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RESUME

INTRODUCTION : L’anoxie périnatale reste fréquente et peut se compliquer d’une
encéphalopathie anoxo-ischémique (EAI), représentant un enjeu de santé publique majeur.
Le pronostic des EAl modérées et sévéres est amélioré par I’hypothermie thérapeutique (HT)
débutée avant 6 heures de vie. L'EEG permet d’évaluer précocement la sévérité de I'EAl mais
son interprétation nécessite une expertise qui n’est pas toujours disponible.

A partir de I'analyse quantitative des EEG néonataux enregistrés en phase de latence post-
anoxique, I'objectif de ce travail est de développer un outil de classification automatique de
la sévérité des EEG permettant de discriminer précocement les nouveau-nés nécessitant un
traitement par HT. Ce modeéle sera également testé sur des EEG enregistrés aprées H6 sous
HT. Enfin, les marqueurs quantitatifs EEG (QEEG) seront utilisés pour étudier la réponse

cérébrale foetale directe a une anoxie aigué expérimentale chez le foetus de brebis.

METHODES : 150 EEG, enregistrés dans les 6 premiéres heures de vie aprés une anoxie
périnatale, ont été gradés visuellement en 3 groupes de sévérité selon la classification
francaise et quantifiés a I'aide de 6 marqueurs qEEG mesurant I'amplitude, la continuité et le
contenu fréquentiel du signal. Les variables qEEG décrivant au mieux les groupes de sévérité
ont été combinées dans des algorithmes d’apprentissage automatique. Différents modeéles
étaient entrainés a classer la sévérité EEG d’une cohorte de développement (n=90) puis
testés sur une cohorte de validation (n=60). Le modele le plus performant était également
entrainé a prédire I’évolution clinique a 1 an puis étudié sur 271 tracés enregistrés aprés H6
chez des nouveau-nés sous HT.

Les mémes marqueurs qEEG ont été utilisés dans un modeéle expérimental de foetus de
brebis pour étudier I'activité cérébrale normale in utero chez 7 témoins et la réponse
cérébrale feetale a une anoxie aigué provoquée par des occlusions de cordon ombilical

répétées chez 9 autres feetus.

RESULTATS : Les variables qEEG discriminaient significativement les 3 groupes de sévérité EEG
visuels, ainsi que I’évolution clinique favorable ou défavorable des enfants a I'age de 1 an. Le

modele de classification automatique le plus efficace était basé sur un algorithme de SVM qui
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classait correctement 80% des tracés par rapport aux groupes de sévérité visuels et 94% par
rapport a I'évolution clinique. 67% des tracés enregistrés apres H6 étaient bien classés par ce
modéle selon leur groupe de sévérité.

Nous avons ensuite développé une nouvelle technique d’acquisition EEG chez le feetus de
brebis. La réponse foetale cérébrale a I'anoxie aigué était caractérisée par une suppression du
signal per-occlusion qui semble adaptative, et une altération globale progressive du signal
avec la sévérité de I'anoxie qui refléterait la défaillance des mécanismes d’adaptation. La
diminution de la SEF lors des occlusions séveres était corrélée a la survenue de lésions

cérébrales.

CONCLUSION : L'utilisation de marqueurs qEEG pertinents cliniquement et disponibles en
routine, a permis de décrire quantitativement la sévérité des tracés et de développer un
modele de classification automatique des EEG efficace dés la phase de latence post-anoxique
pour discriminer les nouveau-nés nécessitant un traitement par HT. Ce modéle peut
également étre utilisé chez les enfants mis en HT pour évaluer automatiquement I’évolution
des tracés et donc le pronostic a plus long terme. Il peut servir a I'implémentation d’un outil
d’évaluation automatique de la sévérité de I'EAI utilisable au lit du malade comme aide
clinique pour les décisions thérapeutiques des premiers jours de vie.

L'utilisation de ces marqueurs qEEG a également permis de repérer des marqueurs prénataux
potentiellement prédictifs des lésions anoxo-ischémiques cérébrales. Ces marqueurs
pourront étre utilisés pour le développement de nouveaux moyens de détection précoce et

de prévention de I'EAl néonatale.
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ABSTRACT

Quantitative and automated analysis of post-anoxic neonatal EEGs
Development of a clinical tool for the early diagnosis of neonatal hypoxic-ischemic

encephalopathy

INTRODUCTION: Perinatal anoxia remains common and can lead to hypoxic-ischemic
encephalopathy (HIE), representing a major public health issue. The prognosis of moderate
and severe HIE is improved by therapeutic hypothermia (TH) started within 6 hours of life. EEG
allows early assessment of HIE severity but its interpretation requires expertise that is not
always available.

Based on quantitative analysis of neonatal EEGs recorded in the latent phase after anoxia, we
aimed to develop a clinical tool for automatic classification of EEG severity and early
discrimination of neonates requiring TH. This model will also be tested on EEGs recorded after
H6 under TH. Finally, quantitative EEG markers (qEEG) will be used to study the direct fetal

brain response to experimental acute anoxia in the fetal sheep.

METHODS: 150 EEGs recorded within 6 hours of life after perinatal anoxia were visually graded
into 3 severity groups according to the French Classification and quantified using 6 qEEG
markers measuring signal amplitude, continuity and frequency content. The qEEG variables
that best described the severity groups were combined in machine learning algorithms.
Different models were trained on a development cohort (n=90) to classify the EEG severity
and then tested on a validation cohort (n=60). The most effective model was also trained to
predict clinical outcome at 1 year. This model was then studied on 271 EEGs recorded between
H12 and H72 in neonates treated with HT.

The same gEEG markers were used in an experimental fetal sheep model to study the normal
brain activity in 7 controls and the fetal brain response to acute anoxia induced by repeated

umbilical cord occlusions in 9 other fetuses.

RESULTS: The qEEG variables significantly discriminated the 3 visual EEG severity groups, as

well as between poor or good clinical outcome at 1 year of age. The most effective automatic
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classification model was based on a SVM algorithm with an accuracy of 80% for EEG severity
groups and 94% for clinical outcome.

When the model was applied to “TH” EEG recorded after H6, the accuracy was 67% for EEG
severity groups.

In the experimental part, we developed a new method for in utero EEG acquisition in the fetal
sheep. The fetal brain response to acute anoxia was characterized by the suppression of EEG
activity during occlusion which would correspond to a neuroprotective adaptive mechanism,
and a progressive global alteration of the signal with the severity of the occlusions, which
would rather reflect ischemic cerebral repercussion in relation to the failure of cardiovascular
adaptation mechanisms. The decrease in SEF during severe occlusions was significantly

correlated with neuronal lost.

CONCLUSION: The use of clinically relevant qEEG markers allowed to quantitatively describe
the severity of post-anoxic neonatal EEGs according to the French classification and to develop
an automatic EEG classification model effective in the post-anoxic latent phase to discriminate
neonates requiring TH. This model can also be used in neonates treated by TH to automatically
assess the evolution of the EEG and thus the long term prognosis. This model can be used to
implement a clinical tool for automatic assessment of HIE severity that can assist medical
decisions in the first days of life, particularly for TH indication.

These qEEG markers reflected the fetal cerebral response to acute anoxia and may represent
prenatal markers predictive of cerebral hypoxic-ischemic lesions. In the future, these markers

may be used to develop new methods for early detection and prevention of neonatal HIE.
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RESUME TOUT PUBLIC

Francgais

Parmi les complications de I'accouchement, un manque d’apport en oxygene chez le foetus
peut mener a la constitution de Iésions au niveau du cerveau. Ces lésions peuvent étre
responsables du déces du nouveau-né ou d’un handicap futur. La mise en hypothermie
controlée de ces enfants pendant 3 jours permet d’améliorer leur évolution mais ce
traitement doit étre initié dans les 6 premieres heures de vie pour étre efficace.
L’enregistrement précoce de I'activité électrique cérébrale (EEG) est I'examen le plus fiable
pour évaluer la sévérité de I'atteinte neurologique et donc identifier les enfants éligibles a ce
traitement.

Dans ce travail, nous avons développé une méthode de classification automatique de la
sévérité des EEG enregistrés chez ces enfants. A partir des mesures de différentes
caractéristiques du signal, notre algorithme permet de classer correctement 80% des
nouveau-nés selon 3 groupes de sévérité EEG et de prédire a 94% leur évolution clinique a 1
an. Cet algorithme pourra étre utilisé pour développer un outil d’aide clinique permettant
d’identifier automatiquement les nouveau-nés éligibles au traitement deés les premieres

heures de vie.

Anglais

Among the complications of childbirth, a lack of oxygen supply to the fetus can lead to brain
damage. This damage may result in the death of the newborn or in future disability.
Controlled hypothermia for 3 days can improve the outcome of these infants but this
treatment must be initiated within the first 6 hours of life to be effective. Early recording of
brain electrical activity (EEG) is the most reliable investigation to assess the severity of brain
damage and thus identify newborns eligible for this treatment.

In this work, we developed a method for automatic classification of the severity of these
newborns' EEGs. Based on measures of different signal characteristics, our algorithm
correctly classifies 80% of newborns into three EEG severity groups and predicts 94% of their
clinical course at 1 year. This algorithm could be used to develop a clinical support tool for

the automatic identification of newborns eligible for treatment in the first hours of life.
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Définitions et épidémiologie

L’anoxie périnatale correspond a une altération des échanges gazeux foeto-maternels liée a
un évenement périnatal aigu (1). Pendant I'accouchement, elle peut étre causée par une
anomalie de la présentation du cordon ombilical (procidence, latérocidence, nceud, circulaire,
etc.) responsable de compressions cordonales séveres lors des contractions utérines,
entrainant une hypoxie et une hypercapnie par I'altération des échanges gazeux, ainsi qu’une
ischémie, c’est-a-dire une diminution de la perfusion sanguine tissulaire. D’autres mécanismes
peuvent néanmoins étre en cause comme une anomalie placentaire (décollement, hématome
rétro-placentaire), une dystocie mécanique, une rupture utérine, une hypotension artérielle
maternelle ou encore une hémorragie aigué maternelle ou feetale (2).

Autour de la naissance, I'anoxie est classiquement suspectée devant une diminution des
mouvements actifs foetaux, la présence d’anomalies du rythme cardiaque foetal au
cardiotocogramme, d’une acidose métabolique sur les prélevements au scalp ou au cordon
ombilical et une mauvaise adaptation a la vie extra-utérine (score d’Apgar bas a 5-10 minutes,
nécessité d’un support ventilatoire a 10 minutes), bien que les critéres diagnostiques soient
variables.

Son incidence est estimée a environ 1-5 nouveau-nés pour 1000 naissances vivantes a terme
dans les pays dits « industrialisés » mais les chiffres varient selon les études et les critéres (3—
7). Dans une étude rétrospective de 5 364 663 naissances en Californie entre 1991 et 2000,
I'incidence globale de I'anoxie périnatale était de 4.5%o0 mais celle-ci diminuait de 14.8 a 1.3%o0
selon les années d’étude (4). Elle représenterait la troisieme cause de mortalité néonatale
dans le monde (23%) apres la prématurité (28%) et les infections sévéres (26%) (8).

Le déficit d’apport énergétique au niveau cérébral, lié a I'hypoxie et/ou I'ischémie, peut
entrainer le développement d’une encéphalopathie anoxo-ischémique (EAl) néonatale. Dans
la littérature, la limite est floue entre les notions d’anoxie périnatale sévere, d’EAl a « court
terme », correspondant au retentissement neurologique précoce de I'anoxo-ischémie dans
les premieres heures de vie, et d’EAl a « long terme », correspondant aux lésions anoxo-

ischémiques cérébrales définitives responsables de séquelles neurologiques a long terme.
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Dans les résultats préliminaires de I’étude Lytonépal, menée en France entre septembre 2015
et mars 2017, 791 nouveau-nés de plus de 34 semaines d’aménorrhée sur 1039 586
naissances vivantes, soit 0.76%., présentaient des critéeres cliniques précoces
d’encéphalopathie modérée ou sévere (équivalent a un stade de Sarnat 2 ou 3), suite a une
anoxie périnatale (définie comme une acidose sévére : pH<7 ou excés de base < -16 mmol/I ;
ou modérée avec un évenement périnatal aigu, un changement brutal de la fréquence
cardiaque foetale, un score d’Apgar <5 a 10 minutes de vie et/ou la persistance de la nécessité
d’une ventilation a 10 minutes) (9). Avant I’ére de I’hypothermie thérapeutique (HT), 15% des
enfants ayant des critéres cliniques précoces d’EAl modérée ou sévere décédaient en période
néonatale et 25% présentaient des séquelles neurologiques a long terme (10,11). Selon leur
sévérité et leur localisation, les lésions anoxo-ischémiques cérébrales peuvent ainsi étre
responsables de séquelles allant de déficits moteurs, sensoriels et cognitifs légers a une
paralysie cérébrale sévere, une déficience intellectuelle, une épilepsie voire un polyhandicap
lourd (12). Nous verrons que le traitement par HT a changé le pronostic de I'EAl néonatale
mais celle-ci reste encore la cause la plus fréquente de séquelles neurologiques séveres dans

le monde et représente donc un enjeu de santé publiqgue majeur (10).

Physiopathologie de I'encéphalopathie anoxo-ischémique

Les Iésions neurologiques liées a I'anoxo-ischémie cérébrale surviennent classiquement en
plusieurs phases (figure 0.1) : une premiere phase de mort neuronale précoce liée
directement a I'anoxie par carence énergétique aigué, suivie d’une phase de latence d’au
moins six heures puis une seconde phase de mort neuronale retardée liée a une cascade
métabolique délétére, responsable des lésions définitives (13,14). Le pronostic de I'atteinte

cérébrale dépend de I'importance et de la localisation de ces lésions (15,16).

Les modeles expérimentaux animaux (en particuliers les rongeurs, les foetus de brebis, de
cochon et de singe) ont permis de mieux comprendre les mécanismes de réponse foetale a
I’'anoxo-ischémie aigué. Chez les mammiféres, le foetus semble avoir une meilleure tolérance
cérébrale et cardiaque a l'anoxie que les adultes, grace a la mise en place rapide de
mécanismes adaptatifs coordonnés tres efficaces lors de la phase initiale de I'anoxie (figure

0.2). Lors d’'une compression du cordon ombilical chez le foetus de brebis par exemple,

18



INTRODUCTION GENERALE

I’'hypoxie stimule les chémorécepteurs carotidiens et aortiques, entralnant une
vasoconstriction périphérique et une majoration de la pression artérielle. Ceci va activer le
baroréflexe, entrainant une bradycardie transitoire via le systeme parasympathique. La
vasoconstriction périphérique est également majorée par une stimulation surrénale via le
systeme sympathique, induisant la libération de catécholamines (17-24). Ceci permet une
redistribution de la circulation sanguine aux organes centraux (myocarde, surrénales, cerveau,
etc.) et donc une majoration de la perfusion cérébrale. Celle-ci est également facilitée par une
diminution de la résistance vasculaire cérébrale médiée notamment par l'effet local
vasodilatateur du CO2 et semble relativement plus importante dans les régions sous-corticales
et le tronc cérébral (25-27).

En paralléle, en réponse a la réduction des apports énergétiques cérébraux (oxygéne et
glucose), d’autres mécanismes d’autorégulation cérébrale se mettent en place. Une
diminution active du métabolisme cérébral est induite par [lintermédiaire de
neuromodulateurs inhibiteurs comme I'adénosine ou les neurostéroides (28—33), permettant
une suppression de la transmission synaptique et ainsi une diminution de I’énergie
consommée par le transport ionique potassium-sodium qui accompagne la génération des
potentiels synaptiques (26,34). Par ailleurs, I'utilisation du métabolisme (glycolyse) anaérobie
contribue au maintien des apports énergétiques, comme le montre I'augmentation de
I’extraction de glucose au niveau cérébral alors que I'extraction d’oxygene diminue lors d’'une

occlusion de cordon chez le feetus de brebis (26,35).

Lorsque I'hypoxie se prolonge, les mécanismes adaptatifs cardio-vasculaires deviennent

insuffisants. L’hypoxie tissulaire est alors responsable d’une activation du métabolisme
anaérobie entrainant la production d’acide lactique et une acidose métabolique progressive,
majorée par I'hypercapnie liée a I'altération des échanges gazeux foeto-maternels. L’hypoxie
tissulaire et I'acidose entrainent progressivement une défaillance cardio-vasculaire, avec une
altération de la fonction cardiaque et une perte de la vasoconstriction périphérique initiale,
responsables d’une hypotension artérielle (36—42). La perfusion cérébrale ne peut alors plus
étre maintenue et, en-dessous d’un certain seuil (seuil ischémique inférieur), I'autorégulation
cérébrale n’est plus possible, entrainant une défaillance du métabolisme oxydatif, une

épolarisation neuronale anoxique et une cascade d’évenements délétéres menant a la mor
d [ t [ t ded’ ts délét tal t
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neuronale primaire (31,43,44). L'étude de Lotgering et al. montre ainsi une perte de
I'autorégulation cérébrale des 4 minutes d’occlusion cordonale chez le foetus de brebis, en
rapport avec I’hypotension artérielle (45). Le métabolisme anaérobie entraine une
accumulation de lactate au niveau cérébral et une défaillance des pompes ioniques
membranaires (Na+/K+ ATPase et Na+/Ca2+ échangeur), responsable d’une entrée de
calcium, de sodium et d’eau dans les cellules et ainsi de la constitution d’'un cedéme
cytotoxique cérébral (1,46). L'entrée de calcium dans les cellules déclenche également la
libération et I'accumulation d’acides aminés excitateurs comme le glutamate dans |'espace
extracellulaire, ainsi que la production de radicaux libres et de monoxyde d’azote (NO)
cérébral (1,46). Toute cette cascade mene a la mort de certains neurones par nécrose ou mort
cellulaire programmeée (1,47). Selon Hossmann et al., la dépolarisation neuronale anoxique et
la constitution de I',edéme cytotoxique surviendraient a partir d’une réduction du flux

carotidien cérébral de plus de 70-90% (48,49).

Lors de la reperfusion, le métabolisme oxydatif cérébral récupére au moins partiellement,
avec une régression de l'accumulation des acides aminés excitateurs et de I'cedéme
cytotoxique cellulaire en 30 a 60 minutes environ (31,46,50). Survient alors une phase de
latence d’environ six heures, durant laquelle persiste la suppression active du métabolisme
cérébral, associée a une hypoperfusion cérébrale mais une amélioration de |'oxygénation

tissulaire chez le foetus de brebis proche terme (44,50-53).

Lorsque I'anoxo-ischémie cérébrale est sévére, cette phase est suivie 6 a 15 heures apres par

une phase de défaillance énergétique secondaire avec une altération de [|activité

mitochondriale cérébrale. Cette phase est caractérisée par une hyperperfusion cérébrale, une
réponse inflammatoire systémique et locale, une libération d’acides aminés excitateurs, de
NO et de radicaux libres, une dépolarisation neuronale anoxique, la constitution d’'un cedéme
cytotoxique, et une mort cellulaire programmeée, provoquée entre autres par I'activation de
la caspase-3 (13,14,44,51,52,54-56). Cette cascade secondaire est responsable de la perte
neuronale secondaire irréversible et donc des Iésions cérébrales définitives. On retrouve
durant cette phase la présence d’activités paroxystiques et de crises, corrélées a la perte

neuronale (46,57,58).
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La localisation et la sévérité des lésions dépendent de la cause et du mécanisme de I'anoxo-
ischémie. Un événement anoxique sévére tres aigu semble entrainer une perte neuronale
sélective dans les noyaux gris centraux, le thalamus et le tronc cérébral alors qu’une hypoxie
partielle prolongée entrainerait plutot des lésions dans les zones jonctionnelles cérébrales
(cortex parasagittal), bien que celles-ci soient retrouvées dans de multiples modéles d’anoxie
chez le foetus de brebis (11,49,59). D’autres Iésions peuvent étre observées comme une
nécrose et une gliose de la substance blanche (leucomalacie périventriculaire), une nécrose

ischémique focale ou encore des Iésions isolées de I"hippocampe (1,10).

La phase de latence post-anoxique représente ainsi la fenétre thérapeutique durant laquelle
un traitement neuroprotecteur peut étre mis en place afin de limiter la phase lésionnelle
secondaire et donc la constitution des lésions définitives qui déterminent I’évolution
neurologique. Une intervention thérapeutique précoce conditionne le pronostic de ces
enfants et I’hypothermie thérapeutique (HT) reste a ce jour le traitement ayant montré le plus

grand bénéfice sur le pronostic a long terme.

Figure 0.1 - Différentes phases de constitution des Iésions anoxo-ischémiques cérébrales

Phases of Cerebral Injury

Reperfusion

Insult Latent Secondary

Hypoxic From~1hto6h From ~6 h to >3 days

depolarization
Recovery of oxidative Deteriorating mitochondrial

EAAs metabolism vs residual function
mitochondrial injury

OFRs/NO Seizures /| EAAs
Programmed cell death

Calcium entry Hyperperfusion
Inflammation

Cell lysis Cytotoxic edema

| Receptor hyperactivity

Final cell death
OFRs

BBB dysfunction

FIGURE 2 | Schematic diagram illustrating the different pathological
phases of cerebral injury after severe hypoxic-ischemia. OFRs, oxygen
free radicals; BBB, blood brain barrier; EAAs, excitatory amino acids; NO,
nitric oxide.

