (Dolethal®,
Vétoquinel SA, Lure, France). Sacrifice was realized after
premedication with ketamine 50 mg/kg (Imalgene, Laboratoire
Rhéne Mérieux) and xylazine 5mg/kg (Rompun, Bayer
HealthCare) intramuscularly. Operated and immediate
adjacent non-operated fetuses were assigned to six groups:
non-operated fetuses (NO group), fetuses undergoing tracheal
injection of saline solution (Saline group), liposomes (Lip
group), Miglyol (Mig group), and liposomes loaded with ATRA
(ATRA-Lip group) or Miglyol loaded with ATRA (ATRA-Mig
group) as well as TO. Any stillbomn fetuses were recorded as
non-survivors and excluded from further analysis. Each fetus
was weighed. The thorax was opened through an anterior
midline incision, and lungs were extracted and weighed.
Lung-to-body-weight ratio (LBWR) was calculated. The right
and left lungs were separated. The left lung was used for
histological analyses. Immersion and inflation with 4% para-
formaldehyde under 25-cm H,0 pressure were performed for
24h.* Before embedding in paraffin, the left lung was divided
into anterior and posterior parts. The right lung was snap-
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frozen (in liquid nitrogen) and stored at —80°C for molecular
biology analysis.

Lung morphometry (airways)

Airway morphometry measurements were performed on 5-um
sections of paraffin-embedded hematoxylin and eosin-stained
lung (anterior half). Morphometric evaluation was performed
using the radial alveolar count (RAC) at x40 magnification,
according to the method of Emery and Mithal™ A line was
dropped from the center of each terminal respiratory
bronchiole to the nearest connective tissue septum at right
angle to the epithelium. The count of number of alveoli cut
by this line was performed on two or three histological sections
to obtain at least ten counts per fetus. The assessor was
blinded to the fetal treatment groups.

In sifu cell death detection assay

An indirect terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
dUTP nick-end labeling assay (in situ cell death detection
POD K‘rtﬁ. Roche Diagnnsﬁl:s@, Meylan, France) was used to
evaluate lung cell apoptosis. Sections of the posterior half of
the fetal left lungs were pretreated with 10 ug/mL of proteinase
K (Roche Diagnostics) in phosphate buffered saline (PBS) for
15min at 37°C and washed in PBS. Specimens were then
exposed to the terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP nick-end labeling reaction mixture containing
the enzyme solution and the label solution for 1h at37°C in a
moist chamber. Slides were washed in PBS. Hoechst 33258
(1:200; 10 min) was used to visualize nuclei. Controls consisted
of omitting the enzyme solution (negative control) or adding
DNAse 1 (positive control). Pre-tests established the absence
of false positive cells count (like reticulocytes) in the counts.
The two assessors (G. M. and A.D.) were blinded to the fetal
treatment groups. The number of positve cells was
determined by counting the number of positively stained cells
per field in 20 random non-overlapping fields, using an
Axioplan 2 microscope (Carl Zeiss®]. at x400. This count was
reported as a percentage of total number of cells based on
Hoechst-stained nuclei.

RNA extraction and polymerase chain reaction of surfactant
protein B and caveolin genes

Total RNA was extracted from the right lung using the
RNeasyMini Kit [Qiagena, Venlo, the Netherlands). RNA
quality was assessed by RNA-to-protein ratio (260nm/
280nm) and by gel electrophoresis (1.6% agarose) to observe
the presence of intact 285 and 18S RNA bands. cDNA was
generated using the Superscript First-strand Synthesis System
for real-time PCR (Life Technologies, Saint-Aubin, France).
Specific oligonucleotide primers were originally generated
using the web program Primer3 (https://www.broadinstitute.
org/scientific-community/ software?criteria=Primer%
20Design) on the basis of the published sequences of each
specific gene [surfactant protein B (SP-B) and Caveolin 1] and
designed to avoid genomic DNA amplification (Table 1).
Transcripts were independently quantified in three different
experiments and normalized by the geometric mean of three
housekeeping genes (ribosomal house-keeping gene,
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Table 1 Oligonucleotides used for PCR amplification of
surfactant profein B, Caveolin 1, RPLPO, GAPDH, and p-actin
Gene Sequence (5-3)
SPB Fanward: ACTGTCTACAGGRAGTCTG
Reverss: GAAGTAGACGICAAGCACG
Farward: GTGAACGAGAAGCAAGTGTA
Reversa: TATTTCGICACAGIGAAGET
EPLFO Farward: GACCTGCAAGTCCAACTACT
Reversa: ACTCAGTCTCCACAGACAAA

Cavealin 1

GAPDH Forward: AGACACGATGGIGAAGGICG
Reverse: TGCCGTGGGTGGAATCATAC
Pactn Farward: ATGTTIGTGATGGGCGIGAA

Reverse: COAAGTCGTCGTGGATGA

Specilic primers far sufosant pratein B (SPB), Cavealin 1, and RPLPO [ribosomal
housekeeping gene), GAPDH (glycemnldshyds-3phosphate dehydrogenase), and 5
actin were designed.

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, and f-actin). All
the steps followed the Minimum Information for Publication
of Quantitative Real-time PCR Experiments guidelines.™
Primers used are detailed in Table 1. Real-time PCR was
performed using Lightcycler SYBR Green technology (Roche
Diagnostics), the primer pairs and generated cDNA described
previously. The ratio between SP-B mRNA, which is
synthetized by type-Il pneumocytes, and Caveolin 1 mRNA,
which is more specific to type-l pneumocytes,” was
calculated.

Immunohistochemistry for surfactant protein B

Anterior halves of the paraffin-embedded lungs (5-pm
sections) were deparaffinized in toluene and hydrated by
ethanol. Tissue preparations were incubated for 10 min with
proteinase K and then rinsed. In order to prevent non-specific
binding of primary antibodies, sections were preincubated for
30min with 10% normal bovine serum (dilution 1:25; X0907
DaknCy‘tomatiDn@, Glostrup, Denmark). The goat polyclonal
anti-SP-B antibody (sc-7704; Santa Cruz Bio(edmology@, Santa
Cruz, CA) was applied at room temperature (1: 200, overnight).
After rinsing with PBS, the slides were incubated with a mouse
peroxidase-conjugated antigoat antibody (ab6985; Abcam®,
Cambridge, UK) at room temperature (1:1000, 60 min) and
revealed with the TSA Plus® Fluorescein System kit
(PerkinElmer®, Waltham, MA). Nuclei were stained by Hoechst
33258 (1:200; 10min). Negative controls were performed
without primary antibody incubation.® Slides were
photographed under an Axioplan 2 microscope (Carl Zeiss) at
%100 and x400. Morphometric analysis was limited to the air-
exchanging parenchyma excluding bronchi and bronchioles
to observe only alveolar epithelial type-ll cells and not
bronchiolar club cells. The number of positive cells was
determined by counting the number of positively stained cells
per field in ten random non-overlapping fields, at x400. This
count was reported as a percentage of the total number of cells
based on Hoechst-stained nuclei. The assessor was blinded to
the fetal treatment groups.

@ 2017 John W\|ey& Sons, Lid.

87



A. Delabaere et al.

Detfermination of tissue concentration of refinoic acid
Concentration of RA was determined by liquid
chromatography-mass spectrometry (Vitas® — Analytical
Services, Oslo, Norway) from samples of initial solutions,
liposomes and Miglyol loaded with RA, and right-lung tissues
stored at —80°C.

Statistical analysis

All data analysis was performed with spss software (version 22,
SPSS Inc., Chicago, IL). Continuous variables were compared
using a Kruskal-Wallis test for multiple comparisons and a
Mann-Whitney test for pairwise comparisons. Values were
expressed as median and interquartile range (IQR). Differences
were considered significant when p < 0.05.

RESULTS

Surgery and gross anatomy

Fetal mortality was not different between the NO group [44.4%
(n=4/9)] and the operated groups [54.5% (n1=24/44)], without
statistical difference depending on the nature of the
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Figure T Rabbit lung morphometry and apoptofic cell count and surfactant mRNA expression in non-operated animals and different treatment

intratracheal solution injected. Fetal mortality was 62.5%
(nn=5/8) in the Saline group, 60.0% (n=6/10) in the Lip group,
50.0% (n=4/8) in the Mig group, 60.0% (n=6/10) in the ATRA-
Lip group, and 37.5% (n=3/8) in the ATRA-Mig group.

The LBWR was significantly higher in the Saline group
compared with the NO group (0.041; IQR 0.037-0.041 vs
0.021; IQR 0.005-0.028, p=0.036). This increase was
observed for all TO groups without significant difference
between them (Lip group: 0.038; IQR 0.034-0.038; Mig
group: 0.051; 1QR 0.050-0.051; ATRA-Lip group: 0.048; IQR
0.036-0.051; and ATRA-Mig group: 0.030; IQR 0.029-0.030)
(Figure 1A).

Airway morphomeiry

Morphometric analysis of fetal lungs by RAC revealed a
significant improvement of alveolar development in the Saline
group compared with the NO group (3.67; IQR 3.64-3.67 vs
2.67; IQR 2.53-3.15, p=0.036). This development was observed
for all TO groups without significant difference between groups
(Lip group: 3.81; IQR 3.31-4.75; Mig group: 6.25; IQR 6.00-6.25;
ATRA-Lip group: 4.03; IQR 3.46-4.68; and ATRA-Mig group:
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groups with tracheal occlusion. [A) Lung-to-body-weight ratio (LBWR) {* indicates p < 0.05 vs NO group). (B) Radial alvedlar count (RAC)
(* indicates p < 0.05 vs NO group). (C) Apoptotic cell count by in situ cell death detection assay (TUNEL) (* indicates p < 0.05vs Saline group).
(D) Surfactant protein B [SP-B) reported to calveclin mRNA expression (* indicates p < 0.05 vs NO group). NO, non-operated
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Figure 2 Surfactant protein B (SP-B) immunohistochemistry. (A} The protein SP-B was marked in green and the nuclei in blue [original
magnification x100 and x400). (B) Percentage of SP-B positive cells {* indicates p < 0.05 vs NO group; a indicates p < 0.05, Lip vs ATRA-
Lip groups). Immunchistochemical expression of SP-B decreased in fetuses treated by TO with intratracheal injection of saline solution or empty
vehicles, compared with NO fetuses. NO group [n=5): non-operated fetuses; Saline group (n= 3): fetuses treated by fracheal occlusion (TO)
and tracheal saline injection; Lip group (n=4): fetuses treated by TO and tracheal liposomes injection ; Mig group (n=4): fetuses treated by
TO and fracheal Miglyol® injection; ATRA-Lip group (n= 4): fetuses treated by TO and tracheal injection of liposomess loaded with all-rans
retinoic acid [ATRA); ATRA-Mig group (n=5): fetuses treated by TO and tracheal injection of Miglyol® loaded with ATRA
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6.79; IQR 4.71-6.79). RAC tended to be higher in the Mig group
compared with the Lip-group (p=0.057), but it was not
significantly different between the ATRA-Mig and ATRA-Lip
groups (p=0.114) (Figure 1B).

In situ cell death detection assay

Apoptotic activity was significantly increased in the Saline
group compared with the NO group (4.32; IQR 3.27-25.75 vs
1.81; IQR 0.75-2.19%, p=0.036). Apoptosis was significantly
decreased in the Mig group (vs 0.18; IQR 0.17-0.18+1.36%,
p=0.024) and ATRA-Mig group (vs 0.24; IQR 0.14-0.24%,
p=0.048) in comparison with the Saline group. No significant
difference was found between Lip and Mig groups and ATRA-
Lip and ATRA-Mig groups (Lip group: 3.00; IQR 1.59-5.05;
ATRA-Lip group: 2.54; IQR 1.99-2.54) (p =0.167 and p=0.400,
respectively) (Figure 1C).

Pulmenary gene expression levels of surfaciant protein B and
Caveolin 1

The SP-B/Caveolin 1 mRNA ratio was significantly decreased in
the Saline groups compared with the NO group (0.40; I1QR
0.21-0.40 vs 1.29; IQR 1.09-1.65 p=0.036). No significant
difference was observed among TO groups in comparison with
the Saline group (Lip groups: 0.40; IQR 0.21-0.40; Mig group:
0.90; IQR 0.74-1.18; ATRA-Lip group: 2.36; IQR 1.65-2.36;
ATRA-Mig group: 1.96; IQR 1.33-1.96) (Figure 1D).

Immunohistochemistry for surfactant protein B

The SP-B-positive cell count was significantly decreased in the
Saline group in comparison with the NO group (0.22; IQR
0.21-0.22 vs 0.49; IQR 0.42-0.60, p=0.036). In comparison with
the Saline group, no difference was observed among fetuses
with TO and without ATRA (Lip group: 0.26; IQR 0.22-0.31
and Mig group: 0.21; IQR 0.13-0.40, p=10.032). When ATRA
was injected, the SP-B-positive cell count was higher compared
with the Saline group (p=0.034). These results were not
significant when the vehicle type was different (ATRA-Lip
group: 0.51; IQR 0.46-0.53, p=0.057 and ATRA-Mig group:
0.44; IQR 0.42-0.44, p =0.1). In comparison with vehicles alone,
SP-B expression was increased when ATRA was injected with
liposomes (Lip group vs ATRA-Lip group, p =0.029) (Figure 2).

Tissue refinoic acid concentration

The RA concentrations confirmed that ATRA was present at
high concentrations in loaded solutions (2068.0ng/g for
Miglyol with ATRA vs 11.6ng/g for Miglyol alone, 7160.0ng/g
for liposomes with ATRA vs 0.1ng/g for liposomes alone). No
RA was detectable above background levels in any of the
treatment groups (vehicle alone or vehicle with ATRA) 4 days
after TO (Table 2).