Figure extraite de I'article Wassink G. et al. « The mechanisms and treatment of asphyxia encephalopathy.”
Front Neurosci. 2014;8:40. (44)
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Figure 0.2 - Réponse fcetale a I’hypoxie aigué
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Figure extraite de I'article Garabedian C. et al. « Understanding fetal physiology and second line monitoring
during labor » J Gynecol Obstet Hum Reprod 2017 (24)

Hypothermie thérapeutique

Les études expérimentales menées sur des foetus de brebis, de cochons ou de rats ont montré
gue I'hypothermie permettait de diminuer la demande métabolique cellulaire, retardant la
dépolarisation cellulaire anoxique (60,61). Elle réduit I'accumulation des excito-toxines et
radicaux libres, la réponse inflammatoire, la défaillance de I'activité mitochondriale, la mort
cellulaire programmeée, préserve la barriere hémato-encéphalique et I'intégrité des axones et
de la myéline (13,44,60,62—67). Ceci permet de limiter I'cedéme cytotoxique secondaire,
I'activité épileptiforme et les crises (51,68—70), et ainsi la perte neuronale et I'extension des
Iésions cérébrales (44,51,58,64).

Afin d’obtenir une neuroprotection efficace, les études ont montré que I'hypothermie
modérée (entre 32 et 34°C) devait étre initiée le plus t6t possible durant la phase de latence,
soit dans les 6 premieres heures post-anoxie, avant la défaillance énergétique secondaire et

I'apparition des crises, et poursuivie pendant toute la phase secondaire, soit au moins 48-72
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heures (51,58,71-73). Par contre, la poursuite de I’'hypothermie thérapeutique au-dela de 72

heures post-anoxie n’a pas montré de bénéfice (58,73).

Par la suite, I'efficacité d’un traitement précoce par hypothermie controlée a été largement
démontré par les études cliniques chez des nouveau-nés a terme présentant une EAl modérée
a sévere (74-76). L’étude de Jacobs et al., une méta-analyse de 11 essais randomisés (1505
enfants), a prouvé que I'hypothermie modérée débutée avant six heures de vie améliorait
significativement la survie et le pronostic de ces enfants, avec une réduction du risque relatif
de décés et de séquelles majeures de 25% a 18 mois (risque relatif 0.75 [95 % Cl 0.68 a 0.83]),
le nombre de sujet a traiter étant de 7 (5-10) (76). Par exemple, une des études incluses
montre ainsi une réduction du taux de déces ou de séquelles modérées-séveres a 18 mois
dans un groupe de 102 nouveau-nés mis en HT (44%) par rapport aux 106 nouveau-nés du
groupe controle (62% ; p=0.01) (77). Les groupes de recherche TOBY et NICHD ont également
pu montrer une amélioration du devenir a plus long terme avec une diminution du risque de
déceés, de paralysie cérébrale et de trouble cognitif (Ql<70) a 6-7 ans (75,78).

En outre, plus le traitement est initié tot, plus il semble améliorer le pronostic a moyen et long
terme (79). En regard, les risques liés a I’'HT semblent relativement limités. L’hypothermie peut
entrainer certains effets secondaires : hémodynamiques (hypertension artérielle a I'initiation,
bradycardie sinusale), hématologiques (thrombocytopénie mais sans majoration des
complications hémorragiques) ou métaboliques (hyperglycémie modérée). Ce traitement
représente néanmoins un stress néonatal important puisqu’il implique une séparation des
parents, des traitements invasifs (cathéters centraux, ventilation mécanique), I'administration
de sédations, d’inotropes, etc. (76,80,81).

Actuellement, il s’agit du traitement de référence de I'EAI néonatale chez I'’enfant de plus de
36 SA en cas d’EAl modérée ou sévere (74). Les premiéres recommandations francaises ont
été publiées en 2010 (82), entrainant une généralisation de la prise en charge de I'EAI par
hypothermie thérapeutique modérée dans les 75 maternités francaises de niveau 3 entre
2010 et 2013 (83). Une étude multicentrique réalisée en France en 2013 montre cependant
gue la mise en place de ces recommandations est hétérogene (84).

D’autres traitements neuroprotecteurs ont été étudiés (inhibition de la libération de

glutamate, blocage des récepteurs NMDA et AMPA, inhibition de la synthese de NO,
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antioxydants, anti-radicaux libres, mélatonine, érythropoetine, cellules souches etc.). Pour
étre efficaces, certains traitements devaient étre initiés pendant ou immédiatement aprés
I’anoxie, ce qui est impossible en pratique. D’autres sont prometteurs, mais toujours en cours

d’étude (11).

L’évaluation du retentissement cérébral de I'anoxie aigué dans les premieres heures de vie, et
donc le diagnostic de I’encéphalopathie anoxo-ischémique « précoce », représente ainsi un
enjeu crucial dans les services de néonatalogie. Il est nécessaire de pouvoir disposer de
biomarqueurs pronostiques fiables avant H6, afin de pouvoir discriminer le plus précocement

possible les nouveau-nés éligibles au traitement par hypothermie.

Diagnostic de I'encéphalopathie anoxo-ischémique néonatale

Comme nous I'avons évoqué, la définition de I'EAI néonatale est dynamique et ses critéres

diagnostiques évoluent selon le moment de I'évaluation (figure 0.3).

Période périnatale : diagnostic de I'anoxie sévere

Cardiotocogramme

Lors du per partum, le bien étre du foetus est principalement monitoré par I'analyse de son
rythme cardiaque au cardiotocogramme. Les anomalies du rythme cardiaque fcetal (RCF),
comme les décélérations lors des contractions utérines, peuvent révéler la survenue d’une
anoxie aigué. Elles ont une bonne valeur prédictive sur I'acidose périnatale (85) mais leur
analyse est subjective et ne permet pas de prédire la survenue de complications
neurologiques post-anoxiques (86,87). Ainsi, dans I'étude de Murray et al., la majorité des
nouveau-nés avec une EAl néonatale sévere (critéres cliniques et EEG) présentaient des tracés
de cardiotocogramme initialement normaux avec un évenement « sentinelle » aigu juste

avant la naissance (88).
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Gazométrie

L’acidose métabolique, mesurée sur les gaz du sang prélevés au scalp durant I'accouchement
ou au cordon ombilical a la naissance, refléte I'utilisation du métabolisme anaérobie lors d’'une
anoxie périnatale sévere. Il s’agit d’'un marqueur précoce d’hypoxie tissulaire mais du fait des
mécanismes d’adaptation évoqués dans la partie précédente, I'acidose méme sévére (pH < 7)
ne reflete pas directement le retentissement cérébral foetal de I'anoxie, et notamment la
capacité du feetus a maintenir une perfusion cérébrale au-dessus du seuil ischémique. Elle
semble ainsi peu prédictive de la sévérité de I'encéphalopathie a long terme dans les études
antérieures (89—-96). Ainsi, dans I’étude de Perlman et al., seulement 12% des nouveau-nés
avec une acidose sévere développaient une EAI précoce (97). Le pH et lactate a la naissance
ne différaient pas non plus selon les grades de sévérité EEG attribués précocement dans
I’étude de Murray et al., ni selon I’'évolution favorable ou défavorable a 18 mois chez des

nouveau-nés ayant une EAl mis en HT dans I'étude de Tokuhisa et al. (93,94).

Score d’Apgar

Un score d’Apgar bas (98) 5 ou 10 minutes apres la naissance, semble avoir une bonne valeur
prédictive sur la mortalité néonatale (92,99,100). Cependant, sa nature subjective entraine
une importante variabilité inter-observateur et sa valeur pronostique sur la sévérité de I'EAIl a
long terme reste limitée (101). Ainsi, 80% des nouveau-nés ayant un score inférieur ou égal a
7 a 5 minutes avaient une évolution favorable a 1 an dans I’étude de Ruth et Raivio (89) et 1
enfant sur 5 ayant un score de 0 a 10 minutes survivait jusqu’a I’dge scolaire sans séquelles

modérées ou séveres dans I'étude de Natarajan et al. (102).

Ainsi, les outils diagnostiques classiquement utilisés en période périnatale permettent de
diagnostiquer la survenue d’une anoxie aigué mais pas de prédire de facon fiable
I’encéphalopathie a long terme. En effet, ils ne rendent pas compte des mécanismes

adaptatifs du foetus a I'anoxie et donc du retentissement cérébral de celle-ci.
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Phase de latence : diagnostic du retentissement neurologique précoce de I'anoxie
Dans les premiéres heures de vie, soit en phase de latence, le retentissement neurologique

précoce de I'anoxie est principalement évalué a 'aide de criteres cliniques et EEG.

Clinique

L’encéphalopathie néonatale est définie cliniquement par une perturbation des fonctions
neurologiques du nouveau-né, se manifestant par des troubles de succion, des difficultés
respiratoires et alimentaires, une altération de la conscience (irritabilité, léthargie,
obnubilation, coma), de I'activité motrice globale, de la posture et du tonus (103,104).
L’examen neurologique peut-étre évalué et gradé a I'aide de classifications standardisées
comme celles de Sarnat ou de Thompson (103,105). Avec l'ére de [|’hypothermie
thérapeutique, la classification de Sarnat, qui incluait dans sa description initiale des critéres
cliniques et EEG évalués apres 24 heures de vie, a été modifiée pour n’utiliser que I'examen
clinique dans les 6 heures suivant la naissance, afin de s'aligner sur la fenétre thérapeutique
de la phase de latence post-anoxique (49). Cette classification est ainsi utilisée comme
référence dans de nombreux centres pour déterminer I'indication d’"HT. Cependant, 'examen
clinique précoce n’a pas la méme valeur pronostique qu’apres 24 heures de vie et peut étre
trompeur, notamment lorsqu’il est réalisé chez un enfant hypotherme, sédaté voire intubé.
De plus, I'évaluation clinique méme standardisée reste subjective et I'examen neurologique
du nouveau-né nécessite de I'expérience. En phase de latence, I'examen neurologique
précoce n’est donc pas trés prédictif du devenir a long terme, notamment pour les stades
intermédiaires (stade de Sarnat 2 par exemple). Ainsi, dans I'étude de Walsh et al., la sévérité
des lésions anoxo-ischémiques cérébrales a I'IRM apres hypothermie thérapeutique n’était
pas différente en fonction des 3 stades d’EAI cliniques attribués précocement selon la
classification de Sarnat (106). A I'inverse, dans I'étude de DuPont et al., 20% des enfants ayant
une encéphalopathie évaluée cliniquement comme légére (HT non indiquée) avaient une

évolution défavorable a court terme (107).
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EEG conventionnel

En phase de latence, I'EEG conventionnel est actuellement I'examen de référence pour
évaluer le retentissement neurologique post-anoxique et I'indication de traitement par HT.
Cet examen non invasif et immédiatement disponible au lit du patient, permet une évaluation

précoce, dynamique et en temps réel des mécanismes de réponse cérébrale post-anoxique.

Son interprétation nécessite avant tout une bonne connaissance du tracé EEG normal d’un
nouveau-né a terme : le tracé de fond est continu ou alternant dans le sommeil calme avec
une activité de fréquences mixtes et d’amplitude variant entre 50 et 100 uV environ. Il
comporte une organisation temporo-spatiale avec une activité synchrone et symétrique, des
cycles veille-sommeil et une bonne réactivité ainsi que des grapho-éléments
physiologiques comme des encoches frontales et une dysrythmie lente antérieure (108-110).
L'absence ou l'altération de ces caractéristiques aprés une anoxie périnatale ont une valeur
pronostique péjorative dés la phase précoce, notamment la diminution de I'amplitude et la
discontinuité du signal, c’est-a-dire la présence de périodes inactives (appelées discontinuités
ou intervalles inter-bouffées) séparant des bouffées d’activité (109,111,112). Ainsi, le
traitement par hypothermie thérapeutique est indiqué avant H6 chez les nouveau-nés
présentant des anomalies EEG modérées ou séveres. Néanmoins, I'évaluation des EEG
néonataux post-anoxiques n’est pas standardisée et de nombreuses classifications sont
proposées dans la littérature (113). Si la plupart des équipes s’accordent sur les stades
extrémes, les tracés intermédiaires sont particulierement difficiles a évaluer et leur
classification reste controversée (114). La classification visuelle standard en France (tableau
0.1) est adaptée des critéres de Scavone et Pezzani (115,116). Elle classe les EEG en 4 grades
de sévérité de 0 a 3: le grade O correspondant a un tracé normal, le grade 1 a un tracé
comportant des anomalies minimes (subnormal), le grade 2 a des anomalies intermédiaires et
le grade 3 a des anomalies séveres (108). Il a été montré que cette classification était bien

corrélée au pronostic a long terme (117).
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Tableau 0.1 - Classification EEG frangaise de I'EAl néonatale

Grades EEG de sévérité de I'EAl néonatale selon Lamblin et al. 2013 (108)

Grade EAI Tracé Description

0 Normal Activité moyenne avec un tracé de fond continu ou tracé alternant
(pendant le sommeil calme) comportant des grapho-éléments
physiologiques (encoches frontales, dysrythmie lente antérieure), une
organisation temporo-spatiale avec des cycles veille-sommeil et une
bonne réactivité.

1 Subnormal Présence de pointes fréquentes ou amplitude modérément déprimée (30-
(anomalies 50 uV) ou discontinuités transitoires avec une organisation temporo-
minimes) spatiale, des cycles veille-sommeil et une réactivité conservés.

2 Intermédiaire Tracé “ hyperactif rapide ” : activité de base continue, figures
(anomalies physiologiques présentes intriquées avec des rythmes de 4 a 12 Hz
modérées) abondants, amples, diffus, souvent asynchrones, parfois aigus. Labilité et

réactivité présentes mais faibles, cycles veille-sommeil non

reconnaissables.

Tracé lent pathologique : tracé continu avec ondes delta diffuses a 0.5 —
1,5 Hz dans la veille et dans le sommeil, faible amplitude < 50 pV. Labilité
et réactivité présentes mais faibles, cycles veille-sommeil non

reconnaissables.

Tracé discontinu type A : bouffées d’amplitude et de morphologie
physiologiques, d’'une durée de 10 a 30 secondes, IBl d’amplitude
inférieure a 10 pV et de durée < 10s, labilité et réactivité partiellement
conservées, pas de cycles veille-sommeil mais respect de I'organisation

spatiale.

Tracé discontinu type B : bouffées d’amplitude constante entre 30 et 50
pv d’une durée de 10 a 30 secondes, IBI d’amplitude inférieure a 10 pv et
de durée < 10s, peu labile, absence de grapho-éléments physiologiques,

pas d’organisation spatio-temporelle et veille-sommeil.
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3 Sévere Tracé paroxystique : discontinu sans labilité ni réactivité, absence de
(anomalies grapho-éléments physiologiques, pas d’organisation temporo-spatiale et
séveres)* veille-sommeil. Bouffées courtes (constituées de pointes intriquées avec

des éléments théta et delta) entre 1 et 10 secondes, intervalles inter-

bouffées (I1BI) d’amplitude <5 pV entre 10 et 60 secondes.

Tracé “ pauvre + théta ” ou bas voltage plus théta : bouffées théta entre
5-30 puV de durée variable souvent prolongée, activité de base tres faible
inférieure a 15uV, pas de labilité ni réactivité, absence de grapho-
éléments physiologiques, pas d’organisation spatio-temporelle et veille-

sommeil.

Tracé inactif : amplitude < 5 pV de fagon constante, sans labilité ni

activité physiologique.

* sur des tracés d’une durée d’au moins une heure.

IBI : intervalles inter-bouffées

Chez le nouveau-né, un tracé EEG normal ou subnormal avant H6 permet ainsi d’exclure une
atteinte cérébrale anoxique sévere (112,118,119). Dans I'étude de Murray et al. sur une
cohorte de 44 nouveau-nés présentant une anoxie périnatale non mis en HT, un tracé normal
ou subnormal a H6 était prédictif a 100% d’une évolution favorable a 2 ans (112). De méme,
dans 'étude de Nash et al. chez 41 nouveau-nés mis en HT, la valeur prédictive d’un tracé
normal/subnormal sur I'absence de lésions a I'IRM cérébrale (J5) était de 100%.

La valeur prédictive des tracés intermédiaires comportant des anomalies modérées
(discontinuités de moins de 30 secondes par exemple, diminution modérée de I'amplitude,
mauvaise organisation temporo-spatiale, etc.) est plus difficile a évaluer mais ils semblent
également de bon pronostic lorsqu’ils sont enregistrés précocement. Dans I'étude de Murray
et al., 'absence de cycles veille-sommeil a H6 avait une valeur prédictive de 53% sur le devenir
anormal a 2 ans. Dans I'étude de Hamelin et al. chez 16 nouveau-nés mis en HT, la présence
d’anomalies intermédiaires (discontinuités <50% du tracé, diminution d’amplitude ou faible
réactivité) avant H24 avait une valeur prédictive positive de 100% mais une valeur prédictive
négative de 40% sur I'évolution favorable a 1 an (120). Dans I’étude de Nash et al., parmi les

15 nouveau-nés présentant des tracés discontinus avant H6 (>50% du tracé avec des
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discontinuités d’amplitude 5-25 pV durant > 6 secondes et séparées par des bouffées
d’activité normale), 4 (27%) avaient des |ésions modérées ou séveres a I'IRM cérébrale (J5), 5
des lésions légeres, et 6 avaient une imagerie normale.

Enfin, un tracé sévere avant H6 (tracé hypovolté, trés discontinu type « suppression burst »
équivalent au tracé « paroxystique », voire inactif) est moins prédictif d’un devenir
défavorable a long terme. Chez des nouveau-nés non traités par HT, la valeur prédictive d’un
tracé sévére avant H24 (grade 3 de classification francaise) était de 74% sur I"évolution
défavorable a 1 an chez Hamelin et al. (120). Dans I'étude de Murray et al., la présence d’un
tracé « suppression burst » (discontinuités 10-60 sec) ou inactif (amplitude < 10 Vv
discontinuités > 60 sec) avait une valeur pronostique péjorative de 80% (112). Cette valeur
pronostique diminue fortement chez les nouveau-nés traités par HT avec une valeur prédictive
de 40% avant 24 heures chez Hamelin et al. (120). De méme, chez Nash et al., parmi les 14
nouveau-nés présentant un tracé « suppression burst » ou bas voltage (<5 uV) avant H6,

seulement 9 (64%) présentaient des lésions modérées ou séveres a I'IRM cérébrale.

Dans les études sur les foetus de brebis proches du terme, la durée de récupération EEG
dépend de la sévérité de I'anoxie (26,57,68,121,122). Aprés une anoxie courte (occlusion
courte de cordon de moins de 5 minutes par exemple), le signal se normalise rapidement et
le foetus ne présente pas ou peu de lésions cérébrales, alors qu’une anoxie longue (occlusion
> 15 minutes) entraine des anomalies de signal persistant en phase de latence.

Ces anomalies EEG précoces refletent probablement les mécanismes adaptatifs cérébraux
décrits en phase de latence post-anoxique, notamment la suppression de I'activité cérébrale
a visée neuroprotectrice, davantage que les mécanismes lésionnels et la dépolarisation
anoxique décrits plus tardivement. Ces mécanismes neuroprotecteurs seraient d’autant plus
marqués que |I'anoxo-ischémie a été sévere, entrainant une hypoperfusion cérébrale, ce qui
permet d’identifier les nouveau-nés a risque de Iésions anoxo-ischémiques. Cependant, si
cette adaptation est suffisante, elle peut éviter la constitution de Iésions cérébrales séveres,
notamment si un traitement neuroprotecteur par HT est mis en place. Les anomalies EEG
séveres précoces ne sont donc pas forcément prédictives d’un devenir défavorable mais
permettent d’identifier efficacement les nouveau-nés qui vont profiter d’un traitement par

HT.

30



INTRODUCTION GENERALE

EEG d’amplitude

De nos jours, des outils simplifiés d’analyse du signal EEG sont disponibles et utilisés en
pratique courante pour faciliter I'interprétation des tracés. Par exemple, 'EEG d’amplitude
(aEEG) est une technique de monitorage cérébral mise en place depuis les années 1960, qui
mesure en continu I'enveloppe d’amplitude du tracé EEG standard et la traduit en échelle
logarithmique sur une base de temps compressée (123,124). La bande obtenue reflete
I'amplitude du tracé avec une marge d’amplitude inférieure et supérieure. Cet outil est
largement utilisé dans les services de réanimation néonatale car il est facile a mettre en place
atoute heure (a partir de 2 électrodes ou du montage EEG standard) et permet une évaluation
simplifiée de la sévérité de I'EAI (125). Des classifications ont été proposées pour grader la
sévérité de I'EAI a partir des tracés d’aEEG, comme celle d’al Nageeb, basée uniquement sur
les valeurs d’amplitude inférieure et supérieure (126), ou celle d’Hellstrom-Westas qui
comprend également une analyse des patterns (127). L'interprétation de I'aEEG semble bien
corrélée a celle d’un tracé conventionnel (128) et un tracé normal avant H6 est également
fortement prédictif d’'un devenir normal a long terme. Chez des nouveau-nés non mis en HT,
la valeur prédictive d’un tracé aEEG normal (continu d’amplitude normale/discontinu
d’amplitude normale) avant H6 était de 96.2% sur I'évolution favorable a 18 mois chez
Hellstrom-Westas et al. et 78% chez Toet et al. (129,130). Dans les études portant sur des
nouveau-nés mis en HT, les tracés aEEG normaux restaient tres prédictifs d’'un devenir
favorable, contrairement aux patterns anormaux (suppression burst/continu de bas
voltage/inactif). Dans la méta-analyse de Chandrasekaran et al., un tracé aEEG anormal a H6
avait une sensibilité de 96% mais une spécificité de 39% pour la prédiction du devenir anormal
(131).