DISCUSSION

Our results confirmed earlier observed effects of TO on
pulmonary morphometry, showing significantly higher LEWR
and RAC.®** We also confirmed a reduction of type-11
pneumocytes, as lustrated by a lower SP-B/Caveolin 1 mRNA
expression ratio and a decrease of SP-B positive cells by
immunohistochemistry. Tracheal administration of RA
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Table 2 Retinoic acid concentrations in injected solufions and
fetal pu|monc|ry tissues

Samples Concentration (ng/g))
Salutions

M\g|yo\® solution 11.6
Miglyo!® loaded RA sclution 2068
liposomes salution 0.1
lipasomes londed RA salution 7160
Fetal pulmonary tissues

NO group lung 04
lip group lung 0.7
Mig group lung 0.3
ATRAp group ong 0.4
ATRAMIg group lung 0.5

Mig}yora salution; solution of Mig\yd@ withaut RA; Mig|yo\e'-|cudad RA solution:
solution of N\\g\ydm with ATRA; Lipasomes solution: solution of [ pasomes without RA;
lipasomeloaded RA solution: solution of lipasames with ATRA; NO greup: nan
operated [eluses; Lip group: fetuses treated by TO and trachedl injedtion of liposomes;
Mig group: betuses treated by TO and tracheal injedion of Mighfo\@, ATRALip greup:
fetuses treated by TO and tracheal injection of lipasomes with ATRA; ATRA-Mig
group: fetuses ieated by TO and rachedl injection of Mlg\yd@ with ATRA.

ATRA, alttrans retineic ocid; NO, nonoperated; RA, relincic acid; TO, tracheal

seclusion.

appeared to normalize SP-B protein expression, particularly
when it was delivered by liposomes.

Previous studies in lambs with hypoplastic lungs due to CDH
had demonstrated that in utero reversal of TO restored
surfactant production and improved postnatal pulmonary
function.™*" In clinical practice, TO is typically removed at
34 weeks, either by fetal tracheoscopy or by puncturing the
balloon through the maternal abdomen.** The mean
gestational age at delivery after TO was 34 to 35 weeks. "
When labor occurs before in utero TO removal, the balloon
can be removed during delivery by ex wufero intrapartum
treatment or immediately after birth by tracheoscopy or
percutaneous puncture. Surfactant production is not restored
in these patients presenting preterm delivery.

Davey et al'® had demonstrated that a glucocorticoids

maternal administration 48h before delivery restored
surfactant production. This strategy requires birth
antcipation. Therefore, we are interested by the therapeutic
administration during TO procedure, which may lead a
sustainable surfactant restoration.
Coste ef al.'* confirmed that the RA signaling pathway is a
key player in diaphragm and lung development and in CDH
pathogenesis. RA is a pharmacological agent that could be
used to attenuate developmental lung hypoplasia. Tracheal
ATRA injection could correct the side effects of TO on
surfactant production, even in preterm neonates.

We chose to test the potentdal of RA treatment in fetal
rabbits. Lung development of the fetal rabbit mimics that of
the human lung, The long pseudoglandular phase allows the
creation of a diaphragmatic defect in sufficiently large fetuses.
The rabbit surgical model offers several key advantages: widely
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available animals with large litter sizes and no primary
disruption of the retinoid signaling pathway, contrary to the
toxic nitrofen-induced rodent model of CDH.? We previously
studied pulmonary effects of intramuscular administration of
RA into fetuses with and without CDH.? We found no impact
on gross anatomic, morphologic, cell proliferation, apoptosis,
or proliferation indices in hypoplastic CDH lungs. Surfactant
protein mRNA expression was restored to normal levels in
the hypoplastic CDH lungs after maternal RA administration.”

Prenatal treatment for severe forms of CDH by fetoscopic
TO™*! could be the best time to administer RA directly into
the trachea in order to increase its concentration directly in
contact with the airway epithelium. The major obstacle to this
strategy is the hydrophobicity of RA, which thus requires the
use of lipophilic vehicles. The present study examined two
potential vehicles of RA, that is, lippsomes and Miglyol, and
their effects after tracheal administration in addition to TO.
Furthermore, we also studied the pulmonary effects of
intratracheal RA vectored by liposomes or Miglyol. To improve
the identfication of RA effects on pulmonary cell ditferentiation,
we performed the TO earlier in pulmonary development than
what is typically done in the CDH model (d26 vs d28). We did
so to increase the TO effects, especially on surfactant
production.*” In most studies performing TO in normal rabbit
lungs, TO was even performed slightly earlier (d24-d25).*3#4¢

The relatively high fetal mortality over the course of our
experiments might be explained by pulmonary overpressure
due to TO with intratracheal solution injection on normal
lungs, early gestational age at TO, and the large number of
fetuses (four) operated.

As in many other studies conducted in CDH animal models
undergoing TO, the results here confirmed an increase of lung
weight,” pulmonary maturity measured by RAC,®
apoptosis,*® and abnormal pneumocyte differentiation,*” the
major side effect of TO. The normalizaton of SP-B protein

cell
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Apres avoir trouvé un véhicule adéquat au transgertAR dans la trachée, nous
avons étudié les effets de I'AR couplé a des lipgs® en injection intratrachéale en

complément de I'OT sur un modele chirurgical lagnHCD.

Les lapines gestantes ont toutes été opérées pés Ballot et Amélie Delabaere, au
sein de I'animalerie de la faculté de médecine dern@nt-Ferrand. Au 23° jour de
gestation, une HCD foetale était crée. AG™gour de gestation, une OT était réalisée chez
certains feetus HCD avec une injection intra-tratehéle liposomes seuls ou chargés d’AR
dans un méme temps. Au 30 éme jour de gestati®ifipdRus étaient extraits par hystérotomie.
Le rapport poids pulmonaire/ poids total était mésu\prés dissection du foetus lapin, le
poumon gauche était réservé pour les analyseslbgiiues et le poumon droit pour les

analyses de biologie moléculaires.

Les résultats confirmaient les données obtenuessapi, soit une augmentation du
poids pulmonaire et une modification des voiesesdrgs avec une augmentation du nombre
des alvéoles. L'étude des tissus conjonctifs mdnttae le contenu en collagene était
normalisé suite a I'OT, alors qu’il était diminué eas de HCD seule. Les résultats sur
'expression de I'élastine ne permettaient ni deficomer ni d’infirmer les données de la
littérature, probablement du fait d’'une analysemanquait de finesse. L'activité apoptotique
était augmentée en cas d'OT. L’AR semblait pouddminuer ce phénoméne. Afin d’avoir
un apercu de l'effet de I'AR sur I'HTAP, nous avoéizidié I'expression d’'un récepteur de
'endothéline (EDNRA). Elle était augmentée en dasHDC seule. L'amélioration liée a la
réalisation d’'une OT semblait augmentée par l'ajdkR. L'étude de I'expression des
protéines du surfactant (SP-B et SP-C) mettaitwetiedce une augmentation de production

en cas de HDC seule, pouvant étre rapportée aiomeution de la différenciation des PIl en
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PIl. Cette production était fortement altérée p@l'et normalisée par un ajout d’AR. L’AR

semblait rétablir une différenciation pulmonairengarable a celle d’'un poumon sain.