L'interprétation de I'aEEG nécessite néanmoins une certaine expérience et cet examen
comprend plusieurs limites : il ne reflete que certaines caractéristiques du tracé de fond
(amplitude, continuité, cycles veille-sommeil), son interprétation peut étre faussée par la
présence d’artefacts, les crises courtes sont difficiles a identifier et il est particulierement
sensible aux sédations et a I’hypothermie (132—-139). Ainsi, l'interprétation du tracé d’aEEG
reste moins fiable que celle d’un tracé EEG standard et le signal brut doit toujours étre vérifié

visuellement dés que possible (124).
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Nouveaux biomarqueurs biologiques

Ces dernieres années, de nombreux nouveaux biomarqueurs ont été étudiés pour I’évaluation
précoce du retentissement neurologique de I'anoxie périnatale. Notamment, la S100B, la NSE,
I'activine A, 'adrénomédulline, le GFAP ou encore les interleukines 6 et 1B mesurés dans le
sang, les urines ou le LCR ainsi que des métabolites mesurés dans le sang de cordon semblent
prometteurs pour différencier une anoxie sévere d’'une encéphalopathie néonatale de fagon
précoce et pour prédire le pronostic a long terme (12,140-144). Cependant, ces marqueurs
ne semblent pas tres spécifiques et d’autres études restent nécessaires pour préciser leur

valeur pronostique (141).

Doppler transcrénien

Quelques études se sont intéressées a I'échographie-doppler transcranienne pour évaluer la
sévérité de I'encéphalopathie anoxo-ischémique précoce. Un index de résistance de I'artére
cérébrale moyenne bas (< 0,55) dans les premiéres 24 heures peut étre le marqueur de lésions
de reperfusion et semble associé a une évolution défavorable a court terme aprés une anoxie
périnatale (145-148). L’étude tres récente de Natique et al. (2021) montre ainsi que I'index
de résistance baisse significativement avec la sévérité de I'EAI néonatale définie cliniquement
(148), mais d’autres études restent nécessaires afin de préciser la valeur pronostique a long

terme de ce marqueur.

Phase secondaire : diagnostic des |ésions anoxo-ischémiques cérébrales

EEG/aEEG

Les études expérimentales et cliniques montrent clairement que le pronostic de I'anoxie
périnatale et donc la prédiction de I'EAIl a « long terme » dépend de I'évolution de I'EEG dans
les premiers jours de vie. Chez les foetus de brebis, la persistance d’une activité anormale
apres H6 et la présence de crises est associée a la sévérité des lésions cérébrales
(69,122,149,150). Dans les études cliniques, la persistance d’anomalies sévéres aprés 12-24
heures chez les nouveau-nés non traités par HT, voire 36-48 heures chez les nouveau-nés
traités par HT, est fortement prédictive d’'une évolution défavorable (109,151-157). Dans

I’étude de Murray et al., les patterns EEG les mieux associés a un devenir anormal chez des
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nouveau-nés non mis en HT étaient I'amplitude du tracé de fond inférieure a 30 uV, des
discontinuités de plus de 30 secondes, la présence de crises et I'absence de cycles veille-
sommeil a 48 heures (152). Ces anomalies semblent refléter la dépolarisation neuronale
anoxique secondaire puis la constitution des lésions anoxo-ischémiques cérébrales définitives
(34,44). Le monitoring de I'activité EEG est donc indispensable dans les premiers jours de vie
chez les enfants a risque d’EAI. Il peut étre facilité par I'utilisation de I'aEEG qui permet de
résumer plusieurs heures de tracé sur une seule page, et donc de mieux visualiser les cycles
veille-sommeil ou la fréquence des crises. La persistance d’anomalies aEEG apres 24-48 heures
sous HT est également trés prédictive d’'une évolution défavorable, avec une valeur prédictive

maximale (100%) a 48-60 heures chez Thorensen et al. (131,136,158-161).

Potentiels évoqués

Les potentiels évoqués multimodaux (visuels, auditifs ou somato-sensitifs) sont généralement
réalisés a distance de I'HT apreés la levée des sédations. Comme I'EEG, ils ont I'avantage d’étre
non invasifs et rapidement disponibles au lit du patient. Les anomalies retrouvées sont
associées a la présence de Iésions anoxo-ischémiques cérébrales et ont une bonne valeur

prédictive de I’évolution a long terme (162—-165).

Imagerie cérébrale

L'IRM cérébrale réalisée dans la premiére semaine de vie permet de visualiser la présence et
la localisation des Iésions anoxo-ischémiques et ainsi de prédire I’évolution neurologique a
long terme, y compris apres hypothermie thérapeutique (157,166—172). Les séquences T1-
T2 permettent généralement de détecter les |ésions deés J3-J4 et les séquences de diffusion
des J2 (10,166). Les enfants avec une IRM cérébrale normale ne développent pas de
séquelles majeures (11). Au contraire, les Iésions impliquant les noyaux gris centraux, le
thalamus et notamment le bras antérieur de la capsule interne sont associées a des
séquelles cognitives et motrices, alors que les Iésions prédominant dans les zones
jonctionnelles corticales/substance blanche entrainent surtout des séquelles cognitives

(1,11,166).
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La spectro-IRM est également utilisée pour prédire le pronostic neuro-développemental a
long terme des nouveau-nés anoxiques (173). Elle permet d’évaluer la récupération du
métabolisme oxydatif et donc de la fonction mitochondriale cérébrale (2). Il a été montré que
la diminution du ratio NAA/choline, NAA/créatine ou I'augmentation du ratio lactate/NAA
était fortement prédictive d’une évolution défavorable aprés une anoxie périnatale

(59,171,174).

Cependant, pour des raisons pratiques et physiopathologiques, ces examens radiologiques
sont réalisés a distance, lorsque les Iésions sont déja constituées. En effet, avant la levée de
I’hypothermie thérapeutique, le nouveau-né est difficilement transportable et les Iésions

peuvent ne pas étre encore visibles ou étre sous-estimées.

Autres
La NIRS, une mesure non invasive de |’'oxygénation cérébrale du nouveau-né, semble associée

au devenir a long terme lorsqu’elle est mesurée vers H24-H48 (171).

La variabilité de la fréquence cardiaque (VFC) du nouveau-né a également été identifiée
comme un marqueur prédictif de I'EAlI néonatale dans les premiers jours de vie. La VFC,
mesurée a partir de I'ECG, reflete la régulation du systéme cardio-vasculaire par le systéeme
nerveux autonome et semble diminuer avec la sévérité de I'’encéphalopathie. Il a été montré
gu’elle était associée aux grades de sévérité EEG, aux patterns de lésions cérébrales a I'IRM et

au devenir a 2 ans (175-177).

Cependant, aucun de ces marqueurs n’est encore utilisé en routine clinique.
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Figure 0.3 - Outils diagnostiques de I’EAI néonatale

Anoxie périnatale

L

PERINATAL

Rythme cardiaque feetal (CTG)
Gazométrie au scalp ou au cordon
Score d’Apgar

Anoxie sévere : risque d’EAI

T

Naissance
EAIl « court terme » PHASE DE LATENCE
Retentissement cérébral précoce de Clinique (Sarnat, Thompson)
I"anoxie EEG/aEEG

Biomarqueurs biologiques, DTC ?

DURANT/APRES
LA PHASE SECONDAIRE

Lésions anoxo-ischémiques cérébrales Clinique
EEG, PE
Imagerie cérébrale

1% semaine

EAl « long terme » :
Devenir défavorable (déces, séquelles)

CTG : cardiotocogramme ; DTC : doppler transcrénien ; aEEG : EEG d’amplitude ; PE : potentiels évoqués

Pour résumer: en per-partum ou a la naissance, les outils classiqguement utilisés pour
diagnostiquer une anoxie périnatale aigué (cardiotocogramme, gazométrie, score d’Apgar)
permettent donc d’identifier les nouveau-nés a risque d’EAl en cas d’anoxie sévére mais pas
de prédire la constitution des lésions cérébrales définitives (EAl a « long terme »).

La valeur pronostique des outils diagnostiques utilisés augmente ensuite avec le délai post-
natal. Dans les premiéres heures de vie, le retentissement neurologique post-anoxique

précoce (EAIl a « court terme ») est principalement évalué a I'aide de critéres cliniques et EEG.
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Cependant, les modifications cérébrales survenant en phase de latence peuvent étre liées aux
mécanismes adaptatifs de neuroprotection maintenus durant cette phase et ne refletent pas
forcément les Iésions définitives.

Enfin, I’évolution des tracés EEG apres 24-48 heures de vie, les potentiels évoqués et les
examens d’imagerie cérébrale aprés J3 permettent de diagnostiquer la présence de Iésions
cérébrales. Ces examens sont ainsi trés prédictifs du devenir neurologique et donc de I'EAIl a
« long terme » mais rendent compte des lésions définitives bien aprés la fenétre

thérapeutique durant laquelle doit étre initiée I'HT.

En phase de latence, 'EEG conventionnel reste ainsi I’'examen le plus fiable pour le diagnostic
et I’évaluation précoce du retentissement neurologique post-anoxique des nouveau-nés et
donc pour déterminer I'indication d’"HT. Selon une enquéte réalisée en 2021 par notre équipe
et interrogeant les pratiques de 41 centres de niveau 3 en France, plus de 80% des équipes
confirmaient avoir recours a un enregistrement EEG conventionnel avant H6 pour I’évaluation
des nouveau-nés a terme apres anoxie mais seulement 44% I’utilisaient en-dehors des heures
ouvrables (source non publiée encore). En effet, bien qu’un accés permanent a 'EEG puisse
étre rendu possible dans beaucoup de services, avec du matériel spécifique a disposition et
une équipe soignante formée, la disponibilité d’un neurophysiologiste pour interpréter le
tracé 24h/24 est loin d’étre assurée dans la plupart des centres hospitaliers. Or, comme nous
I'avons vu, l'interprétation du tracé EEG conventionnel d’un nouveau-né nécessite de
I'expérience et les outils d’analyse simplifiée comme I'aEEG présentent de nombreuses
limites. Dans un contexte d’anoxie périnatale, un outil d’analyse automatisée de la sévérité
des EEG néonataux, rapidement disponible au lit du patient dans les premiéres heures de vie,
serait donc particulierement utile. Cela permettrait d’aider les cliniciens a diagnostiquer
précocément le retentissement cérébral de I'anoxie et identifier le plus rapidement possible

les nouveau-nés pouvant bénéficier d’un traitement par HT.
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Obijectifs

L’objectif principal de ce travail, développé dans la partie IA, sera de développer un modele
de classification automatique de la sévérité des EEG néonataux enregistrés en phase de
latence post-anoxique (avant H6), permettant d’identifier les nouveau-nés nécessitant un
traitement par HT. La sévérité des tracés sera quantifiée a I'aide de marqueurs quantitatifs
EEG afin de reproduire la classification EEG visuelle frangaise, puis des modeles de

classification automatique seront développés a partir de la combinaison de ces marqueurs.

Les objectifs secondaires seront :
- de déployer le modele de classification automatique sur les tracés enregistrés plus

tardivement, en phase secondaire post-anoxique chez des nouveau-nés traités par HT (partie

IB). Cette partie permettra de vérifier la pertinence du modele dans ce contexte et de

I’envisager comme outil d’évaluation du pronostic a long terme.

- d’utiliser les marqueurs quantitatifs EEG dans un modele expérimental d’anoxie périnatale
provoquée chez le foetus de brebis afin d’analyser la réponse cérébrale foetale en phase aigué
d’anoxie (partie Il). Dans cette partie, I'objectif sera de mieux comprendre les mécanismes
physiopathologiques mis en place lors de I'anoxie aigué afin de déterminer des marqueurs

prénataux prédictifs de I'EAI.

37



PARTIE IA - INTRODUCTION

PARTIE IA - Etude de la phase de latence post-anoxique : quantification et
classification automatique de la sévérité des EEG initiaux

INTRODUCTION

L'activité électrique cérébrale enregistrée en EEG est la résultante des champs de courant
créés par les potentiels post-synaptiques excitateurs et inhibiteurs recus par des populations
synchrones de neurones. L'EEG est utilisé depuis le début du 20%™¢ siécle : le premier signal
d’activité cérébrale était enregistré en 1929 par le physiologiste allemand Hans Berger puis
I"utilisation de I'EEG s’est répandue dans les années 1950 apres que le médecin britannique
Edgar Adrian eut repris et achevé ses travaux. Depuis, les techniques d’acquisitions ont
énormément évolué, passant d’un enregistrement sur papier a une acquisition numérique de
plus en plus perfectionnée. Actuellement, les machines EEG amplifient et filtrent le signal,
réalisent une conversion analogique numérique puis I'échantillonnage du signal qui est
ensuite stocké et visualisé sur un ordinateur. L'utilisation de I'EEG a de nombreuses
applications cliniques et scientifiques et s’est généralisée a toute la population, de I'enfant

prématuré a I'adulte.

Ces 30 dernieres années, de nombreuses équipes se sont intéressées a I'analyse quantitative
de I'EEG (qEEG). Des valeurs numériques sont obtenues a partir des mesures de certaines
caractéristiques du signal, permettant une étude plus objective, comparable et reproductible
du fonctionnement cérébral normal et pathologique. L'analyse qEEG a été étudiée dans
différents contextes, essentiellement chez I'adulte mais également chez le nouveau-né.

En néonatologie, les marqueurs quantifiant I'amplitude, la continuité ou le contenu
fréquentiel du signal sont particulierement utiles pour évaluer la maturation cérébrale du
prématuré ou 'activité cérébrale normale ou pathologique du nouveau-né a terme.
Différentes mesures de I'amplitude du signal, comme I'amplitude moyenne, minimale ou
maximale sur un intervalle donné peuvent étre calculées a partir de 'EEG d’amplitude. La
discontinuité des tracés peut étre mesurée par la durée moyenne, prédominante ou maximale
des intervalles inter-bouffées (IBl), I'amplitude des IBI, la durée des bouffées, 'amplitude des

bouffées ou encore le ratio I1Bl/bouffées.
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Enfin, 'analyse spectrale quantifie I'intensité et la distribution de la fréquence du signal EEG.
La puissance de chaque fréquence est calculée a I'aide d’une transformation de Fourier. De
nombreuses variables reflétant le contenu spectral du signal ont ainsi été étudiées chez le
nouveau-né, comme la puissance spectrale totale, la puissance spectrale absolue ou relative
d’une bande de fréquence définie ou encore la Spectral Edge Frequency (SEF), définie comme
la fréquence en-dessous de laquelle plus de 90 ou 95% de la puissance du signal existe (90 ou

95%SEF).

Les valeurs d’amplitude, de continuité et de fréquence du signal sont corrélées a la maturation
cérébrale et au devenir cognitif et moteur a long terme du prématuré (178—-183). Les valeurs
de SEF augmentent avec la maturation cérébrale, atteignant des valeurs de 24 Hz en moyenne
a terme (37-41 SA) chez des nouveau-nés sains contre 10.8 Hz en moyenne chez les
prématurés (29-36 SA) dans I'étude de Bell et al. (184). Chez des nouveau-nés prématurés, la
présence de lésions de la substance blanche est associée a une diminution de la SEF jusque 6
Hz [5.6-6.5] chez les enfants ayant des lésions séveres, en comparaison aux enfants ne

présentant pas de lésions : 11.2 Hz [8.0-14.9 Hz] (185,186).

Ces marqueurs ont également été étudiés dans un contexte d’anoxie périnatale, pour
I’évaluation de la sévérité de I'EAI précoce et la prédiction du pronostic a long terme. Comme
nous l'avons vu, la sévérité des tracés EEG post-anoxiques est principalement caractérisée par
une diminution de I'amplitude, une augmentation de la longueur des discontinuités et une
diminution de la puissance spectrale dans toutes les bandes de fréquence. Par exemple, dans
I’étude de Chandrasekaran et al., une amplitude inférieure a 5 uV avant H6 était associée a un
devenir anormal a 18 mois avec une sensibilité de 94% mais une spécificité de 39% (131).

Il a également été montré que la sévérité de I'encéphalopathie anoxo-ischémique et son
pronostic a long terme étaient significativement liés a la longueur et au seuil d’amplitude des
discontinuités (187-190). Plusieurs algorithmes de détection des discontinuités (ou intervalles
inter-bouffées IBI) ont été développés ces dernieres années, permettant une analyse

automatique de la sévérité de certains tracés néonataux (191-197).

39



PARTIE IA - INTRODUCTION

Dans I'étude de Dunne et al., lorsque la durée moyenne des discontinuités (seuil < 10 pV) était
de plus de 30 secondes par minute a H24 d’une anoxie périnatale, la valeur prédictive d’un
devenir défavorable a 18 mois était de 100%.

Enfin, aprés une anoxie, les valeurs d’analyse spectrale sont également corrélées au devenir
des nouveau-nés. Dans |'étude de Jain et al. par exemple, la puissance absolue totale a H9
post-anoxie était plus basse chez les nouveau-nés ayant des Iésions anoxo-ischémiques
modérées a séveres a I'lRM cérébrale aprés HT (26.9 pV?2 + 65.3) que ceux n’ayant pas ou
peu de lésions (71.6 + 64.8 uV?, p=0.02) (168). La SEF diminue lors de la survenue d’une
ischémie cérébrale provoquée par un clampage des carotides lors d’un acte chirurgical (198).
Elle a également été étudiée en contexte d’anoxie mais sa valeur pronostique dans ce

contexte reste controversée dans les études (199-201).

La littérature montre donc que ces différentes mesures quantitatives EEG, en particulier les
données d’amplitude et de continuité, sont intéressantes pour quantifier le retentissement
cérébral de I'anoxie dans les premiéres heures de vie et prédire le pronostic a long terme
(155). Cependant, les techniques d’enregistrement EEG, les filtres utilisés et les méthodes
d’analyse quantitative ont beaucoup évolué ces derniéres années. Il semble donc intéressant
de réévaluer certains de ces marqueurs avec les technologies actuelles afin de redéfinir les

valeurs qEEG décrivant au mieux la sévérité des tracés EEG néonataux post-anoxiques.

De plus, aucune mesure quantitative ne permet a elle seule de différencier les différents
grades de sévérité EEG et individuellement, leur valeur pronostique est limitée (201). Afin de
mieux refléter les différentes caractéristiques du tracé de fond EEG et tenter de reproduire
I’évaluation visuelle neurophysiologique, ces mesures peuvent étre combinées au sein
d’algorithmes de classification automatique. Plusieurs équipes proposent déja des méthodes
d’évaluation automatisée de la sévérité des EEG, basées pour la plupart sur des algorithmes
de « machine learning » (apprentissage automatique), un sous-domaine d’intelligence
artificielle (202—208). Cependant, comme nous le discuterons, aucun de ces modéles n’a été
optimisé sur I"évaluation des EEG enregistrés avant la sixieme heure de vie et donc sur I'aide
a la décision de mise en HT. De plus, la plupart sont basés sur des méthodes complexes,
combinant des marqueurs qEEG peu intuitifs et non représentatifs des caractéristiques EEG

analysées en pratique clinique neurophysiologique. Enfin, ces modeles ne sont pas forcément
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reproductibles et peu adaptés a la pratique clinique. Ainsi, a notre connaissance, aucun outil
de diagnostic automatisé de I'EAIl basé sur un de ces modeles n’est disponible au lit du malade
a ce jour. Cet outil doit étre adapté a la pratique clinique : c’est-a-dire disponible 24h/24, facile
d’utilisation, fiable des les premiéres heures de vie et pouvant donc étre utilisé comme

support clinique dans les décisions de stratégie thérapeutique.

L'objectif de la premiére partie de ce travail sera donc d’étudier la pertinence d’un certain
nombre de marqueurs gEEG pour quantifier la sévérité des EEG post-anoxiques précoces selon
la classification frangaise EEG de I'EAI néonatale. Nous testerons notamment des marqueurs
gEEG concrets, déja disponibles en pratique et reflétant des caractéristiques du tracé de fond
EEG analysées par le neurophysiologiste dans ce contexte. Ces marqueurs seront ensuite
combinés pour développer un modeéle de classification automatique de la sévérité des EEG et

de I'évolution clinique des enfants a I’age de 1 an.
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MATERIEL ET METHODES

Design global de I'étude

Dans cette premiére partie du travail, nous avons étudié les tracés EEG initiaux de nouveau-
nés avec une anoxie périnatale. Ces tracés étaient enregistrés avant la sixieme heure de vie,
soit pendant la phase de latence post-anoxique. Nous avons sélectionné des variables
guantitatives EEG (qEEG) permettant de décrire au mieux la classification EEG francaise de
I’'EAI néonatale. A partir de la combinaison de ces variables nous avons construit des modeles
de classification automatique de la sévérité des EEG. Différentes méthodes ont été testées
(phase de développement) et les modeles développés ont ensuite été validés sur une cohorte
indépendante (phase de validation) afin de sélectionner le modele le plus efficace.

Ces modeles ont ensuite été utilisés pour prédire I'évolution clinique des enfants a 1 an.

I) Base de données

Nous allons présenter 1) les démarches respectées pour le recueil de notre base de données,

2) la population étudiée, 3) les données cliniques et 4) les données EEG recueillies.

[)1. Ethique et démarches légales

L'étude était préalablement déclarée a la Commission Nationale de I'Informatique et des
Libertés. Les parents étaient informés de I'utilisation anonyme des données de leur enfant par

un document écrit avec obtention de leur non-opposition (référence : DEC20-138).

[)2. Population étudiée

Nous avons utilisé deux bases de données collectées chez des nouveau-nés hospitalisés dans
le service de réanimation néonatale du CHRU de Lille pour une anoxie périnatale (figure I.1).
|1] La_premiere base de données, appelée cohorte de développement, comprenait 90
nouveau-nés pris en charge entre janvier 2013 et avril 2017.

|2| La_ deuxiéme base de données, appelée cohorte de validation, comprenait 60 nouveau-
nés pris en charge entre mai 2017 et décembre 2019.
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Les criteres d’inclusion étaient les suivants (209) :

- Contexte périnatal évocateur d’anoxie

PARTIE IA— MATERIEL ET METHODES

- Age gestationnel > 36 semaines d’aménorrhée (SA) et poids de naissance > 1800 g

- Critéres cliniques et/ou biologiques d’anoxie périnatale, comprenant au moins un des

critéres suivants a la naissance : acidose métabolique avec pH < 7 et/ou Base Deficit > 13

mmol/L et/ou lactate = 11 mmol/L au cours de la premiére heure de vie (prélevement de sang

au cordon, capillaire, veineux ou artériel) ; ou en I'absence de documentation biologique de

I'acidose métabolique : un score d’Apgar < 5 a 10 minutes de vie ou la nécessité d’une

réanimation ventilatoire a la naissance (intubation ou ventilation au masque), poursuivie a 10

minutes de vie.

- Enregistrement d’un tracé EEG conventionnel avant la 6™ heure de vie (EEG initial).

Figure I.1- Diagramme de flux

Nouveau-nés admis pour anoxie périnatale

2013-2019
Cohorte de Cohorte de
DEVELOPPEMENT VALIDATION
N=90 N=60

(01/2013-04/2017)

Tracés EEG initiaux
G1:n=30
G2 :n=30
G3:n=30

(05/2017-12/2019)

Tracés EEG initiaux
G1:n=30
G2 :n=12
G3:n=18

6 perdus de vue

2 perdus de vue

Evolution a I'dage de 1 an

N=84

Favorable : N=68
Défavorable : N=16

N=58

Favorable : 48
Défavorable : 10

G1, G2 et G3 : groupes 1, 2 et 3 de sévérité EEG
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1)3. Données cliniques

1.3.1. Données périnatales

Les données cliniques et biologiques néonatales étaient recueillies a partir du compte-rendu

d’hospitalisation du service de néonatalogie, en particulier les marqueurs d’anoxie périnatale

ou d’EAl suivant :

- Le pH et le lactate sanguins (mmol/I) dosés au cours de la premiére heure de vie (cordon,
capillaire, veineux, artériel)

- Le score d’Apgar (0-10) attribué a 10 minutes de vie (98)

- Le stade de Sarnat (0-3) avant 6 heures de vie (210).

1.3.2. Evolution clinique

L’évolution clinique des enfants était recueillie a I'age de 1 an, a partir des courriers de
consultation de suivi systématique ou par appel téléphonique des médecins traitants pour les
enfants perdus de vue.

L’examen neurologique était gradé de 0 a 4 a I'aide d’un score adapté de la classification ICF
(International Classification of Functioning, Disability and Health) présenté dans le tableau I.1.
L’évolution était décrite comme favorable (score < 3) ou défavorable en cas de séquelles
majeures (score > 3) ou du décés de I'enfant. A 1 an, I’évolution clinique a pu étre recueillie
chez 84 enfants de la cohorte de développement (6 perdus de vue) et 58 enfants de la cohorte

de validation (2 perdus de vue), soit 142 enfants au total (figure I.1).
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Tableau I.1 - Score ICF

Score clinique de 0 a 4 adapté de la classification de I'ICF (International Classification of Functioning, Disability
and Health (World Health Organization Geneva, 2002)) par Jill C. Heathcock, kinésithérapeute.
1 point est attribué par catégorie de dysfonction :

Score Type de dysfonction Exemple

Hypotonie ou hypertonie axiale,
parésie, spasticité, ataxie, déficit
sensorial, etc.

Déficience d’une structure ou d’une fonction

1 point
P corporelle*

A1 an : mauvaise tenue de téte,
tenue assise non acquise

1 point Limitation d’activité A 2 ans : marche autonome non
acquise, absence de
développement du langage

Absence de communication a 1
1 point Restriction de participation an, absence de jeux a 2 ans,
impact sur la vie de famille

* Si plusieurs structures ou fonctions corporelles sont atteintes, le nombre de déficiences est compté dans la
catégorie « amount ». En cas d’amount > 4, 1 point est ajouté au score final.

[)4. Données EEG

1.4.1. Tracés analysés

Les 90 tracés EEG initiaux enregistrés chez les nouveau-nés de la cohorte de développement
étaient utilisés pour sélectionner les variables qEEG les plus pertinentes et entrainer les
différents modeles de classification automatique. Les 60 tracés de la cohorte de validation
étaient utilisés pour tester les modéles développés sur des données indépendantes.

Ces enregistrements étaient débutés dés que possible apres la naissance (3,6 + 1,2 [1-6]
heures de vie en moyenne) et duraient 52 + 29 [20-250] minutes. Le tracé était enregistré a
I'aide du logiciel System Plus Evolution Software® (Micromed SAS, Macon, France), par
I'intermédiaire de 8 électrodes de scalp Nicolet® (F4, C4, T4, 02, F3, C3, T3, O1) positionnées
selon le Systeme International 10 :20 modifié pour la néonatologie, une électrode terre et une
électrode de référence. Les électrodes cupules étaient attachées apres nettoyage du scalp
grace a de la pate adhésive et maintenues par un filet. L'impédance était inférieure a 5 kOhm.
Les EEG étaient échantillonnés a 256 Hz.
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1.4.2. Groupes de sévérité EEG visuels de référence

Les tracés EEG initiaux des 2 cohortes étaient analysés visuellement et gradés selon la
classification EEG francaise de I'EAlI néonatale (108) (tableau 0.1, p.29). Le grade de 0 a 3 était
attribué pour le tracé entier selon deux analyses neurophysiologiques indépendantes : une
premiére analyse basée sur le compte-rendu initial de I'EEG, confirmée rétrospectivement par
une deuxieme analyse en aveugle par rapport aux données cliniques que je réalisais avec |'aide
du Dr M-D Lamblin. La cohérence inter-observateur était élevée (tableau 1.2) : 89% des EEG
initiaux étaient gradés de facon similaire (kappa de Cohen k=0.84). En cas de discordance, un
troisieme neurophysiologiste attribuait le grade final (Dr Laurence Chaton ou Pr Sylvie
Nguyen).

Le 1°" groupe de sévérité de EEG comprenait les enfants avec un tracé de grade 0 (normal) ou
1 (anomalies minimes). Les groupes 2 et 3 correspondaient respectivement aux tracés avec
des anomalies modérées (grade 2) ou séveres (grade 3) (figure 1.2).

Les crises étaient définies comme des décharges soudaines, répétitives et stéréotypées durant

au moins 10 secondes (211).

Tableau 1.2 — Matrice de confusion présentant la cohérence inter-observateur entre les 2 analyses
neurophysiologiques visuelles des tracés EEG initiaux.

N=150 (ensemble des deux cohortes). En vert : tracés classés de fagon identique lors des 2 analyses.

2¢me analyse 1 analyse Total Sensibilité
1 2 3 (28me)
1 58 3 0 61 95,1 %
2 6 33 2 41 80,5 %
3 0 5 43 48 89,6 %
Total (1°7) 64 41 45 150 89,3 %
VPP 90,6% 80,5% 95,6%

VPP : valeurs prédictives positives
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Figure 1.2 — Exemples de groupes de sévérité EEG attribués visuellement.

A. Groupe de sévérité 1 : grade O (tracé normal) ; B. Groupe de sévérité 2 : grade 2B (discontinu type B) ;
C. Groupe de sévérité 3 : grade 3 (tracé paroxystique) ; D. Groupe de sévérité 3 : grade 3 (tracé inactif).
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Dans la cohorte de développement (n=90), 30 tracés EEG initiaux étaient inclus de facon
consécutive dans chaque groupe de sévérité afin d’obtenir 3 groupes de tailles égales. La
cohorte de validation (n=60) comprenait 30 tracés EEG initiaux dans le groupe 1, 12 tracés

dans le groupe 2 et 18 tracés dans le groupe 3 (figure I.1).
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RESUME | / BASE DE DONNEES

o 2 bases de données : nouveau-nés a terme avec anoxie périnatale
- Cohorte de développement (N=90)
- Cohorte de validation (N=60)

o 3 groupes de sévérité EEG visuels selon la classification frangaise
G1 : tracés normaux / anomalies minimes
G2 : anomalies modérées
G3 : anomalies séveres

o Evolution cliniguealan:
- Favorable

- Défavorable (déces ou séquelles majeures)

II. Quantification de la sévérité des EEG initiaux

Les trois groupes de sévérité EEG visuels, déterminés a partir de la classification visuelle
francaise de I'EAl néonatale, étaient quantifiés a I'aide de marqueurs quantitatifs EEG
mesurant 'amplitude, la continuité et le contenu fréquentiel du tracé de fond, soit les aspects
EEG utilisés en pratique pour différencier visuellement les stades de cette classification.

Nous allons présenter 1) la méthode d’analyse quantitative des EEG, 2) la sélection des
variables gEEG les plus pertinentes pour décrire les groupes de sévérité EEG visuels, 3) les
analyses statistiques utilisées pour étudier ces variables qEEG par rapport aux groupes de

sévérité et par rapport a I’évolution clinique.

I1)1. Analyse quantitative EEG

L'analyse quantitative était réalisée a partir des tracés EEG bruts entiers sans traitement
préalable du signal (figure 1.3), a I'aide de I'outil « EEG Analyser » (System Plus Evolution,
Micromed®). Le logiciel était paramétré avec un filtre de 0,5-70 Hz et les bandes de fréquence
étaient définies comme telles : Delta=0,5-3,5 Hz ; Théta =4,0-7,5 Hz ; Alpha 8,0-12,5 Hz ; Beta
13-19,5 Hz.
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Six margueurs gEEG étaient utilisés (figure 1.3B) :

- les Index d’Amplitude (IA) minimal et maximal, correspondant aux pics minimal et maximal
de I'enveloppe d’amplitude de I'aEEG (CFM) sur un segment donné (uV). Le signal était
préalablement filtré a 2-20 Hz.

- le Burst Suppression Ratio (BSR), correspondant au ratio de la durée des discontinuités sur la
durée totale du segment analysé (%). Les discontinuités étaient détectées lorsque I'amplitude
était inférieure a 5 uV durant plus de 500 ms. S’il y avait plusieurs segments de discontinuités
sur l'intervalle analysé, la mesure correspondait a la somme de ces segments.

Trois parameétres d’analyse spectrale, mesurant I'intensité et la distribution du signal EEG :

- la Puissance spectrale Absolue Totale (PT), calculée a I'aide d’une transformée de Fourier
comme la puissance spectrale absolue sur toutes les fréquences entre 0,5 et 19,5 Hz (uV?3).

- la Puissance spectrale Relative des Basses Fréquences (PR), correspondant au ratio de la
puissance absolue des basses fréquences (0,5-5 Hz) sur la puissance absolue totale (%).

- la Spectral Edge Frequency (SEF), correspondant a la fréquence en-dessous de laquelle 95%

de la puissance spectrale absolue totale existe (Hz).

Les marqueurs qEEG étaient mesurés automatiquement toutes les 2 secondes (fenétre de
glissement de 50%) avec une moyenne toutes les 20 secondes sur les dérivations bipolaires
C3-C4, C4-T4, C4-02, C3-T3 et C3-01. Les mesures des 5 dérivations étaient moyennées afin
d’obtenir pour chaque marqueur une mesure reflétant I'ensemble de I'EEG (EEG global)

toutes les 20 secondes (figure 1.3C),
Les valeurs minimale, maximale, moyenne, médiane et le coefficient de variation étaient

calculées a partir des mesures des 6 marqueurs qEEG sur le tracé entier, soit 30 variables gEEG

par tracé (figure 1.3D).
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Figure 1.3 — Marqueurs qEEG et méthode d’analyse quantitative.

A. Analyse quantitative du tracé EEG brut entier (groupe 3 visuel) avec I'outil EEG Analyser, Micromed ©

B. Mesure de 6 marqueurs quantitatifs reflétant I'amplitude, la discontinuité et le contenu fréquentiel du
signal, toutes les 20 sec sur chaque dérivation bipolaire.

C. Calcul de la moyenne des données qEEG sur I’ensemble des dérivations pour chaque mesure.

D. Calcul des valeurs moyenne, médiane, minimale, maximale et coefficient de variation de chaque marqueur
sur le tracé entier.
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IA min : Index d’Amplitude minimal (uV) ; IA max : Index d’Amplitude maximal (V) ; BSR : Burst Suppression Ratio (%) ; PT :
Puissance Absolue Totale (1V?) ; PR : Puissance Relative des Basses Fréquences (%) ; SEF : Spectral Edge Frequency (Hz).
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[1)2. Sélection des variables qEEG

Parmi les 30 variables qEEG obtenues, deux ensembles de variables étaient considérés pour

construire les modeles de classification automatique des EEG :

- ’ensemble de variables gEEG 1, correspondant aux valeurs moyennes des 6 marqueurs
gEEG sur le tracé entier : IA min [moy], IA max [moy], BSR [moy], PT [moy], PR [moy] et SEF
[moy].

- L’ensemble de variables gEEG 2, correspondant aux 6 variables sélectionnées
préalablement sur la cohorte de développement comme les plus pertinentes pour décrire les
3 groupes de sévérité EEG visuels :

- lavaleur moyenne de I'Index d’Amplitude minimal (IA min [moy])

- lavaleur minimale de I'Index d’Amplitude maximal (IA max [min])

- la valeur maximale du Burst Suppression Ratio (BSR [max])

- la valeur minimale de la Puissance Totale (PT [min])

- le coefficient de variation de la Puissance Relative des basses fréquences (PR [var])

- la valeur maximale de la SEF (SEF [max]).

Il s’agissait des variables les mieux associées aux 3 groupes de sévérité lors d’une analyse de
régression logistique, les moins corrélées entre elles (analyse de corrélation de Spearman) et
les moins sensibles a la présence d’artefacts. Ce travail préalable a été publié dans I'article «
Quantitative approach of early neonatal EEG visual analysis in hypoxic-ischemic
encephalopathy severity. Bridging the gap between eyes and machine; Lacan L, Betrouni N,
Lamblin MD, Chaton L, Delval A, Bourriez JL et al. Journal Neurophysiologie Clinique. 2020 »
(212).

Ces différentes variables étaient calculées a partir des données gEEG de |'ensemble des

dérivations (EEG global) ou des données de la dérivation C3-C4 seule.
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I1)3. Analyses statistiques

2.3.1. Analyses descriptives
Les caractéristiques cliniques, biologiques et les données qEEG étaient décrites par la
moyenne, |'écart-type, les valeurs minimales et maximales pour les variables quantitatives et

par le pourcentage de données disponibles pour les variables qualitatives.

2.3.2. Analyses par rapport aux groupes de sévérité EEG

Les variables quantitatives étaient analysées par rapport aux 3 groupes de sévérité EEG par un
test de Kruskal-Wallis (seuil de significativité p < 0,05). Si les résultats étaient significatifs, une
analyse post-hoc des grades différenciés était réalisée par un test de Dunn (seuil de
significativité p < 0,016 apres correction de Bonferroni). Les variables qualitatives étaient

analysées par un test du khi? (p < 0,05).

2.3.3. Analyses par rapport a I’évolution clinique

Les variables quantitatives étaient testées par rapport a I’évolution clinique favorable ou
défavorable a 1 an par un test de Mann-Whitney (seuil de significativité p < 0,05). La valeur
prédictive des données qEEG sur I’évolution clinique était calculée selon I'aire sous la courbe
ROC.

Je réalisais les analyses avec le logiciel XIStat pour Microsoft Excel (AddInSoft, Paris, France),

avec I'aide de Nacim Betrouni (service de Neurophysiologie Clinique, CHRU Lille).

RESUME Il / QUANTIFICATION DES GROUPES DE SEVERITE EEG

o 6 marqueurs qEEG

- amplitude : IA min, IA max
- discontinuité : BSR
- contenu fréquentiel : PT, PR et SEF

o 2 ensembles de variables qEEG

- valeurs moyennes des 6 marqueurs (/1A min [moy], IA max [moy], BSR [moy], PT [moy], PR [moy] et
SEF [moy])

- valeurs sélectionnées des 6 marqueurs (/A min [moy], IA max [min], BSR [max], PT [min], PR [var]
et SEF [max])

Issues de I'EEG global ou de C3C4
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[1l. Classification automatique des groupes de sévérité EEG initiaux

Les 6 variables qEEG étaient combinées dans des modeles de classification automatique.
Plusieurs méthodes étaient évaluées afin d’obtenir le modéle le plus performant pour classer
les groupes de sévérité EEG visuels selon la classification frangaise (figure 1.4).

Nous allons présenter 1) les différents modéles testés selon les données qEEG et les
algorithmes utilisés, 2) la phase de développement des algorithmes, 3) la phase de validation

sur une cohorte indépendante.

[I1)1. Différents modeles de classification automatique

3.1.1. Selon les données qEEG combinées

Différentes combinaisons de variables qEEG étaient testées :

- I'ensemble de variables gEEG 1, correspondant aux valeurs moyennes des 6 marqueurs :
IA min [moy], IA max [moy], BSR [moy], PT [moy], PR [moy] et SEF [moy] (modéle qEEG 1).
- I'ensemble de variables gEEG 2, correspondant aux variables sélectionnées :

IA min [moy], IA max [min], BSR [max], PT [min], PR [var] et SEF [max] (modéle qEEG 2).

Ces variables qEEG étaient issues de I'ensemble des dérivations (modeéles qEEG 1-2/global) ou

d’une seule dérivation (modeéles qEEG 1-2/C3C4).

3.1.1. Selon les algorithmes de classification automatique utilisés

Plusieurs types d’algorithmes d’apprentissage machine avec différents parametres étaient
testés pour combiner ces variables :

- Arbres de classification (AC)

- Analyses factorielles discriminantes (AFD) : linéaire, quadratique

- Machines a vecteur de support (SVM) : noyau linéaire, quadratique, cubique, gaussien

- Méthodes des k plus proches voisins (KNN) : distance euclidienne, cosine, cubique
Ces différentes méthodes de classification automatique sont détaillées en annexe (A.1).

Je réalisais les analyses a I'aide du logiciel MATLAB (version 2017a), Classification Learner

App©.
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Figure 1.4 - Développement et validation des différents modéles de classification automatique de la
sévérité des EEG initiaux

A. En phase de développement : entrainement des algorithmes a classer les tracés de la cohorte de
développement (N=90) selon les 3 groupes de sévérité EEG visuels : a partir des données des variables qEEG 1
ou 2 issues de I'ensemble des dérivations (globales) ou de C3C4. En phase de validation, application des
modeles obtenus sur la cohorte de validation (N=60) pour classer les groupes de sévérité EEG.

B. Exemple d’entrainement de modeéles EEG : algorithmes de SVM avec différents réglages (Matlab®©). Ici,
I'algorithme de SVM a noyau quadratique permet de classer correctement 81,1% des tracés a partir des
données des 6 variables qEEG 1 issues de I'EEG global.
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* AC : arbre de classification, AFD : analyse factorielle discriminante, SVM : Machine a vecteur de support, KNN : méthode
des plus proches voisins.

Variables qEEG 1 : valeurs moyennes des marqueurs sur le tracé entier ; Variables gEEG 2 : valeurs sélectionnées des
marqueurs, calculées sur le tracé entier.

Globales : calculées a partir de I'EEG global (ensemble des dérivations) ; C3C4 : calculées a partir de la dérivation C3C4.
G1, G2 et G3 : groupes 1, 2 et 3 de sévérité EEG selon la classification frangaise.
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[11)2. Phase de développement des modeles

Les algorithmes des différents modeles étaient entrainés a classer au mieux les 3 groupes de
sévérité EEG a partir des données de la cohorte de développement (n=90). Une méthode de
validation croisée a 5 échantillons* était utilisée et les résultats de développement de chaque
modele sont présentés comme la performance moyenne sur 10 entrainements. La
performance de classification globale correspond au pourcentage total de tracés bien classés
dans les 3 groupes (sensibilité). La performance de classification du groupe 1 par rapport aux
groupes 2 et 3 combinés était également calculée, correspondant au seuil thérapeutique pour
I'indication d’HT. L'objectif était d’obtenir la meilleure performance de classification globale
tout en minimisant le nombre d’enfants du groupe 2-3 sous-classés dans le groupe 1

(correspondant aux enfants non traités par erreur).