En conclusion, une administration intratrachéalRidans un méme temps opératoire

gue I'OT pourrait améliorer la vascularisationatiaturation pulmonaires.

Cette étude a bénéficié du soutien financier de Fladation de [I'Avenir.
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What's already known about this topic?

The significant pennatal mertality m diaphragmatic hernia (DH) is explained by pulmonary
hypoplasta and pulmonary arterial hypertension Antenatal tracheal occlusion (TO) decreases
hyvpoplasta but induces deficient surfactant synthesis. Previous studies have demonstrated that
maternal administration of retinoic acid (RA) stinmlated pulmonary swfactant expression in a
fetal rabbit DH model.

What does this study add?

RA with TO i DH improves pulmonary differentiation and vascularization smdied by

surfactant and endothelin receptor EXPression analysis.

http://mc.manuscriptcentral.com/pd
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ABSTRACT (160 words)

Intreduction: ITungz hypoplasia and pulmonary artenal hvpertension (PAH) in congenital
diaphragmatic hernia (DH) lead to high perinatal death rates. Fetoscopic tracheal occlusion
(TO) improves DH Iung development. but a major side effect 13 abnormal pnenmocyte
differentiation. This study aimed to evaluate the potential benefit of adjunctive intra-tracheal
F.A to reduce adverse effects of TO 10 a surgical model of rabbit DH.

Metheds: A left diaphragmatic defect was created at d23 in 34 fetal rabbits. Ar d28. fetuses
underwent sham surgery or TO with injection of empty or RA-loaded liposomes. At d30,
fetnses were harvested. Lungs were processed for histology. mmmaohistochemistry. and gene
expression quantification.

Eesults: Tracheal P A mjection dunng TO process had no effect on luns-to-bodyv-weight ratio.
radial alveolar count and loog comoective tissue composition. Apoptotic activity and
endothelin receptor expression were decreased. The major effect was recovery of normal
poeumocyte differentiation.

Conclosion: Intra-tracheal B.A under TO decreased endothelin receptor expression. a potential

marker of PAH. and improved pneumaocyte differentiation.

http:{imc.manuscriptcentral.com/pd
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INTRODUCTION

Congenital diaphragmatic hernia (DH) is a rare developmental anomaly (1/2.500 newborns)'.
DH patients experience severe respuatory distress cavsed by pulmonary hypoplasia and
pulmenary arterial hypertension (PAH). The pulmonary hypoplasia is associated with a
decrease in mumber of bronchial branches and alvecli alveolar wall thickening. reduction in
alveslar awr spaces and gas-exchange surface area. The PAH is associated with a decrease
number of pulmonary arterses. adventitial thickening. medizl hyperplasia and peripheral
extension of the mmscle layer into the smaller intra-acinar arterioles™ In addition. altered
elastin and collagen contents contribute to abnormal pulmenary caﬂq:ﬁaﬂu:e"'i. Despite
progress in neonatal care. DH 15 still fatal in up to 30% of cases™.

Prenatal imntervention by fetoscopic tracheal occlusion (TO) stunulates lung growth, mmproves
gas exchange, and can decrease neonatal complicattons and mortality m isolated DH cases
with severs pulmonary h}"pﬂplasiaa'”. Survrval rate 1 severe left DH was 49.1% after fetal
TO. compared to 24.1% i fetuses without TO'. In animal models of DH. TO reduced
PAH"™" and accelerates the differentiation of iype-II poevmocytes (PII) imto fype-l
poeumocytes ('Pl]]ﬁ: leading to primary surfactant deficiency and impaired respiratory gas
e:tc].ia.l:lgep.

To improve pulmonary development and decrease respiratory insufficiency in DH, several
pre-climical research studies have investigated dmg treatments >, Retinoic acid (RA)
administration 13 one strategy proposed by owr research groupm. on the basis of evidence of
retinodd signaling pathway dismption in DH?™ RA. an active metabolite of vitamin A is an
important regulator of proliferation differentiation and maintenance of lung epithelial and

= 25N
arterial smooth muscle celle™

. The importance of vitamin A in vertebrate lungz development
was first demonstrated by observations on fetuses exposed to a maternal vitanun A-deficient

diet presenting either pulmonary hypoplasia or DH®¥_It has been shown that DH is strongly

hitp:imc.manuscriptcentral.com/pd
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associated with low retinol and RBP levels in newboms™>. In the nitrofen-induced DH
monse model, early prenatal administration of vitamin A decreases incidence of DHL
increases lung growth, and restores lung mamation” . Nitrofen interacts with the retinoid
signalling pathvray by inhibiting retinaldehyde deh}-'dmgenas,e-ln'ﬂ. The retinoid sigmaling
pathway 1s not distopted 1o the surgical rabbet DH model, wluch malkes it 8 more appropriate
model for investizgating pulmoenary effects of RAY™ Smdies using the surgical rabbit model of
DH have demonstrated that systemic maternal administration of BA reversed some fusctional
effacts of DH. stimmlated alveolarization™. normalized PIIPI ratic and increased surfactant
protein expressim:m.

We decided to combine TO and intra-tracheal RA supplementation. Potential advantages of
tracheal FA include Hmited maternal systenuc diffusion of FA with potennation of
pulmonary effects. We had previously demonstrated that liposomes make a good vehicle for
delivering the BA in the traches’

The main objective of this study was to evaluate the effects of combining TO with intra-

tracheal FA-leaded liposome adounmistration on pelmeonary matvration = DH rabbat fetuses.

http:fmec.manuscriptcentral.com/pd
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METHODS

Animals

ANl procedwes for DH creation TO surgery and tracheal administration of RA were
performed m accordance with cunent gmadelines on ammmal well-being. All experiments were
fust approved by the Comnuttee on Ammal Research Ethics of Clermeont-Ferrand Faculty of
Medicine (approval number CE18-10). The study vsed pregnant New Zealand White rabbits
houwsed i separate cages under nommal room-temperature and davhight conditions with free

access to food and water before and after surgery.

Experimenral design

In each tune-dated pregnant rabbit, two fetuses were subjected to surgical creation of DH at
d23 (pseundo-glandular stage). as previonsly described % The same femses were operated at
d28 (canalicular stage). The first group nnderwent cervicotomy without TO (SHAM-groug).
The second group underwent TO with mtra-tracheal imjection of liposomes (LIP-group). The
third group underwent TO with tntra-tracheal injection of Liposemes loaded with RA (RA-
proup). The non-operated littermates (NO-group) constimted internal controls. All fetnses

were harvested by caesarean section at d30 (alveolar stage).

Freparvation of solufions for tracheal injection

Products adnumstered mto the trachea were empty bposomes or all-trans retmoic acid-leaded
lipesomes. The powder of empty liposomes (Atrazen”, Antizenics Inc_ Lexington, MA) was
diluted with NaCl (.9% following the manefacturer’s mstructions. FA-loaded hiposomes were
prepared by diluting the Awagen® powder with NaCl 0.9% to cbtain a RA concentration of

107 molT (ie. the most widely nsed concentration for therapeutic use).

httpz//mc.manuscriptcentral.com/pd
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Anesthesia and surgical protocel

Rabbits (Charles River®. 1" Arbresle, France) were shipped at d19 of gestation. At d23, rabbits
were sedated with ketamine 50 mgkz (Imslgene™ ILaboratoire Rhéne Mérieux™. Lyom
France) and xylazine 5 ms'ke (Rompun® Bayer HealthCare® Leverlmsen Germany)
intrammscularky. All animals received medroxvprogesterone 7 mg (Depo-Prodasone™, Pfizer
Holding France. Paris, France) and peniciflin G 300000 IU (Peni G*. GlaxoSmithElina.
Marly-le-Roi. France) intrammscularly for tocolysis and antibiotic prophylaxis. The rabbits
spontaneously breathed Oz-enniched air (2 L'min). General anesthesia was maintained with
intravenons injection of ketamine 25 mg'ks every 15 to 30 muin  All swegical procedures were
carried out in aseptic conditions. The gravid bicornuate uterus was exposed through a midline
abdominal ineision. In each doe. the two ovarian-end femses underwent DH ereation A 1.5-
cm transversal linear incision of all lavers. of the uterine wall was made om the
antimesometrial side of selected gestational sacs. Four 6-0 polypropylene sutures (Prolens™,
Ethicon. France) were placed on the border of the uterine incision te prevent membrane
dislodgement. The fetal body was exposed by gentle manipulation. The diaphragm was
exposed through a low left lateral thoracotomy using purpese retractors and mucroscissors o
partially excise the membrancus part The thoracotomy was closed with mtenupted 6-0
Prolene sutwres. The skin was closed using an mterropted 6-0 polypropylens suture. The fetus
was put back inside its gestational sac. The utenne wall was closed in one layer. nsing a
mnning 6-0 polypropylene suture. The maternal laparotomy was closed in three layvers with a
3-0 polvglactin suture (Vieryl”, Fthicon France). At day 28, previously operated feruses
underwent sham operation or tracheal ligation. The gravid uterns was once again exposed and
a new uterine incision performed. The fetal head and neck were exposed by gentle

manipulation. An anterior transverse cetrvicotomy was performed. The fetal trachea was

http:imc.manuscriptcentral.com/pd
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identified. dissected. and zeparated from the esophagms. Ne ligation was performed in the
SHAM-greup. The injection of 300 yuL of selution (empty liposemes in the LIP-zrouwp and
FA-loaded liposomes in the RA-growp) was performed into the trachea with a thin needle (31-
zange) inserted into the tracheal lumen. After injection an immediate ligature of the trachea
candal of the injection site was performed with a 3-0 polvelactin suture (Viervl™. Ethicon
France). The utenne wall and the maternal laparotomy were closed smmlarly to the first

procedure.

Cassarean section and fissue havesting

At d30, femses were delivered by caesarean section immediately after maternal sacrifice with
an intravenous bolus of pentobarbital 5-10 ml (Dolethal™. Vétoquinel SA. Lure. France).
Sacrifice was performed after premedication with ketamine 50 mg'kz and xylazine 5 mg'kg
intramuscularly. Operated and immediatelv-adjacent non-cperated fetuses were assigned fo
four groups: non-cperated fetuses (NO-group). DH fetuses operated without TO (SHAM-
group). DH fetuses with tracheal injection of empty liposomes and TO (LIP-group). and DH
fetuses with tracheal injection of RA-loaded liposomes and TO (RA-group). Any stillbom
fetuse: were recorded as non-survivors and excluded from funther analysis. Each fetus was
weighed. The thorax was opened thromgh an anterior midline incision and lings were
extracted and weighed. Lung-to-bodyv-weight-ratio (LBWER) was calculared. Right and left
longs were separated. The left lung was used for histological analyses. Imvmersion and
wmilation with 4% paraformaldelvde nonder 25 conH20 pressure were performed for 24 hours™".
Before embedding in paraffin. the left lung was divided infe anterior and postenor parts. The
right ling was snap-frozen (in hiqued mitrogen) and stored at -80°C for molecular hiclogy

analysis.

hitp:fimc.manuscriptcentral.com/pd
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Lung morphomeny fairwayvs)

Arrway morphometry measurements were performed on 5-um sections of paraffin-embedded
H&E-stained lung (anterior half). Morphometric evalnation was performed uvsing radial
alveolar count (FLAC) at x40 magnification. according to the method of Emery & Mitha'. A
line was dropped from the center of each terminal respiratory bronchicle to the nearest
comnective tissue septum at right-angle to the epitheliom The connt of mumber of alveoli cut
by flus line was performed on two or three histological sections to obtam at least 10 counts

per fetus. The assessor was blinded to the fetal treatment groups.

Connecrive tissue quantification

On 5-pm lung tissue sections. parenchymal collagen and elastin content were estimated from
Sums and orcein-stamed sections. which selectively stamned for collagen and elastm.
respectively. with 20 random non-overlapping fields per lnng captured at x400 magnification
{BX51. Olympus®. Melville. NY). Percent collagen and elastin in total tissue content was
measured by the connrng method with a 530 =100 sgquare gnd evepiece, excluding vessels and

alrways.

RNA extraction, RT-PCR experiments and RI-qPCR assays

Total BINA was extracted from the night lung using the FNeasy Mim Kit {Qiagenﬂ'. Venlo.
Netherlands). RNA guality was assessed by RNA-to-protein ratio (260 nm280 nm). cDNA
was generated msing the Superscript First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Life
Technologies, Saint-Avbin. France). Specific oligopuclectide primers wete onginally
generated usimg the web program Primer3  (https:'www. broadinstitute org/scientific-
commmmty/'softwareTeriteria=Primer?e20Design) based on the published segquences of each

specific gene (tropoelastin. caspase-3. endothelin-1 receptor type-A (EDNRA), SP-B. 5P-C

http:/imc.manuscriptcentral.com/pd
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and FTlsp} and designed to avoid genonuc DNA amplification (Table 1). Transcripts were
independently quantified m three different expenments. and normalized by geometric mean of
three housekeepinz gemes (RPLP0, GAPDH and P-actn). Al steps followed the MIQE
guidelmeaw. Feal-time PCE was performed wvstng Laghtcycler SYBR. Green technology

{Rioche Diagnostics®. Mevlan. France). the primer pairs and generated cDNA as above.