* Méthode d’apprentissage automatique avec laquelle les données sont divisées en N échantillons (ici 5),
I'algorithme est entrainé automatiquement sur 1 échantillon et appliqué sur les N-1 autres avec répétition de

I'opération afin d’obtenir une moyenne des performances de classification sur tous les échantillons.

[11)3. Phase de validation des modeles

Les différents modeles ainsi optimisés étaient ensuite testés directement sur les tracés EEG
initiaux de la cohorte de validation (n=60). Les modéles étaient exportés dans Matlab puis
appliqués aux données qEEG de validation afin de les classer selon les 3 groupes de sévérité.
Les groupes attribués étaient comparés aux groupes visuels de référence afin de déterminer
la performance de chaque modéle. Les résultats des modeéles les plus performants sont
présentés sous forme d’une matrice de confusion avec calcul du kappa de Cohen, de la
sensibilité, spécificité et des valeurs prédictives positives et négatives. Les données des

enfants mal classés étaient analysées afin de mieux comprendre les erreurs des modeles.

RESUME I1I / CLASSIFICATION AUTOMATIQUE DE LA SEVERITE DES EEG

o Algorithmes de classification automatique combinant les 6 variables gEEG 1 ou 2, issues de
I'EEG global ou de C3C4

o Entrainement a classer au mieux les 90 tracés EEG initiaux de la cohorte de développement
en 3 groupes de séveérité EEG visuels de référence.

o Validation des modeles sur les 60 tracés initiaux de la cohorte de validation indépendante.
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IV. Prédiction automatique de I'évolution clinique a 1 an

Dans un deuxieme temps, nous avons utilisé les mémes variables qEEG mesurées a partir des
tracés EEG initiaux pour prédire automatiquement I’évolution clinique des enfants a I'age de
1 an. Les 6 variables qEEG étaient utilisées seules (modéle EEG) ou associées a des marqueurs
cliniques et biologiques d’anoxie périnatale et d’encéphalopathie, afin de vérifier si ces

derniéres permettaient d’améliorer la prédiction du pronostic a long terme (figure 1.5).

Marqueurs cliniques/biologiques d’anoxie périnatale ou d’EAIl associés :
- pH et lactate (mmol/l) dosés avant H1 (modéles pH et lactate)
- score d’Apgar (0-10) attribué a 10 minutes de vie (modéle Apgar)

- stade de Sarnat (0-3) attribué avant H6 (modele Sarnat)

Les différents modeles étaient entrainés sur les données de la cohorte de développement
(n=84) puis testés sur la cohorte de validation (n=58) selon la méme méthode. Les prédictions

des modeles étaient comparées a I’évolution réelle des enfants.

Figure 1.5 - Développement et validation des différents modéles de prédiction automatique de
I’évolution clinique a 1 an.

Phase de développement : entrainement de |’algorithme a classer automatiquement les tracés de la cohorte de
développement selon I’évolution clinique favorable ou défavorable a 1 an : a partir des données des variables
gEEG seules ou associées a des marqueurs multimodaux d’anoxie périnatale/d’EAI.

Phase de validation : application des modeéles sur la cohorte de validation pour prédire I’évolution clinique.

MODELES ENTRAINEMENT VALIDATION PREDICTION
) Cohorte de Cohorte de Evolution
Algorithmes développement validation cliniqgue a1 an
N=84 N=58
EEG 6 variables gEEG 6 variables qEEG
(n=84) (n=58)
Sarnat qEEG + Sarnat qEEG + Sarnat Favorable
(n=84) (n=57)
I Apgar gEEG + Apgar gEEG + Apgar
(n=83) (n=56)
Défavorable
pH qEEG + pH qEEG + pH
(n:79) (n=56)
Lactate gEEG + lactate gEEG + lactate
(n=82) (n=57)

56



PARTIE IA — RESULTATS

RESUME IV / PREDICTION AUTOMATIQUE DE L’EVOLUTION CLINIQUE

o Algorithmes de classification automatique combinant 6 variables gEEG + 1 marqueur clinigue
ou biologique d’anoxie / d’EAI

o Entrainement a classer au mieux les tracés EEG initiaux de la cohorte de développement
(N=84) selon I"évolution clinique favorable / défavorable de I'enfant a I'dge de 1 an

o Validation : prédiction de I'évolution clinique a partir des tracés de la cohorte de validation
(N=58)

RESULTATS

I. Caracteéristiques cliniques de la base de données

Concernant les données démographiques : le genre, I'dge gestationnel et le poids de naissance
des nouveau-nés des deux bases de données étaient similaires entre les 3 groupes de sévérité
EEG.

Pour la majorité des patients, la grossesse s’était déroulée sans complication et

I’accouchement se faisait par césarienne en urgence (tableau .3A).

Concernant les marqueurs cliniques et biologiques d’anoxie/d’EAI : le score d’Apgar a la
naissance et le stade de Sarnat avant H6 différaient de facon significative entre les 3 groupes
de sévérité contrairement aux valeurs de pH et de lactate. La majorité des patients ayant un
stade de Sarnat a 1 étaient dans le groupe 1 et ceux ayant un Sarnat a 3 dans le groupe 3. Le

stade de Sarnat 2 était retrouvé dans les 3 groupes (tableau [.3B).

Les conditions d’enregistrement des EEG initiaux différaient pour le groupe 3 (tracés séveres)
dans lequel la majorité des patients étaient sédatés (44%), intubés (90%) et en hypothermie
passive (69%). Les caractéristiques visuelles des tracés sont détaillées dans le tableau 1.3C, il

y avait peu de crises.
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Tableau 1.3 - Caractéristiques cliniques des patients en fonction des groupes de sévérité EEG initiaux.

A. Caractéristiques périnatales ; B. Marqueurs d’anoxie périnatale ; C. Caractéristiques des tracés EEG initiaux ;

D. Evolution clinique a 1 an. Cohortes de développement et de validation (N=150).

Les valeurs p sont calculées par rapport aux 3 groupes de sévérité (test de Kruskal-Wallis ou khi?).

A. Caractéristiques périnatales

moyenne + e-t ou N(%) N=150 G(r::gg) 1 G(r::f:)z G(r::f:)?’ Valeur p
Genre (M/F) 101/49 42/18 25/17 34/14 0.44 /0.44
Age gestationnel (SA) 39,4+4,8 39,6 +1,7 39,4+6,2 39,2+5,9 0.335
Poids de naissance (g) 3132 +622 3205 +614 2984 + 663 3168 + 571 0.197
Déroulement de la grossesse :
Normal 96 (64%) 41 (69%) 23 (55%) 32 (67%) 0.290
Complication maternelle * 32 (21%) 12 (20%) 11 (26%) 9 (19%) 0.667
Complication foetale? 21 (14%) 6 (10%) 8 (19%) 7 (15%) 0.447
Modalités d’accouchement :
Césarienne en urgence 81 (54%) 34 (57%) 24 (57%) 23 (48%) 0.914
Voie basse simple 34 (23%) 10 (17%) 9(21%) 15 (31%) 0.193
Extraction instrumentale 31 (21%) 14 (23%) 8 (19%) 9 (19%) 0.805
Césarienne programmée 4 (3%) 2 (3%) 1(2%) 1(2%) 0.914
B. Marqueurs d’anoxie périnatale
moyenne * e-t ou N(%) N=150 G(r::gg) ! G(r::j)ze)z G{r?:;;)?’ Valeur p
Marqueurs cliniques
Apgar a 10 min 52+2,9 6,1+2,9 59+25 3,5%£2,6 <0.001
Stade de Sarnat 1 34 (23%) 26 (43%) 6 (14%) 2 (4%) <0.001
2 87 (58%) 33 (55%) 31 (74%) 23 (48%) <0.001
3 29 (19%) 1(2%) 5(12%) 23 (48%) <0.001
Marqueurs biologiques
pH avant H1 6,97 £ 0,17 6,97 £ 0,10 6,98 +0,21 6,95 +0,19 0.780
Lactate avant H1 (mmol/L) 12,1+3,8 11,9+3,4 12,0+3,9 12,4+4,1 0.723
C. Tracés EEG initiaux
moyenne + e-t ou N(%) N=150 G(r::Gpg) 1 G{::ff)z G(r::fse)3 Valeur p
Conditions d’enregistrement :
Sédation or analgésie3 38 (25%) 4 (7%) 13 (31%) 21 (44%) <0.001
Ventilation invasive 88 (59%) 17 (28%) 28 (67%) 43 (90%) <0.001
Hypothermie (T°<34°C) 62 (42%) 9 (16%) 20 (48%) 33 (69%) <0.001
Température corporelle (°C) 345+1,7 35,5+1,3 34,3+1,6 33,7+1,6 <0.001
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Analyse visuelle :
Présence de crises 16 (11%) 0 5(12%) 11 (23%) 0.001
Grades visuels détaillés* 0:20(33%) 2A : 23 (55%) 3P : 27 (56%)

1:40(67%)  2B:19(45%)  31:21 (44%)

D. Evolution clinique a 1 an

Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3
[ =
N(%) N=142 (n=59) (n=38) (n=45) Valeur p
Favorable 116 (82%) 59 (100%) 36 (95%) 21 (47%) <0.001
Défavorable 26 (18%) 0 2 (5%) 24 (53%) <0.001
dont déces néonataux 22 0 2 20

I Complication maternelle : ex. diabéte gestationnel, pathologie maternelle, prise de traitement ou de toxiques, etc.

2 Complication feetale : ex. RCIU, anomalie échographique, grossesse gémellaire, etc.

3 Prise d’un traitement sédatif, anticonvulsivant ou antalgique : phénobarbital, clonazepam, morphine ou sufentanyl.
4Grade 0 : tracé normal ; Grade 1 : tracé subnormal ; Grade 2A : tracé discontinu type A ou tracé hyperactif rapide ou tracé
lent ; Grade 2B : tracé discontinu type B ; Grade 3P : tracé paroxystique ou tracé pauvre plus théta ; Grade 3! : trace inactif
(cf tableau 0.1).

L’évolution clinique a 1 an des 142 enfants suivis était significativement différente entre les 3
groupes : 82% des enfants avaient une évolution clinique favorable, notamment tous les
enfants ayant un tracé EEG initial du groupe 1. Parmi les 26 enfants ayant une évolution
clinique défavorable (18%), 22 étaient décédés en période néonatale dont 20 enfants du
groupe 3 (tableau 1.3D). Ces 26 enfants avaient un score d’Apgar a 10 minutes de vie
significativement plus bas et la majorité (77%) avait un stade de Sarnat a 3. Les valeurs des

marqueurs biologiques (pH et lactate) ne différaient pas en fonction de I’évolution (figure 1.6).
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Figure 1.6 — Marqueurs cliniques et biologiques d’anoxie périnatale ou d’EAIl en fonction de I’évolution
clinique des enfants a 1 an.

Box Plots : données des deux cohortes dans les 2 groupes d’évolution (F=favorable, D=défavorable) avec la
moyenne (+) et la médiane (-). Score d’Apgar a 10 minutes (n=147), pH (n=142), lactate en mmol/L (n=146),
stade de Sarnat : nombre de patient pour chaque stade 1-3 (n=150).

* . différence significative entre les 2 groupes (test de Mann-Whitney).

Apgar pH Lactate
10 T T % 75 T . 5T
8 T 73 T 20 +
° T T 71T 15 +
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6, s |
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Il. Données quantitatives des EEG initiaux

I1)1. Par rapport aux groupes de sévérité EEG visuels de la classification francaise

Les valeurs quantitatives d’amplitude, de puissance absolue totale et de puissance relative des
basses fréquences EEG diminuaient avec la sévérité des tracés alors que les valeurs de
discontinuité (BSR), de SEF et de variation de la puissance relative augmentaient.

Les données qEEG des deux cohortes différaient significativement entre les 3 groupes de
sévérité EEG pour toutes les variables étudiées (tableau 1.4). Lors des analyses post-hoc, les
variables étaient différentes entre chaque groupe de sévérité apres correction de Bonferroni
(p<0,001) hormis entre les groupes 1 et 2 pour la valeur moyenne de I'Index d’Amplitude
maximal (p=0,032), la valeur moyenne et le coefficient de variation de la PR (p=0,079 et
p=0,036 respectivement) et les valeurs moyenne et maximale de la SEF (p=0,185 et p=0,081

respectivement).
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Tableau 1.4 - Données quantitatives EEG en fonction des groupes de sévérité EEG visuels.

Variables qEEG globales : moyenne des 6 marqueurs (ensemble qEEG 1) et variables sélectionnées (ensemble

gEEG 2) surlignées en gris.

Valeurs moyennes + écart-type (min-max) : sur 'ensemble des 2 cohortes (N=150), dans les groupes 1, 2 et 3.
Les valeurs p sont calculées par un test de Kruskal-Wallis entre les 3 groupes de sévérité EEG visuels (p<0,05).
Analyse post-hoc (test de Dun) : * valeurs significatives versus G1 (p<0,016) ; + valeurs significatives versus G2

(p<0,016).
Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Valeur p
Variables qEEG N=150 (n=60) (n=42) (n=48)
. 29+13 40+1.0 27412 17407
1A min moyenne (0.8-6.1) (1.9-6.1) (1.3-6.1)* (0.8-3.4)%+ o
ovenne 57.0+22.8 71.7+11.7 63.1+16.7 33.2+18.4 <0.001
4 (7.0-91.6) (42.2-89.7) (33.8-91.6) (7.0-72.3)%+ .
1A max
- 29.5+18.3 43.2+10.9 321+166  10.1£7.0(3.1- <0.001
(3.1-73.5) (18.8-64.0) (5.5-73.5)* 37.5)%+ :
ovenne 19.2+265 11428 11.6+133 4831269 <0.001
y (0-97.2) (0.0-16.8) (0.0-48.0)* (3.8-97.2)*+ .
BSR
. 34.8+34.2 64183 33.9+283 71.0+23.6 <0.001
(0-100) (0.0-44.6) (0.0-94.4)* (12.7-100)*+ .
ovenne 257.9+315.8  390.5+381.3  203.8+158.8  139.5+268.7 <0.001
4 (1.3-21791.2)  (85.2-2179.2)  (20.4-589.4)*  (1.3-1629.5)*+ :
PT
- 42.6+43.4 73.5435.1 40.6 + 44.6 58497 <0.001
(0.4-211.0) (12.6-177.5) (1.5-211.0)* (0.4-57.5)%+ .
venne 86.7+9.3 91.7+2.5 89.5+5.0 78.2+115 <0.001
¥ (48.6-97.4) (84.9-96.4) (77.3-96.7) (48.6-97.4)*+ :
PR
- 6.6£56 36+15 52431 11.547.2 (3.5~
.001
variation (1.2-30.4) (1.4-8.6) (1.2-12.0) 30.4)%+ <0.00
venne 104148 76+16 8.6+2.7 153+5.1 (4.1~ <0.001
¥ (4.1-24.5) (4.4-12.5) (4.2-15.2) 24.5)%+ :
SEF
o 18.9+5.3 159441 (7.5~ 17.8+4.8 (7.6~ 23.7%35 <0.001
(7.5-28.0) 24.3) 25.8) (13.3-28.0)*+ :

IA min : Index d’Amplitude minimal (uV) ; IA max : Index d’Amplitude maximal (uV) ; BSR : Burst Suppression Ratio (%) ; PT :
Puissance Absolue Totale (1V?) ; PR : Puissance Relative des Basses Fréquences (%) ; SEF : Spectral Edge Frequency (Hz).
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[1)2. Par rapport a I'évolution clinique

Les valeurs moyennes des 6 marqueurs différaient également selon I’évolution clinique des
enfants a 1 an (figure 1.7). Les seuils permettant de discriminer au mieux I’évolution favorable
ou défavorable des enfants étaient de 2 uV pour I'amplitude minimale (Se 0.70 ; Sp 0.85 ; VPP
0.95; VPN 0.39), 42 pV pour I'amplitude maximale (Se 0.85 ; Sp 0.81; VPP 0.95 ; VPN 0.54),
6% pour le BSR (Se 0.65; Sp 1 ; VPP 1 ; VPN 0.39), 83 uV?2 pour la puissance totale (Se 0.81 ; Sp
0.85; VPP 0.96 ; VPN 0.50), 85% pour la puissance relative (Se 0.86 ; Sp 0.73 ; VPP 0.94 ; VPN
0.54) et 11 Hz pour la SEF (Se 0.78 ; Sp 0.85 ; VPP 0.96 ; VPN 0.47).

A noter que la valeur prédictive d’une évolution favorable était de 100% au-dela d’un seuil de
3 uV d’amplitude minimale, 72 pV d’amplitude maximale et en-dessous du seuil de 6% de

discontinuité (BSR). Les courbes ROC sont présentées dans la figure 1.8.

Figure 1.7 — Données qEEG en fonction de I’évolution clinique des enfants a 1 an.

Box Plots : données des deux cohortes (N=150) dans les 2 groupes d’évolution (F=favorable, D=défavorable)
avec la moyenne (+) et la médiane (-).

Données qEEG : moyennes des marqueurs sur le tracé EEG global.

* . différence significative entre les 2 groupes (test de Mann-Whitney).
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IA min : Index d’Amplitude minimal (uV) ; IA max : Index d’Amplitude maximal (uV) ; BSR : Burst Suppression Ratio (%) ;
PT : Puissance Absolue Totale (uV?) ; PR : Puissance Relative des Basses Fréquences (%) ; SEF : Spectral Edge Frequency (Hz)
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Figure 1.8 — Courbes ROC des variables qEEG par rapport a I’évolution clinique favorable ou défavorable des
enfants a1 an.

Courbes ROC avec le taux de faux positifs (1-spécificité) en abscisse, le taux de vrais positifs (sensibilité) en
ordonnée et 'aire sous la courbe ROC (AUC).
Données qEEG des deux cohortes (moyennes des marqueurs sur I'EEG global).

IA min IA max BSR
AUC=0,84 AUC=0,88 AUC=0,90
1 1 1
0,9 0,9 0,9
0,8 0,8 0,8
0,7 0,7 0,7
0,6 0,6 0,6
% 0,5 $ 0,5 % 0,5
0,4 0,4 0,4
0,3 0,3 0,3
0,2 0,2 0,2
0,1 0,1 0,1
0 0 0
PT PR SEF
AUC=0,84 AUC=0,84 AUC=0,85

1 1 1
0,9 0,9 0,9
0,8 0,8 0,8
0,7 0,7 0,7
0,6 0,6 0,6
((/1)) 0,5 (C,D) 0,5 % 0,5
0,4 0,4 0,4
0,3 0,3 0,3
0,2 0,2 0,2
0,1 0,1 0,1
0 0 0
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[1l. Classification automatique des groupes de sévérité EEG

De facon générale, les algorithmes de SVM étaient plus efficaces pour classer les 3 groupes de
sévérité EEG que les autres types d’algorithmes testés, seuls les résultats SVM seront donc

présentés.

Le modele le plus performant, notamment pour la classification du groupe 2-3, était le modele
basé sur un algorithme de SVM (noyau quadratique) combinant les valeurs moyennes des 6
marqueurs qEEG (variables gEEG 1) calculées a partir de I'EEG global (tableau 1.5). En phase
de développement, la performance de classification était de 80,6% en moyenne : 83% pour le
groupe 1, 68% pour le groupe 2 et 91% pour le groupe 3. L'apprentissage de I'algorithme durait
en moyenne 0,97 secondes. Lorsque ce modeéle était appliqué sur la cohorte de validation, il
permettait de classer correctement 80,0% des tracés : 87% des tracés du groupe 1, 67% du
groupe 2 et 78% du groupe 3 (tableau 1.6). Le kappa de Cohen était de 0.71 pour les deux
cohortes réunies. En phase de validation, aucun tracé du groupe 3 n’était mal classé par ce
modele dans le groupe 1 et inversement. Seuls 2 des 12 tracés du groupe 2 étaient mal classés

dans le groupe 1.

Tableau 1.5- Performances des différents modeles SVM pour la classification des groupes de sévérité EEG
selon les combinaisons de variables qEEG utilisées.

Pour chaque modele SVM : résultats du meilleur type d’algorithme avec la performance de classification
globale en 3 groupes de sévérité (TOTAL), la performance de classification du groupe 1 (G1) et de I'ensemble
des groupes 2 et 3 (G2-3) en phase de développement et en phase de validation.

Développement Validation
Modéle Algorithme TOTAL (%)  G1 (%) G2-3(%) | TOTAL(%)  G1 (%) G2-3 (%)
gEEG1/global SVM quadratique 80,6 83,0 87,4 80,0 86,7 93,3
gEEG2/global SVM linéaire 77,6 79,3 86,7 71,7 83,3 93,3
gEEG1/C3C4 SVM linéaire 80,6 92,3 84,0 75,0 76,7 90,0
gEEG2/C3C4 SVM gaussien 72,4 87,0 78,3 75,0 93,3 86,7

Variables gEEG 1 : valeurs moyennes des marqueurs sur le tracé entier ; Variables gEEG 2 : valeurs sélectionnées des
marqueurs. Global : calculées a partir de ’EEG global (ensemble des dérivations) ; C3C4 : calculées a partir de la dérivation
C3C4 seule.
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Tableau 1.6 — Classification des 3 groupes de sévérité EEG par le modeéle SVM qEEG1/global.

Ce modele est basé sur un algorithme de SVM quadratique combinant les valeurs moyennes des 6 marqueurs
gEEG (variables gEEG 1) calculées a partir de I'EEG global (ensemble des dérivations).