In Situ Cell Death Detection Assav

An indiect terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP mick-end labelling
(TUNEL) assav (In Sity Cell Death Detection Kit. POD¥, Roche Diagnostics”. Meylan
France) was nsed to evaliate lung cell apoptosis. Sections of the posterior half of the fatal left
lungs were pre-treated with 10 ng'ml of proteinase K (Roche Diagnostics™. Meylan. France)
in phosphate-buffered saline (PBS) for 15 min at 37°C. and washed in PBS. Specimens were
exposed to the TUNEL reaction mixture contaming the enzyme solution and label solution for
1 b at 37°C in a moist chamber. Slides were washed i PBS. Hoechst 33258 (1:200: 10 min)
was used to nsmalize nwcler Confrols consisted of onutting the enzyme solution (negative
contrel) or adding DNAse I (positive control). Pre-tests established the absence of false-
positive cells (like reticulocyies for example) m the counts. The two observers (G.M. and
A.D.) were blinded to anmual ID. Number of positive cells was determined by counnng the
gumiber of positivelyv-stamed cells per field 1o 20 random non-overlapping fields. vsing an
Axioplan 2 microscope (Carl Zeiss™) at x400. This count was reported as percentage of total

number of cells based on Hoechst-stained smclei
Invmunohistochemizny for Caspase 3

Anterior halves of the paraffin-embedded Inngs (5-pm sections) wers deparaffinized in

toluene and hydrated by ethamol Tissue preparations were incubated for 10 minutes with
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protemase K. then nnsed. To prevent non-specific bindimg of pnmary aznbodies, sections
were pre-incubated for 30 min with 10% pomal bovine serum (dilwhom 1:25; X0947
DakoCytomation”. Glostup. Denmark). Goat pelyclonsl ana-Caspase-3 antibody (50-12140:
Santa Croz Biotechnology™. Santa Cruz. CA) was apphed at room temperature (1:100:
overmighth. After mmsing with PBS. the :hde: were incubated with a mouse peromidaze-
conjugated anfipoat annbody (zbA985: Abcam® Cambrdze. UK) at room temperature
(1:1000, #0 min). and revealed with the TSA Plu=" Flucrescein System kit (PerkinFlmer®,
Ma) Nucles were stamed by Hoechst 33238 (1:200: 10 num} MNegative confrols were
performed without prmary antibody ineubation™ . Slides were photographed nnder an
Axjoplan 2 microscope (Carl Zewss™ at x100 and =400, The morphometic amabrsis was
bmnated to the air-exchangzing parenchyma excludmy bronchy and bronchioles. The count of
pozifive cells was performed by Imans softovare® ({63, 6,13 Butplane, Fmich, Switzerland).
This count was reported az percentage of tofal mumber of celiz based on Heechst-sramed

nucler The assessor was blinded fo the fetzl treatment groups

Immunohistochemizory for SP-B
Slides were prepared and analyvzed m the same way as for caspase-3 momunchistochempsty.
Sections were moubated m the presence of goat polvclonal ann-smifactant protein B annbody

(5c-T704; Santa Cruz Biote—:huoiogj'g. Sapta Craz, CA: 1-200, overmght).

Immumohistechemisoy for RT1
Shide: were prepared and analvzed m the same way as for caspase-3 immunchistochemuztv
Sections were incnbated i the presence of the zoat polyclonal anti-RT 1y anhbody (32-23564:

Santa Cruz Biotechnolngy™. Santz Cruz. CA: 1:200: overmght).
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Statiztical analysiz

All data apalysiz was performed wath SPS5 software (version 22, SPSS. Inc, Clucago. IL).
Continuwons vanables were compared using 2 Eruskal-Wallis test for omiuple compansons
and @ Mann-Whitney test for pairwize compansons. Vales were expressed as median and

mterquartle range (IQR). Differences were conzidered sigmaficant at p=0.03.
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RESULTS

Amimral zurgery and groz:s anatomy

Survival rate was 30%: (p=17/34) after double mwrervention 70.6% (n=2434) after DH
swrpical creatton and 70.5% (n=1724) after cervicotomy on post-DH swrvors (66. 7%
(n=6/%r1m the SHAM-zroup. 62.5% (p=53'8) 1r the IIP-group. and 85.7% {(p=0'T} mn the BA-

group (p=0.6583}. F1ve control feruses were harvested (MO-zroup).

Fesuit: are summanzed m Table 2.

Airway morphomeny

IBWE was mcreased by TO on DH. simular to that of the NO-gzroup. DH withouwt TO
decreased LEWER compared to the MO-group (Fizwe 1, Part A).

FAC. nsed for morphometic analysis. was inproved under TO, smalar to that of the 20-

group. DH without TO decreased KAC compared to the MO-group (Figure 1. Part B}

Conmective tizsue analyses

Collagen proporfon was decreased under TO. spmilar to that of the MNO-zrouwp. It was
mereased under DH without TO. compared to the MO-group (Figure 1. Part O

Elzstin comtent evaluation by histelogic count and by gPCR was not significantly different

among groups (Figwre 1. Part D and E)

Apoptotic cellular activity

Apoptonic actvity was evaluated by TUNEL. caspase-3 mmmunchistochemisoy and caspase-3

mRMNA expression
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Apoptotic actty evaluated by TUNEL was mereasad under TO, compared to the 20-zroup
(Frmare 2_Part A).
Caspase-3-postive cell count znd mBMNA expreszion were decreazed under TO wuth BA

similar to that of the F.A- and the MO-groups (Figure 2, Part B and O}

Pulmonary gene expression levels of EDNRA
EDNEA mBNA expression was decreased under TO with B A | syilar wo that of the BA- and
NO-zroups. DH wathouwt TO mereased EDNNEA expression compared to the MO-group

{Figure 3).

Pulmonary surfactant preduction

Feprezentative mmages wsaed to quanify SP-B RETlspositive cell ratio are given n Fioure 4.
SP-B/ET ly-positive cell ratio was mereased under TO with BA . ziowmiar to that of the SHAM-
and NO-groups. It decreased undsr TO with empty hposome: and imereased withour TO
{Fizures 4 and 3. Parr A%

We also caleulated the ratio beraveen 5P-B and SP-C mBNA which are strongly svnthetized
by PIL and RTI40 mENA  which i- mote specific to PI' ", The SP-BRTLigmRNA ratio was
mereased under TO wath BA. zimular to that of the SHAM- and NO-groups. It decreased
under TO with empty liposomes (Fipwe 5, Part B), SP-C/RTlyy mRNA rano increased under
TO with BA similar to that of the SHAM- and NO-groups. It decreaszed under TO with empty

hposomes (Figure 3. Pare O
DISCTUSSION

This study was designed to obzerve the pulmonary effects of tracheal B4 myecnon with TO

on rabbit fetuses wath surgical DH. with special focus on pnsumocyte differenbiannon. Our

http:!imic. manuscriptcentral .com/pd

111



[ = RS e Y L X P

Frenatal Diagnosis

results showed that intra-tracheal BA admamistration lad to a normalizaton of ponewmocyte
diffarentiation. whereas T alone zccelerated PII differentiation to PI. Other effects on DH
fatmzes induced bv BA under TO were decrease m apoptone activity and EDNEA expression.
Chur obseranons on awway morphometry confomed the LBWE and RAC decreases
associated with were comected by TP with no RA effect Collagen content decreased
under T whereas it was increazed m non-treated DH fetuzes.