La matrice de confusion présente les résultats en phase de validation avec le pourcentage de tracés bien
classés par le SVM dans les 3 groupes de sévérité EEG par rapport aux groupes de référence (sensibilité) ainsi
que les valeurs prédictives positives (VPP) pour chaque groupe.

En vert : tracés bien classés (vrais positifs). En rouge : les tracés du groupe 2 ou 3 mal classés dans le groupe 1.

Groupes Groupes SVM Total
Sensibilité
de référence 1 2 3 (référence)
1 26 4 0 30 86,7 %
2 2 8 2 12 66,7 %
3 0 4 14 18 77,8 %
Total (SVM) 28 16 16 60 80,0 %
VPP 92,9% 50,0% 87,5%

Les 2 tracés EEG du groupe 2 sous-classés dans le groupe 1 par le modeéle retenu étaient
également sous-classés par les autres modeles testés. Les caractéristiques cliniques des 2
enfants sont présentées dans le tableau I.7.

Le premier tracé était classé différemment en grade 1 par le premier neurophysiologiste et en

grade 2A par les 2 autres (figure 1.8A). L’enfant était traité par hypothermie thérapeutique et
I'EEG du monitoring se normalisait avant H24.

Le deuxieme tracé était classé en grade 2 par les deux neurophysiologistes (figure 1.8B). Les

valeurs des marqueurs gEEG calculés a partir de ce tracé pouvaient correspondre au groupe 1
ou au groupe 2 sauf le BSR qui était quasiment nul, correspondant plutot a un groupe 1 (figure
[.9A). Le groupe attribué par le modeéle était fluctuant entre 1 et 2 tout au long de ce tracé
(figure 1.9B). L'EEG s’améliorait rapidement sous hypothermie avec un grade 1 dés 8 heures

de vie. Ces deux enfants avaient un examen neurologique normal a I’dge de 1 an.
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Tableau 1.7 — Caractéristiques cliniques des 2 enfants du groupe de sévérité EEG 2 mal classés dans le groupe
1 par le modeéle SVM qEEG1/global.

Enfant 1

Enfant 2

Age gestationnel
Poids de naissance
Accouchement

pH a la naissance
Lactate a la naissance
Score d’Apgar a 10’
Stade de Sarnat

EEG initial

Evolution

41 SA + 5 jours
2760 g
Césarienne en urgence (ARCF)

7.05

6 mmol/L

6

2

Enregistré a H4 sous ventilation
invasive, hypothermie passive (33.4°C)
et sédation par sufentanil (0.6 pg/kg/h)
Neurophysiologiste 1 : grade 1
Neurophysiologistes 2 et 3 : grade 2A
IRM cérébrale normale a J3,

examen neurologique normal a 1 an

39SA+1jour

2290 g

Césarienne en urgence (procidence du
cordon)

7.17

12 mmol/L

5

2

Enregistré a H6, enfant en air ambiant,
sans sédation, température 34.9°C

Neurophysiologistes 1 et 2 : grade 2

IRM cérébrale normale aJ3,
examen clinique normal a 1 et 3 ans
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Figure 1.8 — Extraits des 2 tracés EEG initiaux du groupe de sévérité EEG 2 mal classés dans le groupe 1 par le
modeéle SVM qEEG1/global.

A. Tracé gradé 1 ou 2A selon les différentes analyses visuelles. Le tracé est normal en sommeil agité avec la

présence de grapho-éléments physiologiques (A.1). Par contre, le tracé est un peu trop déprimé et discontinu
en sommeil calme (A.2). A noter, un artefact de signal est retrouvé en continu sur la dérivation F4.

B. Tracé classé visuellement en grade 2. Le tracé est asymétrique au dépens de la gauche ou il est plus lent et

déprimé. A droite, le tracé est continu avec des grapho-éléments physiologiques mais marqué par la présence
de rares pointes temporales.
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Figure 1.9 — Exemples de valeurs qEEG du groupe 2 de sévérité.
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A. Box Plots : données qEEG des deux cohortes (N=150) dans les 3 groupes de sévérité (variables qEEG 1

globales).

Curseur rouge : exemple de tracé du groupe 2 mal classé dans le groupe 1 par le modéle SVM qEEG1/global
(enfant 2). Curseur bleu : exemple de tracé du groupe 2 bien classé par le modéle.
B. Grade attribué par le modéle a partir de chaque mesure qEEG du tracé de I'enfant 2, soit 1 grade par 20

secondes.
A. IA min IA max BSR
8 — G1 G2 G3 100 —+ G1 G2 G3 100 —+ G1 G2 3
6 & . 80 z=m 80 +
60 == 60 +
4 + .
— 40 + 40 +
27 20 + 0+,
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oL oLt Q== = =
PT PR SEF
G1 G2 G3 100 - G1 G2 G3 25 G1 G2 3
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0+ 50 L 0o+
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IA min : Index d’Amplitude minimal (uV) ; IA max : Index d’Amplitude maximal (uV) ; BSR : Burst Suppression Ratio (%) ;
PT : Puissance Absolue Totale (uV?) ; PR : Puissance Relative des Basses Fréquences (%) ; SEF : Spectral Edge Frequency (Hz).
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IV. Prédiction automatique de |’évolution clinique

Lorsque le modele SVM qEEG1/global retenu (SVM quadratique combinant les valeurs
moyennes des 6 marqueurs qEEG calculées sur I'EEG global) était entrainé a prédire
I’évolution clinique a 1 an, il permettait de classer correctement 80,6% des tracés EEG initiaux
en phase de développement et 93,1% des tracés en phase de validation (tableau 1.8).

L’ajout du stade de Sarnat dans le modéle permettait d’améliorer |égerement la performance
de classification totale (83,5% en développement et 94,7% en validation). L’ajout du score
d’Apgar, du pH ou du lactate ne permettait pas d’améliorer la performance de classification

du modeéle. Les résultats du modeéle Sarnat sont détaillés dans le tableau I.9.

Tableau 1.8 - Performances des différents modeles SVM pour la prédiction de I’évolution clinique a 1 an.

Modeles présentés : algorithme de SVM quadratique combinant les 6 variables gEEG1/globales seules (modele
EEG) ou associées au stade de Sarnat (modéle Sarnat), au score d’Apgar (modele Apgar), au pH (modeéle pH) ou
au lactate (modeéle lactate). Performance de classification globale (TOTAL), performance de classification du
groupe d’évolution défavorable (D) et du groupe d’évolution favorable (F) en phase de développement et en
phase de validation.

Développement Validation
Modeéle TOTAL (%) D (%) F (%) TOTAL (%) D (%) F (%)
EEG 80,6 34,4 91,5 93,1 80,0 95,8
Sarnat 83,5 45,0 92,5 94,7 80,0 97,9
Apgar 76,2 36,3 85,7 82,1 0,0 100,0
pH 81,0 37,1 90,5 91,1 55,6 97,9
Lactate 78,3 46,3 86,1 82,5 0,0 100,0

Tableau 1.9 — Prédiction de I’évolution clinique a 1 an par le modéle Sarnat.

Prédictions du modele en phase de validation comparées a I’évolution clinique réelle des enfants a I'age de 1
an (sensibilité et valeurs prédictives positives VPP). En vert : vrais positifs.

Prédiction SVM
Total (référence) Sensibilité
Evolution Favorable Défavorable
Favorable 46 1 47 97,9%
Défavorable 2 8 10 80,0%
Total (SVM) 48 9 57 94,7%
VPP 95,8% 88,9%
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Les trois erreurs de classification du modéle Sarnat concernaient des nouveau-nés ayant un
tracé initial de grade 3 : le modele prédisait a tort une évolution favorable chez 2 nouveau-

nés et une évolution défavorable chez un nouveau-né.

Les deux houveau-nés classés par erreur dans le groupe d’évolution favorable avaient un tracé

EEG initial sévere et un stade de Sarnat estimé a 3. Le tracé du premier nouveau-né avait été
évalué différemment par les 2 neurophysiologistes : grade 3 inactif avec des artefacts de gasps
chez le premier, grade 2B chez le deuxiéme, et finalement classé en 3 par le 3°me
neurophysiologiste ( ). Il était gradé automatiquement dans le groupe 2 par le
modele de classification des groupes de sévérité EEG. Le tracé restait sévere jusqu’a la fin de
I'HT a H72.

Le deuxiéme nouveau-né avait un tracé EEG initial inactif avec des artefacts intermittents liés
a des frissons, gradé automatiquement dans le groupe 3 également ( ). Sous HT, le
tracé évoluait vers un grade 2B avant H12, avec de nombreuses crises, puis vers un grade 2A
a partir de H36. Ces deux enfants avaient des lésions anoxo-ischémiques séveres a I'IRM
cérébrale et le décés survenait en période néonatale aprés un arrét des thérapeutiques
actives.

Le nouveau-né classé par erreur dans le groupe d’évolution défavorable avait un tracé initial

inactif ( ) classé automatiquement dans le groupe 3. Durant I’HT, le monitoring EEG
enregistrait des crises a J1 avec un tracé de grade 2B puis 2A a partir de J2. Les PES étaient
normaux et I'IRM cérébrale a J3 mettait en évidence des lésions anoxo-ischémiques capsulo-
thalamiques bilatérales. A I'dge de 1 an, I'enfant avait une légere spasticité des membres
inférieurs mais un bon développement bien corrélé a I’age avec un tres bon langage.

Au total, I'algorithme parvenait a prédire I'évolution favorable ou défavorable de 14 enfants

sur les 17 ayant un tracé initial de grade 3 et dont I’évolution était connue (82%).
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Figure 1.10 - Extraits des 3 tracés EEG initiaux a partir desquels I’évolution était incorrectement prédite par le
modéle Sarnat.

A. Tracé isoélectrique avec artefacts de gasps, classé visuellement en 2B/3 et automatiquement dans le groupe
2. Prédiction : évolution favorable. Evolution réelle : déces.

B. Tracé isoélectrique avec quelques artefacts intermittents de frissons, classé visuellement et
automatiquement dans le groupe 3. Prédiction : évolution favorable. Evolution réelle : déces.

C. Tracé isoélectrique, classé visuellement et automatiquement dans le groupe 3. Prédiction : évolution
défavorable. Evolution réelle : favorable (séquelles légéres).
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PARTIE IB - Etude de la phase secondaire post-anoxique : application du
modeéle de classification automatique aux EEG enregistrés aprées H6

Dans cette deuxieme partie, nous avons étudié la performance du modeéle de classification
automatique de la sévérité des EEG lorsqu’il était appliqué sur des tracés EEG plus tardifs,
enregistrés sous hypothermie thérapeutique chez des nouveau-nés traités pour une EAI

modérée ou sévere.

METHODES

|. Base de données

Nous présenterons 1) la population étudiée, 2) les données EEG analysées, 3) les analyses

réalisées a partir de cette partie de la base de données.

[)1. Population étudiée

Dans cette partie, nous avons étudié les nouveau-nés de la cohorte de développement mis en
hypothermie thérapeutique entre 2013 et 2015 (n=53). L'HT était initiée avant H6 en cas d’EAI
modérée (n=20) ou sévére (n=33) selon des critéres cliniques (stade de Sarnat 2-3) et EEG
(anomalies modérées a séveres selon la classification francaise) puis maintenue entre 32 et

34°C pendant au moins 48 heures.

[)2. Données EEG

Ces enfants étaient monitorés durant toute la durée de I'HT par un EEG continu, débuté en
moyenne a 5.4 + 4 [2,4-10] heures de vie, enregistré a 'aide du logiciel « Micromed EEG
System® », par l'intermédiaire de 8 électrodes cupules (Nicolet®) positionnées selon le
systéme international 10:20 modifié pour la néonatologie, 1 électrode terre et 1 électrode de
référence. Les électrodes cupules étaient attachées apres nettoyage du scalp grace a de la
pate adhésive et maintenue par un filet. L'impédance était inférieure a 5 kOhm et le signal

EEG était échantillonné a 256 Hz.
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Cing tracés de 30 minutes étaient extraits de chaque enregistrement a H12, H24, H36, H48 et
H72 de vie. Quatre tracés manquaient du fait de I'interruption précoce de 2 enregistrements
avant H48. Au total, 261 tracés « HT » étaient analysés.

Ces tracés étaient analysés visuellement et classés en 3 groupes de sévérité EEG selon la
méthode décrite dans la partie IA. La cohérence inter-observateur était correcte avec 83% des
tracés classés a l'identique (k=0.74).

Parmi les 261 tracés : 65 étaient inclus dans le groupe 1, 121 dans le groupe 2 et 75 dans le

groupe 3.

Les extraits EEG bruts de 30 minutes étaient ensuite analysés quantitativement selon le

protocole détaillé dans la partie IA.

1)3. Analyses statistiques

Les caractéristiques cliniques et EEG de la base de données étaient décrites par la moyenne
et I"écart-type pour les variables quantitatives, par la fréquence et le pourcentage pour les
variables qualitatives. Les valeurs prédictives positives des grades EEG sur I'évolution clinique

étaient calculées aux différents délais postnataux.

II. Classification automatique des groupes de sévérité EEG aprés H6

Ces tracés HT étaient classés automatiquement selon les groupes de sévérité EEG par le
modele sélectionné sur les tracés EEG initiaux (SVM gEEG1/global) afin de vérifier son
efficacité sur ces tracés EEG enregistrés apres H6 sous hypothermie thérapeutique. La
performance totale était calculée sur I'ensemble des tracés (n=261) et a chaque délai post-

natal (H12, H24, H36, H48 et H72).

[Il. Prédiction automatique de I'évolution clinique

Le modéle SVM gEEG1/global entrainé a prédire I’évolution clinique a 1 an a partir des EEG

initiaux était également appliqué sur les tracés HT aux différents délais postnataux.

73



PARTIE IB - RESULTATS
RESULTATS

|. Caractéristiques de la base de données

Les caractéristiques cliniques des patients de la cohorte « HT » sont présentées dans le tableau
[.L10. Les tracés HT étaient tous enregistrés chez des enfants mis en hypothermie
thérapeutique et donc intubés, ventilés et sédatés. Les tracés avaient tendance a s’améliorer
au cours du temps avec une diminution des tracés inactifs, paroxystiques et discontinus de
type B au profit des tracés normaux et subnormaux (figure 1.11). Une légére dégradation des
tracés était néanmoins retrouvée entre H48 et H72. Des crises étaient retrouvées dans 35
tracés (13%) : 27 tracés du groupe 3 (36%), 8 tracés du groupe 2 (7%) et aucun tracé du groupe
1.

Concernant I"évolution clinique : 80% des enfants ayant un tracé du groupe 3 a H12 avaient

une évolution défavorable, 88% a H24, 93% a H36 et 100% a H48 et H72 (tableau 1.11).

Tableau 1.10 - Caractéristiques cliniques des patients de la cohorte « HT »

Caractéristiques périnatales

moyenne * e-t ou N(%) N=53
Genre (M/F) 36/17
Age gestationnel (SA) 39.5+1.2
Poids de naissance (g) 3158 £ 622.6
Déroulement de la grossesse :

Normal 24 (45.3%)
Complication maternelle * 12 (22.6%)
Complication foetale? 17 (32.1%)
Modalités d’accouchement :

Césarienne en urgence 28 (52.8%)
Voie basse simple 8(26.7%)
Extraction instrumentale 15 (28.3%)
Césarienne programmeée 2 (3.8%)

Marqueurs d’anoxie périnatale :

Apgar a 10 min 52+29
Stade de Sarnat 1 4 (7.5%)
2 33 (62.3%)
3 16 (30.2%)
pH avant H1 7.0+0.1
Lactate avant H1 (mmol/L) 12.6 + 4.2
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Figure 1.11 — Evolution de la sévérité des tracés HT selon le délai post-natal

Evolution du nombre de tracés HT par grade de sévérité selon le délai post-natal (H6-H72).
Les tracés HT sont issus des monitorings EEG enregistrés en continu chez 53 nouveau-nés mis en hypothermie

thérapeutique.

25
20
15 /7
5
0
<H6 H12 H24 H36 H48 H72
s Grades 0 et 1 === Grades 2A Grades 2B Grades 3P e Grades 3|

Grade 0 : tracé normal ; Grade 1 : tracé subnormal ; Grade 2A : tracé discontinu type A ou tracé hyperactif rapide ou tracé
lent ; Grade 2B : tracé discontinu type B ; Grade 3P : tracé paroxystique ou tracé pauvre plus théta ; Grade 3| : tracé inactif.

Tableau I.11 — Valeur pronostique du groupe de sévérité EEG des tracés HT sur I’évolution clinique a 1 an

Valeurs prédictives positives (VPP) des groupes de tracés HT aux différents délais sur I’évolution clinique

favorable ou défavorable a 1 an.

VPP Groupes H12 H24 H36 H48 H72
G1 100% 100% 93% 100% 100%
Evolution clinique
G2 100% 95% 89% 84% 83%
favorable
G3 20% 12% 7% 0% 0%
G1 0% 0% 7% 0% 0%
Evolution clinique
G2 0% 5% 11% 16% 17%
défavorable
G3 80% 88% 93% 100% 100%

G1, G2, G3: groupes de sévérité EEG 1, 2 et 3
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II. Classification automatique des groupes de sévérité EEG

Lorsqu’il était appliqué sur les données des 261 tracés HT enregistrés sous hypothermie
thérapeutique, le modele sélectionné sur les tracés EEG initiaux (SVM qEEG1/global)
permettait de classer correctement 66,7% des tracés (tableau 1.12). Si 'on considére les
performances par délai post-natal : 64% des 53 extraits a H12 étaient bien classés par le

modele, 68% a H24, 69% a H36, 67% a H48 et 65% a H72.

Tableau 1.12 - Matrice de confusion du modéle SVM qEEG1/global pour la classification des groupes de
sévérité a partir des tracés EEG « HT »

En vert : tracés bien classés (vrais positifs).

Groupes Groupes SVM Total
Sensibilité
de référence 1 2 3 (référence)
1 32 31 2 65 49,2 %
2 32 81 8 121 66,9 %
3 1 13 61 75 81,3 %
Total (SVM) 65 125 71 261 66,7 %
VPP 49,2% 64,8% 85,9%

VPP : valeurs prédictives positives
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[Il. Prédiction automatique de I'évolution clinique

Lorsque le modeéle SVM gEEG1/global était utilisé pour prédire I’évolution clinique a 1 an a
partir des tracés HT aux différents délais postnataux, il avait une performance totale de 87,5%

a H12,81% a H24, 85% a H36, 77% a H48 et 80% a H72 (tableau 1.13).

Tableau 1.13 — Performances du modéle SVM qEEG1/global pour prédire I’évolution clinique a 1 an

Performance de classification globale (TOTAL), performance de classification du groupe d’évolution défavorable
(D) et du groupe d’évolution favorable (F) en phase de développement et en phase de validation.

Performances de prédiction SVM

Délai TOTAL (%) D (%) F (%)
H12 87,5 68,8 96,9
H24 81,3 50,0 96,9
H36 85,1 62,5 96,8
H48 76,6 37,5 96,8
H72 80,4 46,7 96,8
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DISCUSSION

Dans cette premiere partie, nous avons analysé quantitativement des EEG néonataux
enregistrés avant H6 (phase de latence) aprés une anoxie périnatale, a I'aide de marqueurs
reflétant I'amplitude, la continuité et le contenu fréquentiel du signal EEG (IA min, IA max,
BSR, PT, PR et SEF). Nous avons sélectionné les 6 variables qEEG décrivant au mieux la
classification EEG frangaise de I'EAI néonatale. Ces variables discriminaient significativement
les 3 groupes de sévérité EEG attribués visuellement, ainsi que I’évolution clinique favorable
ou défavorable des enfants a I’age de 1 an.

A partir des variables qEEG, nous avons développé et validé des modéles de classification
automatique de la sévérité des EEG. Le modeéle le plus efficace était basé sur un algorithme de
SVM combinant les valeurs moyennes des 6 marqueurs qEEG calculés sur I'ensemble des
dérivations (EEG global), avec une performance totale de 80% de tracés bien classés en phase
de validation.

Ce modele était également entrainé a prédire I’évolution clinique des enfants a I'age de 1 an
avec une performance de 93% en phase de validation. L’ajout dans le modele de marqueurs
d’anoxie périnatale cliniques ou biologiques (score d’Apgar, pH ou lactate) ne permettait pas
d’en améliorer |'efficacité. Par contre, I'ajout d’un marqueur clinique d’EAIl (stade de Sarnat
avant H6), améliorait |égérement la performance de prédiction (95% en validation).

Dans un second temps, nous avons utilisé le modele de classification automatique des EEG
sélectionné sur les tracés EEG initiaux et I'avons appliqué sur des tracés enregistrés en phase
secondaire (aprés H6) chez des enfants mis en hypothermie thérapeutique pour une EAI
modérée ou sévere. Le modele permettait de classer correctement 67% de ces tracés. Par
ailleurs, le modele de prédiction de I’évolution clinique avait une performance variant entre

77 et 87% selon le délai post-natal auquel les tracés EEG utilisés étaient enregistrés.
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|. EEG initiaux enregistrés avant H6 en phase de latence post-anoxique

Dans un premier temps, nous allons discuter de I'analyse quantitative des EEG néonataux
post-anoxiques, des différentes variables qEEG sélectionnées dans ce travail et de leur
signification physiopathologique, puis nous discuterons des modéles de prédiction

automatique de la sévérité de I'EAI.