Apoptotic actvity. 1n semi-quanfitative TUMEL evzluaton, was ncreased under TO*
without B4 effect: Caspaze-3 expression showed a decrezse mn apopione acovity with B4
admimsirafion

The expression of EDMNEA. mnphicated in PAH was normahzed under TO with BA wheveas
it was mereased 1 non-treated DH fetuses.

Fetoscopic TO 15 cwmently proposed for severe congemitzl DH. This intervennion decrezses
pulmonarr hyvpoplazia, ut the major side effect obzeried m ammal models 13 abnommal

R Previous

differentiation of pneumeocytes with 2 reduction m PIT surfactant-producing cells
studies i lamb DH models had demonstrated that i wrere reversal of TO restored surfactant
production and mmproved posi-natal pulmonary: fumetion’ ™ In clinieal practoee. TO 13 waually
removed at 34 weeks. enther by fetal tracheoscopy or by punchming the balloon throngh the
matemal abdomen™ . The mean delrery zestatiomal age after TO was 34-35 weeks T
Davey et 2l ¥ had demonstratad that maternal glucocortcoids admimstrabion 48 hours before
delivery restored smifactant production, but this strate zv requires aniicipation of buth.

The cnincal role of the BA agnahng pathway g development has been demonstrated m
Lnockout mice and toxic redent models for DH™". Coste et al.” confumad the kev plaver of
FA =signaling pathway in diaphragm and lung development and m DH pathogenesis.

The chowce of fetal rabhit model to smdy B4 treatment was cwrrent 1 g development

studies. Its longz pseudoglandular phaze allows the creation of a diaphrapmatic defect mn
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suffictently large fetuses. after which the pups are bomn wath lungs at a comparable stage of
development to humans, The surgical rabbet modsl offers other key advantages: widely
avallable ammal: with large litter sizes and no prmary dimruption of the retmoid sigmaling
pathway. contrary to the toxic mbofer-induced rodent modsl of DH. We previously smedied
pulmenary effects of matemal admimstoznon of R and found ne mipact on gross
anatonnc, moiphologic, cell proliferation or apoptosis mdexes in hypoplastc DH lungzs.
Furthenmore, smfactant protem expression was restored to normal Ievels m the hypoplasnc
DH lung: after matemal B4 admmstraten,

The prenatal fetoscopic TO treatment for severs forms of DE could be the hest
oppormmity to administer B4 mto the achea to mmeoveaze BA concentration directly 1o contace
with the airway epithelam. In a previous study. we bad tested and determuned that hposomes
are the most appropriate vehicle for deliverning B A through the tachaa’

A5 in many other studies conducted 1 DH amma] models undergoing TO. the result: obtamed
here confomed the sigmficant pulmonary hyvpoplasia charactenzed by decreased LBWE and
RAC™P i DH feruzes. and posttive effects of TO that normabzed IBWEY and Fac®
Funchonal stodies i neonate: and m amimzl models demonstrated that DH induce: poor hmp
compliance and merveases anway resistance. and that both are reversed by T Al studies
concerned the wopoelastin FNA expression cn DH foenzes found a decrease m DH feruses.
correctad by TO™ Mo statiztical diffaterice waz found in our study when DH or TO was
performed. The interpretation of elastie fiber deposits count on lung histologie shdes 1s
compliczted b space alteranons of elazon deposinon m DH lungs as condenzed agerezares at
the tip of the alveolar secondary septal crests and secondary :epmj'ﬁ. Cur evaluation of total
glaztic content was cowparable among the different zioups. whereas decreased m DH lungs
for Boucherar et al* and mereased for Tam et 2l with nomahizanon afrer TO™. 42 im Jam et

al ¥ our results chowad that colla gen content (meazured by histology) decreased under TO
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whereas i was moreased m DH. These resultz are difficult to ipterpret with the data here. An
histolozic study on space elastin orzamization and a mechamcal study are needed to assess BA
effects on pulmonary comphance and a.irwa:.'rer:ntameﬁ.
Cell apoptotic achity was ncreased under TO™ The mua-tacheal B4 zdjunction seemed fo
reduce cell apoptotic activity. as demonstrated by caspase 3 mummnchistochenustry.
In ammal DH medels. TO reduced pulmonary artenal reactivity evaluated bv vascular
mnmhamett‘j.'u and by Doppler measurement of pulmonary artery pulsatility mdex (P‘I}N'”. A
biochemical hallmark of PAH 1= an mereaze of endothelin-1 (ET-1) expression. This protein
15 expressed by endothehzl cells znd 1t: effects are divected throuzh two diztnet recepior
subtypes: the ET-A receptor. encoded by EDMNEA gene and lecalized on vascular smooth
omscle cells. which induces vasccopstmction and cell prolferation: the ET-B receptorn
enceded by EDMEB gene and localized on vaszcular endothelial calls" Studias in DH patients
and ammal models have observed an mereaze of ET-1 levels mn the p!a'::l.ua!33 and m the lung:!'}
as well as mereazed vascconsmictor responses to ET-1% ard mereszed EDNEA and EDNER
expression level:T5 BT mEMA exprassion and transenprional activity 1n endothelial cells
are suppressed by FA® This mechamiam mzy be moplhcated m the “ATEA syndrome”
descmbed m panents with acute promyelocytic leukerma which occasiomally develop
hypotension dunng retinoid treatment™, Chr results 1evealed an mereaze of EDNFRA mBINA
expression, and a previous study in this same model" reported that TO led to an EDNEA
decrease that even mors potent with trackez] A adjunctoon. As an adnmet to human ammiotic
stam cells™. BA could have an intere sting effect on PAH.
Oy main hypoihesiz was confirmed by pneumecyte studies. TO decreased PIIPI ranio. as
previcusly desentbed™® apd A adjunciion allowed PII'PI ratio to recover to normal levels.
In conclusion. the adjunction of mntra-tracheal A with TO as antenatal DH treatment

cotrects the main side effect of TO by sigmficantly improving pnewmocyie differentiation and
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swrfactzot production. The mns-tracheal B seems to have beneficizl effect on pulmonary
vasculanzaton, as EDNERA expression. studied as a marker of PAH. was found to decrease.
Intra-ttacheal FA could therefore have therzpeufic intersst m antenatal DH treatment. fo
mnprove nrfactant producton and ing sasculanzation reactivity. Deeper studies are mow
needed to farther mvestgate FA effects on DH lung vasculanzanon before tracheal FA

adjuncton can be tinaled i human fetuzes.
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Figure 1: T uns mophometry and connective fissue auantificaton
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A Lung-to-body weight ratto (LBWE): B. Fadial alveolar count (RACY €. Collagen
proportion: k. Elastin proportion: E. Tropeelasin mENA expression (* p=<0.03 vz HO-

group: ** p<{.03 vs. SHALM-zroup)
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Figure 2: Apoptotic cellular activity
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Firnre 3: Pulmonay gene expression levels of Tyvpe A endothelin-1 receptor (EDNEA)
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Figure 4: 5P-B and ETliyimmunchistochemmsiry
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Figure 5: Pulmonary surfactant production
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Table 1 Ohgonucleotides used for PCE amplificanon