[)1. Quantification de la sévérité des EEG

Afin de quantifier la sévérité des EEG initiaux, nous nous sommes basés sur des groupes de
sévérité visuels attribués selon la classification EEG francaise de I'EAlI néonatale. Ces groupes
ont été décrits a I'aide des données de 6 marqueurs quantitatifs EEG reflétant les différentes
caractéristiques du tracé de fond sur lesquelles sont basés les critéres de classification visuelle
en pratique clinique : I'amplitude, la continuité et le contenu fréquentiel du signal. Ces aspects
du tracé de fond caractérisent la sévérité de l'atteinte cérébrale post-anoxique chez le
nouveau-né avec des valeurs pronostiques prouvées dés la phase de latence. Ces marqueurs
apportent donc des informations neurophysiologiques précoces, concrétes et

complémentaires.

Les données de ces marqueurs différaient significativement entre les trois groupes de sévérité
EEG visuels. Comme attendu, les tracés séveres étaient caractérisés par une baisse de

I'amplitude, de la puissance spectrale et de la continuité du signal.

Amplitude

Les valeurs d’amplitude des différents groupes de sévérité correspondaient aux valeurs
retrouvées dans des études précédentes. Par rapport aux classifications aEEG proposées par
al Nageeb en 1999 (213) et Hellstrom-Westas en 2006 (133), nos tracés du groupe 1 étaient
caractérisés par une limite inférieure d’amplitude un peu plus basse (entre 2 et 6 pV en
moyenne contre 5-10 pV pour les tracés normaux dans ces classifications) et une limite
supérieure plus haute (42-90 uV contre 10-50 V). Par contre les valeurs d’amplitude du
groupe 2 (limite haute 34-92 uV et limite basse 1-6 pV) correspondaient bien a celles des

tracés d’amplitude modérément anormale chez al Nageeb (limite haute > 10 pV et limite basse
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< 5 V) et 'amplitude du groupe 3 (limite haute 7-72 uV et limite basse 0.8-3.4 uV) a celles
des tracés Burst-Suppression chez Hellstrom-Westas (limite basse 0-2 pV et bouffées
d’amplitude > 25 uV) ou d’amplitude déprimée chez al Nageeb (limite haute < 10 pV et limite

basse < 5 pV).

Tout comme ces classifications, nos valeurs quantitatives d’amplitude peuvent servir de
repéres concrets et faciliter I'analyse visuelle du tracé de fond EEG/aEEG. Cependant, la
diminution d’amplitude du signal EEG ne représente qu’un aspect des modifications
neurophysiologiques post-anoxiques liées a des processus physiopathologiques complexes.

Dans I'étude de Korotchikova et al., une amplitude inférieure a 3 uV permettait a elle seule de
discriminer les tracés inactifs, mais I'amplitude ne discriminait pas les autres grades EEG (201).
Ainsi, la classification d’Hellstrom-Westas repose également sur une analyse des patterns et
notamment de la continuité du tracé de fond, mais cette analyse reste qualitative et son
interprétation est moins fiable que celle de I'analyse visuelle des tracés EEG conventionnels
(124,133,135). De plus, I'aEEG peut étre particulierement perturbé par la présence d’artefacts
(214-216), ce qui explique probablement les différences de valeurs retrouvées pour nos tracés
du groupe 1 contenant davantage d’artefacts de mouvement. Enfin, il a été montré que les
valeurs qEEG d’amplitude pouvaient varier selon les machines utilisées, la distance et la
localisation des électrodes (217). Dans de nombreuses études, dont celles d’al Nageeb et de
Hellstrom-Westas, I'aEEG était enregistré a partir de deux dérivations seulement, ce qui peut
limiter la comparabilité des valeurs obtenues avec nos propres valeurs qEEG, calculées sur
I'ensemble des dérivations. Ces différentes limites soulignent la nécessité d’associer nos
marqueurs d’amplitude a d’autres marqueurs quantitatifs EEG reflétant des caractéristiques

du tracé de fond différentes et complémentaires.

Discontinuité

Le pourcentage de discontinuité mesuré par le BSR augmentait significativement avec les
groupes de sévérité, passant de 1% en moyenne dans le groupe 1 (valeurs maximales 0-45%) ;
a 12% dans le groupe 2 (valeurs maximales trés variables entre 0 et 97%) ; et 48% dans le
groupe 3 (valeurs maximales 13-100%). Le BSR est un algorithme simple correspondant au

rapport de la durée du tracé discontinu (amplitude < 5 pV) sur la durée totale de l'intervalle

80



PARTIE | - DISCUSSION

analysé et ses valeurs refletent bien la majoration de la discontinuité du signal EEG avec la
sévérité de 'atteinte cérébrale décrite suite a une anoxie périnatale. Il permet de quantifier
indirectement la durée des intervalles inter-bouffées, dont la valeur pronostique a été bien
prouvée dans ce contexte (188,189,191), y compris aprés traitement par hypothermie
(195,196). Dans I’étude de Menache et al., portant sur des EEG enregistrés dans les premiéres
24 heures de vie chez 43 nouveau-nés a terme avec anoxie, la durée maximale et la durée
prédominante des intervalles inter-bouffées (IBl) étaient les caractéristiques les mieux
corrélées au devenir des enfants (non traités par HT) avec une probabilité de 100% de
séquelles sévéres ou de déces si la durée prédominante d’IBI (seuil < 10 pV) était supérieure
a 30 secondes (189). La durée des IBI est également associée au pronostic a long terme des
nouveau-nés mis en hypothermie : une discontinuité moyenne (seuil < 10 pV) de plus de 30
secondes par minute a H24 et H48 avait une valeur prédictive positive de 100% sur le devenir
défavorable a 18 mois dans I'étude de Dunne et al. (195) et la valeur pronostique des

discontinuités semblait maximale entre H18 et H24 dans I'étude de Dereymaeker et al. (196).

Puissance spectrale

La puissance spectrale totale diminuait également avec la sévérité des tracés avec des valeurs
minimales passant de 73 uV? en moyenne dans le groupe 1 a 40 uV? dans le groupe 2 et
s’effondrait a 6 uV2 dans le groupe 3, reflétant la suppression du signal dans les tracés inactifs.
Dans I’étude de Bell et al. chez des nouveau-nés non mis en HT, la puissance spectrale totale
apres une anoxie périnatale était également plus basse a J1 chez les nouveau-nés ayant un
devenir défavorable a 18 mois comparé a ceux ayant un devenir normal (0-30 puV? contre 50-
300 pV?) (178). Dans I’étude de Jain et al. portant sur des nouveau-nés avec une EAI traitée
par hypothermie, les enfants ayant des lésions modérées a séveres a I'IRM cérébrale avaient
une puissance absolue totale plus basse a H9 que les enfants n’ayant pas ou peu de lésions
(26.9 uV? + 65.3 contre 71.6 + 64.8 pV?, p=0.02) (168). L’étude de Govindan et al. rapporte
également dans les deux premiers jours de vie des valeurs de PT plus basses chez deux
nouveau-nés évoluant défavorablement (décés néonatal) par rapport a ceux ayant un devenir
normal (218). L’étude de Wong et al. par contre, ne retrouve pas de différence de puissance
totale entre des nouveau-nés a risque ou avec une EAI clinique aprés anoxie périnatale et des

nouveau-nés sains (200). A noter que nos valeurs moyennes de PT étaient malheureusement
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assez sensibles aux artefacts avec des valeurs parfois aberrantes (jusque 21791 pV? dans le
groupe 1 par exemple), ce qui avait déja été relevé auparavant par Govindan et al. (218).

La puissance relative des basses fréquences diminuait de fagon significative dans le groupe 3,
c’est-a-dire que la bande de fréquence 0.5-5 Hz avait une puissance moindre par rapport a la
puissance totale du signal dans les tracés sévéres. En effet, la dépression de I’activité cérébrale
est associée a un effondrement de la puissance spectrale de fagon globale dans toutes les
bandes de fréquence EEG (178,219) mais il est intéressant de constater que la diminution de
puissance des basses fréquences prédominait. D’autres études antérieures font le méme
constat : la puissance relative des fréquences 0-1 Hz est plus basse a J1 chez les nouveau-nés
ayant une évolution défavorable dans I’étude de Bell et al., ainsi qu’a H30 chez des nouveau-
nés avec une EAl modérée évoluant défavorablement dans I’étude de Doyle et al. (178,199).
Korotchikova et al. retrouvent également une diminution significative de la puissance relative
delta avec la sévérité des grades EEG (201). Dans I'’étude de Thordstein et al., I'analyse du
contenu spectral des bouffées de tracés discontinus de différentes sévérités chez des
nouveau-nés a terme met en évidence une plus grande proportion de fréquences basses dans
les « bouffées » des tracés alternants des nouveau-nés sains en sommeil calme que dans les
bouffées des tracés discontinus post-anoxiques (220). Doyle et al. supposent ainsi que les
basses fréquences représentent un processus neurologique essentiel et nécessaire au
développement cérébral normal (199).

La variation de la puissance relative, au contraire, augmentait avec la sévérité des tracés,
reflétant I'alternance entre les bouffées amples et la suppression du signal inter-bouffée dans
les tracés discontinus. Dans I'étude de Thordstein et al., la quantité relative d’activité haute et
basse fréquence semble également étre un des paramétres les plus discriminants pour

différencier les tracés alternants des tracés discontinus pathologiques (220).

Enfin la SEF, correspondant a la fréquence délimitant 95% de la puissance absolue totale,
augmentait dans le groupe 3 alors que le contraire aurait pu étre attendu puisque la puissance
du signal diminuait. Cette augmentation refléte en fait la suppression du signal dans les tracés
séveres : la puissance du signal étant alors quasiment nulle dans toutes les bandes de
fréquence, la SEF devient indéfinie. Cette particularité de calcul a été récemment identifiée

dans une étude analysant les différents parametres du BIS (un outil largement utilisé pour le
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monitorage cérébral d’une anesthésie générale) : lorsque le tracé EEG était parfaitement
isoélectrique, la SEF augmentait a une valeur inhabituelle de 30 Hz, ce qui correspondrait pour
I'auteur a une erreur dans I'implémentation de l'algorithme (221). Par ailleurs, I'étude de
Thordstein et al. retrouvait également une SEF plus élevée dans les bouffées des tracés
paroxystiques post-anoxiques que dans celles des tracés alternants des nouveau-nés sains
(11.96 Hz + 2.31 en moyenne contre 7.29 + 0.99) (220). Dans les modeéles expérimentaux
d’anoxie chez des feetus de brebis, la SEF diminuait significativement en phase aigué d’anoxie
provoquée sur les enregistrements d’électro-corticogramme, puis récupérait progressivement
en fonction de la sévérité et de la durée de I’hypoxie (52,122,222-224). Cependant, chez le
foetus de brebis, les tracés sont caractérisés par une dépression du signal mais ne sont
guasiment jamais discontinus. Dans I'étude de Wong et al., la SEF n’était pas différente entre
les groupes de nouveau-nés sains (médiane a 9.00 Hz), ceux a risque d’EAI (8.69 Hz) et ceux
ayant une EAI clinique (9.18 Hz) (200). La SEF ne permettait pas non plus de discriminer les
différents grades EEG visuels selon la classification de Murray dans I’étude de Korotchikova et
al. avec une médiane a 4.03 Hz pour les grades 1, 4.15 Hz pour les grades 2, 4.08 Hz pour les
grades 3 et 4.39 Hz pour les grades 4 (201). Dans I'étude de Doyle et al., 3 des 4 nouveau-nés
ayant une EAI clinique évoluant défavorablement avaient des SEF plus basses par rapport a
ceux évoluant favorablement (199). Le quatriéme avait une SEF haute mais le tracé de ce
nouveau-né n’était malheureusement pas décrit précisément dans cette étude.

Enfin, les valeurs de SEF doivent étre interprétées avec précaution notamment dans les tracés
normaux du fait de variations temporelles en présence de cycles veille-sommeil (valeurs
hautes dans le sommeil agité et basses dans le sommeil calme (184,200,225)) et de variations

spatiales selon la localisation de I’enregistrement EEG (220).

Nos marqueurs permettent donc de reproduire quantitativement les différents grades de la
classification EEG francaise de I'EAl néonatale et les seuils déterminés peuvent étre utilisées
comme aide a l'interprétation visuelle, notamment pour certains tracés intermédiaires
difficiles a classer ainsi que pour comparer les tracés entre eux.

Les valeurs des tracés sévéeres refletent principalement la dépression et la discontinuité du
signal EEG, caractéristiques retrouvées visuellement en phase de latence aprés une anoxie

sévere.
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1)2. Aspects physiopathologiques

En phase aigué, I'anoxie entraine une suppression de I'activité cérébrale et donc de 'activité
EEG des sa phase initiale. En réponse a la carence d’apport énergétique, des mécanismes
neuroprotecteurs visant a diminuer le métabolisme cérébral sont mis en place rapidement,
avec notamment la suppression active de la transmission synaptique par I'intermédiaire de
neuromodulateurs inhibiteurs (26,28-34). Si I'hypoxie se prolonge, la défaillance des
mécanismes cardio-vasculaires entraine une hypotension artérielle puis une diminution de la
perfusion cérébrale en-dessous du seuil ischémique inférieur. Les mécanismes de
neuroprotection ne suffisent plus, entrainant une défaillance énergétique de la membrane
cellulaire et la suppression du signal EEG refléterait alors la dépolarisation neuronale anoxique
(34,45,226).

Les études chez les foetus de brebis montrent qu’aprés une anoxie sévéere, la suppression
active du métabolisme cérébral persiste durant les premieres heures, malgré la normalisation
des mécanismes énergétiques (50-53). La diminution de I'amplitude et le ralentissement du
signal retrouvés en phase de latence chez ces foetus sont donc probablement liés a la
suppression active de I'activité cérébrale et donc aux mécanismes neuroprotecteurs (150). La
persistance de ces anomalies dépend de la sévérité et de la longueur de I'anoxo-ischémie
cérébrale mais n’est pas forcément associée a la constitution de l|ésions cérébrales

(26,150,226,227).

La discontinuité du signal par contre, c’est-a-dire I'alternance entre des périodes inactives
(dites discontinues) et des bouffées d’activité, n’est quasiment jamais rapportée dans les
tracés post-anoxiques des foetus animaux et les mécanismes physiopathologiques sous-
jacents sont trés peu connus. Le pattern de « burst suppression « (soit les tracés paroxystiques
de notre classification) pourrait refléter des lésions cérébrales bilatérales séveres impliquant
le cortex (109). Les bouffées seraient produites par le cortex isolé ou par la formation
réticulaire projetant une activité électrique via les voies réticulo-corticales tandis que I'activité

du cortex lésé est inhibée (228,229).

En phase de latence, il est donc difficile de déterminer si les anomalies EEG modérées a

séveres, quantifiées par nos marqueurs, refletent uniguement les mécanismes
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neuroprotecteurs mis en place lors de cette phase, en lien avec la sévérité de I'anoxo-ischémie
cérébrale, ou déja la constitution précoce d’un cedeme cytotoxique voire de lésions cérébrales

définitives.

Nos groupes de sévérité EEG de la classification frangaise, basés sur des criteres
neurophysiologiques visuels, ne sont donc pas déterminés a partir des mécanismes
physiopathologiques sous-jacents. Ainsi, ces groupes peuvent étre hétérogenes en termes de
pronostic. Notamment, le groupe 2 inclut des tracés discontinus de type A qui présentent par
définition des grapho-éléments physiologiques, une labilité et une réactivité partiellement
conservés, ce qui semble étre de bon pronostic, et des tracés discontinus de type B qui en sont
dépourvu et peuvent avoir un pronostic plus réservé.

De plus, ces groupes peuvent étre critiquables en raison de I'existence d’autres systemes de
classification des EEG néonataux post-anoxiques dans la littérature (113). Par exemple, le
systeme de Murray classe les EEG selon 5 grades de sévérité (0-4) avec des critéres moins
détaillés mais selon des seuils |égérement différents (204) : les tracés inactifs par exemple sont
définis par une amplitude inférieure a 10 puV contre 5 puV dans le systeme francais.

Dans un second temps, nous avons donc voulu vérifier la capacité de nos variables qEEG a
discriminer directement I'évolution clinique des nouveau-nés dés la phase de latence post-

anoxique, indépendamment des grades EEG visuels.

[)3. Variables qEEG et évolution clinique a 1 an

Les différentes variables qEEG, calculées a partir des tracés initiaux, étaient fortement
associées a I'évolution clinique des enfants. Elles permettaient de discriminer
significativement les enfants évoluant favorablement des enfants évoluant défavorablement
al’age de 1 an (aprés hypothermie thérapeutique pour les 2 tiers). Les marqueurs d’amplitude
et de discontinuité semblaient les plus prédictifs, en accord avec la littérature
(109,119,154,155,171). Tous les enfants ayant une amplitude minimale moyenne supérieure
a 3 nV, une amplitude maximale supérieure a 72 pV et une discontinuité inférieure a 6% sur

leur EEG initial avaient une évolution favorable.
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Ces résultats montrent que le retentissement cérébral post-anoxique quantifié par nos
marqueurs gEEG dans les premiéres heures de vie est bien associé au devenir a long terme

des enfants.

Au final, en mesurant des composantes spécifiques de I’activité électrique cérébrale, I'analyse
guantitative de I'EEG permet d’apporter en temps réel des informations pertinentes et
objectives reflétant les processus physiopathologiques cérébraux post-anoxiques. Bien que
les anomalies du signal EEG en phase de latence ne refletent pas forcément la constitution de
Iésions définitives, celles-ci semblent traduire la sévérité de I'anoxo-ischémie cérébrale et sont
donc prédictives du pronostic. Ainsi, ces marqueurs qEEG évalués précocement peuvent donc
étre utilisés pour discriminer les nouveau-nés qui vont bénéficier d’un traitement par HT.

Cependant, il a été montré que tous ces marqueurs pris individuellement n’apportaient que
des informations partielles. Dans |'étude de Korotchikova et al., aucune variable qEEG ne
permettait de différencier tous les grades sévérité (201). Bien que trés corrélées entre elles,
nos différentes variables qEEG apportent des informations complémentaires. L'objectif était
donc de les combiner afin de développer des modéles d’aide au diagnostic de I'EAI
néonatale précoce, grace a la classification automatique de la sévérité des EEG dans un
premier temps, puis a la prédiction automatique de I’évolution clinique dans un deuxieme

temps.

1)4. Classification automatique
Nous avons développé des modeles basés sur les six variables qEEG, combinées par des
algorithmes d’apprentissage machine, afin de classer automatiquement la sévérité des EEG

néonataux initiaux, enregistrés en phase de latence post-anoxique.

1.4.1. Classification des groupes de sévérité EEG

Afin d’obtenir le modele le plus performant, différentes méthodes ont été testées. Le modele
le plus performant était basé sur un algorithme de SVM combinant les 6 variables gEEG
correspondant aux valeurs moyennes des 6 marqueurs dans le temps (tracé entier) et I'espace

(ensemble des dérivations).
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Selon I'algorithme utilisé

Parmi les différents types d’algorithmes testés, les algorithmes de SVM semblaient les plus
efficaces pour classer les données selon les 3 groupes de sévérité EEG visuels de la
classification francgaise. L’algorithme de SVM sépare automatiquement les données en
différentes classes par des hyperplans, avec une maximisation des marges a l'aide de vecteurs
(méthode détaillée en annexe Al). Selon les parameétres utilisés, les algorithmes de SVM
linéaires (permettant une séparation linéaire des données) et I'utilisation de noyaux gaussien
ou quadratique (permettant de séparer les données en 3 dimensions selon une fonction
gaussienne ou quadratique) permettaient d’obtenir les meilleurs résultats.

La méthode de SVM est particulierement intéressante car, grace a la méthode de
maximisation des marges, elle peut fonctionner sur de plus petites bases de données et
I"utilisation de noyaux (méthode Kernel) permet de diviser des données dont la distribution
n’est pas linéaire. Elle est connue pour avoir une bonne précision de prédiction et une durée
rapide d’apprentissage (230), ce que confirment nos résultats. Ce modéle a déja été utilisé
pour prédire la sévérité de I'EAl néonatale dans plusieurs études antérieures avec de bonnes
performances (197,203-207,231,232). Ces études utilisent des algorithmes de SVM avec
noyau linéaire ou gaussien mais a notre connaissance, le SVM avec noyau quadratique n’avait
pas été testé. Dans I'étude récente de Modghadam et al. (2021), qui compare plusieurs types
d’algorithmes (SVM, MFNN, RNN), le modéle de SVM semblait également le plus performant

pour classer les grades EEG visuels (207).

Selon les dérivations EEG utilisées

La classification des groupes de sévérité EEG visuels semblait meilleure lorsqu’elle était basée
sur les données gEEG issues de I'EEG global (ensemble des dérivations) qu’a partir des
données de la dérivation C3-C4 uniquement, notamment pour classer les tracés du groupe 2-
3 par rapport au groupe 1. Ces résultats paraissent logiques car I'encéphalopathie anoxo-
ischémique est classiquement considérée comme une atteinte cérébrale globale. De plus, les
valeurs qEEG peuvent étre modifiées par la localisation des électrodes (217) et la moyenne
des données sur I'ensemble des dérivations permet d’atténuer I'impact des artefacts localisés
sur une ou plusieurs dérivations. Les résultats entre les modéles basés sur I'EEG global et sur

C3C4 étaient cependant trés proches, ce qui avait également été constaté dans |'étude de
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Raurale et al. (2021) ou la performance de prédiction de I'EAI était identique lorsque le
nombre de dérivations utilisées était réduit de 8 3 2 (F3-C3 et F4-C4) (208). Par ailleurs, I’étude
de Moghadam et al. mettait en évidence une variation spatiale de la performance de
classification lors de la comparaison de plusieurs modeles utilisant chacun les données d’une
électrode EEG unique (207).