Gene Sequence (5'-3%)
Forward: AGCCAAATACGGETGCTGECT
Tropoelastin
Feverse: CACCTGGGTAAATGGGAGAC
Forward: GUCAGAAAATACCGGTTGAA
Caspaze 3
Feverse: ACACAGGGACTGGATGAACT
Forward: AGGGGTGAACAGCACAAAAC
EDNEA
Reverse: ATGTTCACTGAGGFCAATCC
Forward: ACTGTCTACAGGAAGTCTG
5P-B
Feverse: GAAGTAGACGTCAAGCACG
Forward: CAAAGAGGCCTTGATGGAGA
5P-C
Reverse: ATCTCTAGGACCATCTCGGT
Forward: GTGAACGAGAAGCAAGTGTA
Caveoln 1
Feverse: TATTTCGTCACAGTGAAGGET
Forward: GACCTGGAAGTCCAACTACT
RFLED Reverse: ACTCAGTCTCCACAGACAAL
Forward: AGACACGATGGTGAAGETCG
GAPDH
Reverse: TGCCGTGGEGTGGAATCATAC
Forward: ATGTTTGTGATGGGCGTGAAL
B achn
Reverse: CGAAGTGGTCGTGGATGA
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Gromps Comparisons
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

La HCD congénitale est une anomalie de développethediaphragme survenant au
cours de I'embryogénése, qui laisse persister amarwnication entre les cavités péritonéale
et pleurale. Elle concerne entre 2 et 4/10000 aates vivantes. Ce défect musculaire permet
la migration intrathoracique de viscéres abdominatpnuit a l'efficacité inspiratoire des
mouvements diaphragmatiques foetaux. Il en résulbe compression des viscéres
thoraciqgues qui se solde essentiellement par umpopigsie pulmonaire, un défaut de
maturation alvéolaire et une HTAP, a l'origine dificlltés importantes a I'adaptation
néonatale. La mortalité périnatale est élevée (envb0%, comprenant les interruptions de
grossesses et les pertes foetales). Malgré lesgwade la prise en charge néonatale, la
morbidité reste importante chez les enfants sum$/avec un risque accru de DBP, de
pathologies pulmonaires obstructives et restristivde scolioses, de RGO, de déficits
neurodéveloppementaux et neurosensdriels

Pour les formes isolées les plus séveres, une @nisgharge anténatale est proposée
par réalisation d’'une OT par voie endoscopique péant une amélioration de la croissance
pulmonaire. Ce geste s’accompagne d’'une accélérdéda maturation pulmonaire, observée
sur modeéles animaux, avec une diminution du tauRldlecellules sécrétrices de surfactant
pulmonaire. Cet effet délétére de I'OT peut étreiplement corrigé par une désocclusion
trachéale avant la naissance (séquence plug-ubygitigu par I'administration de stéroidés
L’administration de rétinoides pourrait aussi iefiger la différenciation pulmonaire et
améliorer le pronostic foetal aprés OT pour HCD. R’Antervient dans tous les stades du
développement pulmonaire des mammiféres. Des txananés sur les modeéles murins ont
permis d’établir un lien entre rétinoides et HCbtamment dans le modeéle nitrofene. Il a été

montré qu’une perturbation de la voie métaboliges détinoides pouvait entrainer la
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formation de HCD chez le foetus. La supplémentagiorrétinol ou en AR aux instants clés
du développement pulmonaire permettait d’en rédllireidence. Une supplémentation
maternelle en AR permet de corriger les anomalgemédturation pulmonaire présentes dans
les HCD créées chirurgicalement chez des foetusdapilais I'’AR ne permet pas de corriger
I'hypoplasie pulmonaire pour laquelle il est ackeielet proposé de réaliser une OT per
fetoscopie dans les formes les plus séveres de étD@Zatique clinique.

Suite a ces données, nous avons étudié les eftets ddministration d’AR directement dans
la trachée foetale, au plus prés du tissu cibl@ol@mon, en complément de I'OT. Afin de
pouvoir délivrer de I'AR en intra-trachéal, dansnbd@me temps opératoire que I'OT, il était
nécessaire de trouver un véhicule pour cette migdipophile a instiller en milieu aqueux.
En utilisant un modele de feoetus lapin a poumon, saus avons étudié deux véhicules
possibles, les liposomes et le Migf§olLes liposomes sont couramment utilisés pour
I'administration, notamment intraveineuse, de I'’AR. Miglyol®, huile neutre, est utilisé en
ophtalmologie pour I'application de I'AR du fait des capacités de transport de molécules
hydrophobes dans un milieu agueux. En comparargffets de I'injection intratrachéale, en
complément d’'une OT, de ces deux molécules, videsauplées a de I'AR, et de sérum
physiologique, nous avons pu confirmer que I'OTelque soit la molécule injectée dans la
trachée, permettait d'augmenter le volume pulmeneir de modifier I'anatomie des voies
aériennes en augmentant le CRA. La production déB,Sprotéine du surfactant, était
conservée avec l'adjonction d’AR alors qu'elle €taliminuée lorsque du sérum
physiologique était administré. Cet effet semhbhiis marqué lorsque I'AR était couplé aux
liposomes. Les liposomes ont donc été choisis comémécule pour étudier les effets de
I'injection intratrachéale d’AR couplée a I'OT sler modéle chirurgical lapin de HDC. Nos
résultats montraient que I'administration d’AR sdaitbdiminuer le phénoméne d’apoptose,

potentialisait I'effet de I'OT sur I'expression IEBRA, reflet d’HTAP, et normalisait la
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production des protéines du surfactant, diminuéeasrd’OT. En conclusion, 'administration
intratrachéale d’AR en méme temps que I'OT pouraatéliorer la vascularisation et la
maturation pulmonaires.

Afin d'étayer les possibilités de I'AR dans ce taxie, des études complémentaires
devront étre menées, notamment avec un plus grandbne de foetus lapin. Une
expérimentation sur un autre modéle animal, ovin gg@mple, pourrait déterminer si ces
résultats sont valables sur d’autres especes. dab/se plus fine du contenu en tissus
conjonctifs avec étude de la distribution spatil&’ et des études mécaniqtis
permettraient de mieux comprendre les effets éedntaur la compliance et I'élasticité
pulmonaires. Pour évaluer les effets de 'AR suvdaculopathie artérielle pulmonaire, des
mesures histologiquE$?® des marqueurs moléculaires du remodelage vaseulai
(endothéline 1, VEGF, FGF)*?° des mesures doppléls**°?# et invasives des pressions

intravasculaires pourraient étre étudiés sur déssfet nouveau-nés de modéles animaux.
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