En pratique, il est recommandé d’utiliser un montage EEG complet avec le maximum
d’électrodes plutdt qu’un montage réduit (233). Ces résultats montrent cependant qu’en cas
de nécessité, 2 électrodes peuvent suffire pour classer automatiquement la sévérité de I'EAI
avec une performance correcte. Cela pourrait étre particulierement utile dans les centres ne

disposant pas de personnel formé a la mise en place d’'un EEG complet.

Selon les variables gEEG utilisées

Contrairement a ce qui était attendu, l'utilisation de I'ensemble des 6 variables qEEG
sélectionnées dans la premiere partie de ce travail (soit la valeur moyenne de I'|A min, les
valeurs minimales de I'lA max et de la PT, maximales du BSR et de la SEF et le coefficient de
variation de la PR) semblait moins efficace que I'utilisation des valeurs moyennes des 6
marqueurs pour classer les tracés de la cohorte de validation. Ces variables avaient pourtant
été sélectionnées sur la cohorte de développement comme les plus pertinentes pour décrire
les 3 groupes de sévérité de I'EAIl et les moins sensibles aux artefacts, mais leur application a
une autre cohorte de tracés était moins efficace.

Néanmoins, I'utilisation des valeurs moyennes des marqueurs a un intérét pratique car le
modeéle peut étre appliqué a chaque mesure quantitative (c’est-a-dire toutes les 20 secondes)
pour attribuer automatiquement un groupe de sévérité a partir des données gEEG calculées.
L’analyse automatique du groupe de sévérité peut ainsi étre réalisée tout au long du tracé, ce
qui permet d’identifier des variations de sévérité et de refléter la labilité du tracé, comme

dans la figure 1.9B (p.69).

D’autres variables qEEG auraient pu étre utilisées comme les marqueurs de la connectivité
cérébrale, une caractéristique neurophysiologique quantifiable de plus en plus étudiée
actuellement (219). Cependant, nous avons choisi de n’utiliser que des marqueurs déja

isponibles dans un outil commercialisé afin de faciliter ’application clinique des modeles.
d bles d til lisé afin de faciliter I’application cl d del
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Résultats du modele retenu

Le modele SVM qEEG1/global retenu permettait de classer correctement 80% des nouveau-
nés en phase de validation avec de bonnes performances de classification pour chaque groupe
de sévérité (87% du groupe 1, 67% du groupe 2 et 78% du groupe 3). Comme attendu, le
groupe 2 correspondant aux anomalies EEG modérées (EEG de grade 2), était le moins bien
classé. En pratique clinique, les nouveau-nés ayant un retentissement cérébral post-anoxique
« intermédiaire », soit une encéphalopathie néonatale modérée, sont les plus difficile a
discriminer, notamment en phase de latence. Cliniguement, leur examen neurologique
précoce est variable comme le montre I'attribution des stades de Sarnat dans ce groupe (stade
2 majoritairement mais plusieurs enfants ont un stade 1 ou 3) et les tracés EEG de sévérité
modérée sont également difficiles a discriminer des tracés subnormaux ou séveres. Les
classifications EEG proposées permettent de standardiser I’analyse visuelle en délimitant des
groupes de gravité au sein d’un panel continu de sévérité. Cependant, comme nous I'avons
évoqué, les limites de ces groupes varient entre les différents systemes existants, notamment
pour les tracés de sévérité modérée, et n’ont pas forcément été établies a partir de données
reflétant la physiopathologie sous-jacente (113,155). Notamment, les tracés comportant des
caractéristiques intermédiaires ou fluctuantes ne rentrent pas toujours dans les critéeres des
classifications et I'attribution du grade de sévérité dépend alors de l'appréciation du
neurophysiologiste. Par exemple, un tracé de fond trés |égerement discontinu peut étre classé
en grade 1 (subnormal) selon la classification frangaise si les intervalles inter-bouffées sont «
transitoires avec une organisation temporo-spatiale, des cycles veille-sommeil et une
réactivité conservés ». Cependant les critéres ne précisent pas le seuil en durée et en
abondance des IBI pour différencier ce tracé subnormal d’un tracé discontinu de type A. Un
tracé subnormal peut également comporter de rares éléments paroxystiques sans que le seuil
en fréguence ne soit spécifié. De méme, les tracés continus mais légérement trop lents, les
tracés présentant une amplitude modérément réduite entre 15 et 30 uV, les tracés continus
mais peu labiles ne rentrent dans aucun des critéres. A I'inverse, un tracé discontinu de type
B sévere peut se rapprocher d’un tracé de grade 3 paroxystique.

Le groupe 2 (grades 2) était ainsi sujet a la plus grande discordance inter-observateur lors des
analyses neurophysiologiques visuelles. Seuls 72% des tracés classés en grade 2 lors de la

premiere ou de la deuxieme analyse neurophysiologique étaient gradés en 2 par les deux
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analyses. La cohérence totale entre les 2 observateurs était de 89% avec un kappa de Cohen
a 0.84 contre 0.71 lorsque les prédictions du modeéle étaient comparées aux grades visuels
finaux. De plus, I'étude étant monocentrique, tous les tracés étaient analysés par la méme
équipe avec une formation et des habitudes communes. La cohérence inter-observateur serait
probablement moins bonne dans une étude multicentrique voire internationale. Dans I'étude
de Moghadam et al., la cohérence entre le modele automatique et I'analyse visuelle selon 5
stades de sévérité EEG était meilleure que la cohérence entre les 2 neurophysiologistes (207).
La discrimination précoce de ces nouveau-nés ayant un retentissement cérébral anoxo-
ischémique modéré représente ainsi I’enjeu médical le plus important dans les premiéres
heures de vie, puisqu’il s’agit des enfants qui profitent le plus du traitement neuroprotecteur
par hypothermie thérapeutique (70,234). La sous-évaluation de ces enfants peut entrainer
une perte de chance importante, c’est pourquoi nous avons porté une attention particuliere
a la classification du groupe 2-3 afin de minimiser le nombre d’enfants sous-classés dans le
groupe 1 par les modeles et qui ne seraient pas traités par HT alors qu’elle était
potentiellement indiquée. Au contraire, la sur-classification de ces enfants semble moins
problématique car I'HT parait plut6ot bien tolérée (54). Certaines études récentes suggerent
méme d’étendre les indications d’HT aux EAIl légeres car ces enfants seraient susceptibles de
présenter des séquelles cognitives a long terme (49,107,235-240). Cependant, les potentiels
effets secondaires cardio-vasculaires, hématologiques et métaboliques de I'HT ainsi que le
stress important engendré chez le nouveau-né (séparation des parents, traitements invasifs,

sédations, etc.) restent non négligeables (241,242).

Erreurs de classification

Deux enfants du groupe 2 étaient sous-classés dans le groupe 1 par le modéle retenu.

Le premier enfant était un exemple typique de cas intermédiaire entre une EAI légere et
modérée. L’examen clinique était perturbé avec un score d’Apgar a 6 a 10 minutes et un stade
de Sarnat évalué a 2 mais le bilan biologique était peu contributif avec un pH bas mais un
lactate peu élevé a 6 mmol/l. Le tracé EEG était intermédiaire, fluctuant entre un grade 0-1 et
2A du fait de discontinuités un peu trop marquées dans le sommeil calme (figure 1.8A). Dans
ce type de cas, le modele peut éventuellement aider le neurophysiologiste a trancher entre

les 2 grades. Cet enfant traité par HT avait une IRM cérébrale normale a J3 et un examen
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cliniqgue normal a 1 an, nous pouvons supposer qu’il aurait bien évolué méme en I'absence de
traitement.

Le deuxieme enfant avait un tracé EEG de grade 2, caractérisé par une asymétrie marquée au
dépens de la gauche et la présence de pointes temporales a droite (figure 1.8B). Nos
marqueurs ne permettaient pas de mesurer ces derniéres caractéristiques et comme le tracé
était globalement continu avec une amplitude normale a droite, il a été classé
automatiquement dans le groupe 1. De plus, les prédictions du modéle semblaient fluctuantes
entre un groupe 1 ou 2 lorsqu’il était appliqué tout au long du tracé (figure 1.9B). Ainsi, pour
les tracés intermédiaires, il peut étre intéressant de vérifier les prédictions dans le temps afin
d’évaluer la labilité du tracé. Ce cas illustre les limites de I'analyse quantitative EEG qui ne
reflete qu’une partie de toutes les caractéristiques complexes du tracé. En effet, nos
marqueurs mesurent principalement la continuité et I'amplitude du signal mais les 6 mesures
résumant le tracé entier ne permettent pas de rendre compte de I’organisation temporo-
spatiale du tracé de fond et donc de sa labilité, réactivité, de la présence de cycles veille-
sommeil ou encore de la symétrie et de la synchronie. De méme, ces marqueurs ne reflétent
gue des caractéristiques du tracé de fond et ne prennent pas en compte la présence de
grapho-éléments physiologiques ou au contraire d’éléments paroxystiques comme des
pointes ou des crises. Tous ces éléments sont analysés visuellement et ont pour certains une
valeur pronostique prouvée (112,114,243-246). Des algorithmes de détection automatique
des pointes, des crises, des cycles veille-sommeil ou encore de I'asymétrie du tracé de fond
ont été proposés dans des études antérieures (247—-251) mais I'ajout de ces algorithmes
complexifierait beaucoup notre modele alors que I'objectif du travail était de développer un
algorithme basé sur des parametres d’analyse quantitative EEG déja disponibles en pratique
et pouvant servir a la création d’un outil directement utilisable en routine.

Enfin, I'analyse quantitative peut étre perturbée par la présence d’artefacts de signal comme
dans I'exemple de I’enfant 1 (figure 1.8A). Les artefacts de mouvement sont fréquents chez les
enfants du groupe 1 et les artéfacts permanents comme les artéfacts respiratoires liés a une
ventilation mécanique par exemple peuvent étre analysés quantitativement comme une
activité continue. Dans |'étude de Stevenson et al. par exemple, la présence d’artefacts
entrainait 9% de plus d’erreurs de classification (202). L'étude de Raurale et al. en 2021 ne

retrouvait pas contre pas de différence significative de performance de classification en
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fonction du pourcentage d’artefacts des tracés analysés (208). L'utilisation d’outils de
détection automatisée des artéfacts pourrait étre envisagée afin de retirer automatiquement
les artéfacts intermittents et améliorer la performance du modele (252,253).

Ces résultats soulignent I'importance d’une vérification secondaire des résultats de |’analyse
automatique, le groupe attribué automatiquement devant toujours étre confronté a une
expertise neurophysiologique.

Enfin, ces deux enfants étaient sous-classés par quasiment tous les modéles testés et nous
avons vu qu’il existait également une discordance visuelle pour le tracé du premier. Nous
pouvons donc supposer que ces limites de classification sont liées a la base de données elle-

méme et qu’aucun modeéle automatique ne permettrait de classer ces données a 100%.

1.4.2. Prédiction du pronostic clinique

Résultats du modéle retenu

Dans un second temps, nous avons entrainé le modele qEEG1/global a prédire I’évolution
clinique favorable ou défavorable des enfants a I'age de 1 an a partir des données EEG des
tracés initiaux (modéle EEG). En phase de validation, ce modéle était efficace, avec une
performance totale de 93% d’évolutions correctement prédites.

L'ajout dans le modele d’'un marqueur d’anoxie périnatale clinique (score d’Apgar) ou
biologique (pH ou lactate) ne permettait pas d’améliorer la prédiction du pronostic a 1 an
(respectivement 82%, 91% et 82,5%). Pour les variables biologiques, ces résultats pouvaient
étre attendus car contrairement au score d’Apgar ou au stade de Sarnat, ni le pH ni le lactate
ne discriminait significativement les enfants évoluant défavorablement de ceux ayant une
évolution favorable. Nous avions décidé de tester leur association aux marqueurs qEEG car
ces marqueurs sont utilisés en routine clinique dans I’évaluation précoce de I'EAl néonatale et
pourraient améliorer |’évaluation EEG en apportant des informations différentes et
complémentaires. Ces résultats confirment cependant que ces marqueurs refletent la sévérité
de lI'anoxie périnatale mais ne sont pas fiables pour prédire I'EAI et donc le pronostic. lls ne
semblent pas apporter d’information supplémentaire par rapport aux données qEEG qui

mesurent directement le retentissement cérébral de I’anoxo-ischémie.
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Au contraire, I'ajout du stade de Sarnat (1-3) dans le modele permettait d’améliorer
légerement la performance de prédiction a 95%. En effet, les stades de Sarnat quantifient
I’état neurologique du nouveau-né et donc le retentissement clinique de I'atteinte cérébrale
post-anoxique. Comme nous l'avons déja évoqué, cette classification a de nombreuses
limites : elle est subjective, nécessite une certaine expérience, I'analyse en 3 stades ne permet
pas une évaluation précise de la sévérité de I'EAI et il a été montré qu’elle n’était pas toujours
tres fiable dans les premiéeres heures de vie (106,107). Cependant, cette évaluation semble
apporter des informations complémentaires aux données qEEG sur le retentissement cérébral

néonatal en phase de latence post-anoxique.

Erreurs de classification

Comme attendu, le modéle était moins efficace pour prédire une évolution clinique
défavorable a partir de ces tracés initiaux et les 3 erreurs de classification concernaient des
tracés avec des anomalies séveres. En effet, comme nous I’avons vu ci-dessus, les anomalies
EEG séveres précoces peuvent étre le reflet des mécanismes adaptatifs cérébraux et ne sont
pas forcément associés a un mauvais pronostic. En effet, dans la littérature les tracés EEG
enregistrés avant H6 sont peu prédictifs d’une mauvaise évolution clinique, notamment si le
nouveau-né est traité par HT. Dans les études menées chez des nouveau-nés mis en HT, la
valeur pronostique négative des tracés EEG anormaux ne devient significative que lorsque les
anomalies séveres persistent au-dela de 24-48 heures (109,119,156,157,195). Au contraire,
un tracé normal précoce est extrémement prédictif d’un devenir favorable (VPP de 100% dans
I’étude de Nash et al. 2011).

Les résultats étaient meilleurs que ceux escomptés mais doivent étre interprétés avec
précaution du fait du petit effectif de patients dans le groupe défavorable. De plus, la plupart
des enfants ayant une évolution défavorable étaient décédés en période néonatale aprés une
limitation des thérapeutiques actives (20/26).

Le modéle Sarnat prédisait a tort une évolution favorable chez deux enfants. Dans les deux
cas, I'erreur de prédiction était probablement due a la présence intermittente d’artefacts
perturbant les tracés inactifs par ailleurs (liés a des gasps, frissons ou aux électrodes). Ces deux
enfants étaient décédés en période néonatale suite a un arrét des thérapeutiques actives

devant des lésions anoxo-ischémiques séveres a I'IRM cérébrale de J3. La troisieme erreur
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concernait un nouveau-né avec un tracé initial inactif, également classé automatiquement
dans le groupe 3. Il était donc attendu que le modele prédise un devenir défavorable. Ce
nouveau-né avait une évolution dite favorable car il ne présentait que des séquelles légéres a
I’age de 1 an (bon développement psychomoteur et |égere spasticité des membres inférieurs).
Il faudrait cependant vérifier I’évolution clinique de cet enfant a plus long terme.

Le modele automatique pourrait étre utilisé pour prédire, dans un certaine mesure, I'efficacité
du traitement par HT chez un nouveau-né ayant un tracé EEG précoce comportant des
anomalies séveres. Cela permet d’apporter des données variées et complémentaires aux
cliniciens méme si les modeéles s’appuient sur les mémes éléments neurophysiologiques pour

classer la sévérité des EEG et prédire le pronostic.

Afin de tenter d’améliorer I'efficacité de prédiction de I’évolution clinique par I'algorithme,
des marqueurs de variabilité de la fréquence cardiaque peuvent également étre combinés aux
marqueurs qEEG. Ce travail a été réalisé en parallele de ma these et fera I'objet d’une
publication.

Enfin, il aurait pu étre intéressant de tester d’autres marqueurs potentiels d’EAI utilisables
précocement comme la NIRS, qui est un outil non invasif et facilement disponible permettant
de mesurer 'oxygénation cérébrale au lit du patient (254), ou des biomarqueurs comme la
S100B, la NSE, I'activine A, ou encore les interleukines 1B ou 6 qui ont montré un intérét
pronostique dans plusieurs études (140-142,144). Malheureusement nous ne disposions pas

des données de ces différents marqueurs chez les nouveau-nés de nos cohortes.

Il. EEG enregistrés aprés H6 sous HT en phase secondaire post-anoxigue

Dans cette partie du travail, nous nous sommes intéressés aux tracés enregistrés entre H12 et
H72, soit en phase secondaire post-anoxique, chez des enfants mis en hypothermie
thérapeutique pour une encéphalopathie modérée ou sévere (criteres cliniques et EEG).

Comme nous l'avons vu, la valeur prédictive des tracés anormaux sur I'évolution clinique a
long terme augmente avec le temps et ces tracés sont donc particulierement intéressants pour

évaluer le pronostic a long terme des nouveau-nés.
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[1)1. Description visuelle des tracés EEG « HT » et valeur pronostique

Visuellement, ces tracés avaient tendance a s’améliorer au cours du temps avec un tracé de
fond de plus en plus ample et continu, voire a se normaliser avec I'apparition de grapho-
éléments physiologiques (encoches frontales, dysrythmie lente antérieure), d’une
organisation temporo-spatiale, de cycles veille-sommeil et d’'une bonne réactivité. La
fréquence des tracés discontinus de type A (grade 2A) augmentait initialement puis restait
stable au cours du temps. Néanmoins, une augmentation de la fréquence des grades 2A aux
dépens des grades 1 est a noter entre H48 et H72, reflétant une légére dégradation des tracés
avec un signal plus discontinu. Cette dégradation pourrait étre due a I’hypothermie prolongée
ou a l'accumulation des sédations regues. Il y avait peu de crises (13% des tracés), en
particulier apres 48 heures de vie, probablement en lien avec le traitement par hypothermie

(255).

Dés H12 et a tous les délais excepté H36, les tracés EEG du groupe 1 étaient prédictifs a 100%
d’un devenir favorable a 1 an. A H36, un seul tracé du groupe 1 était associé a une évolution
défavorable. Aprés relecture de ce tracé, le groupe 1 avait été attribué visuellement devant
un tracé de fond quasiment continu présentant des grapho-éléments physiologiques sur les
dérivations antérieures. Cependant, le tracé était beaucoup moins ample et monotone sur les
dérivations postérieures et il s’agissait d’une amélioration transitoire car les tracés de H24 et
H48 étaient gradés 2B. Ce tracé était donc probablement faussement rassurant et avait plut6t
la valeur pronostique d’un grade 2. Ces résultats sont cohérents avec ceux de la littérature.
Dans les études antérieures a 'utilisation de I’'hypothermie thérapeutique (HT), les tracés EEG
normaux ou subnormaux (grades 1) précoces sont fortement associés a une évolution
favorable a long terme (VPP de 100% a H12 et H24 dans I'étude de Murray et al. 2009 (152)).
Dans notre étude comme dans I'étude de Hamelin et al. 2011 (153), le traitement par HT
semble améliorer la valeur prédictive des grades 1 plus tardifs puisqu’elle reste excellente
jusque H72.

Comme attendu, la valeur prédictive des tracés séveres du groupe 3 sur I’évolution clinique
défavorable augmentait avec le temps et la persistance d’un tracé sévére apres H48 était
toujours associée a une évolution défavorable. Des résultats comparables ont été retrouvés

dans les études antérieures, surtout sous HT : VPP de 100% apreés H48 chez Hamelin et al. 2011
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sous HT, contre 86% chez Murray et al. 2009 sans HT (152,153). Néanmoins, 80% (n=16) de
nos tracés du groupe 3 a H12 étaient associés a une évolution clinique défavorable a long
terme. Les 4 tracés EEG de grade 3 a H12 associés a une évolution clinique normale étaient
tous des tracés paroxystiques (non inactifs) et s’Tamélioraient rapidement par la suite. La valeur
pronostique de nos tracés du groupe 3 sous HT semblait donc péjorative des H12.

Enfin, concernant le groupe 2, la valeur prédictive d’une évolution favorable était de 100% a
H12 puis diminuait (surtout a partir de H36) pour atteindre 83% a H72. Ces tracés semblent
beaucoup plus prédictifs d’'une évolution favorable depuis le traitement par HT (VPP de 100%
a H12 chez Hamelin et al. 2011 comme dans notre étude) mais la valeur pronostique d’un
grade 2 persistant dans le temps reste plus incertaine. Cependant, ce groupe rassemblait
plusieurs types de tracés dont les valeurs pronostiques semblent différentes. En effet, la
majorité des grades 2A évoluaient favorablement alors que les grades 2B pouvaient étre
associés a une évolution défavorable, d’autant plus qu’ils persistaient dans le temps. En effet,
les tracés discontinus de type A présentent par définition des grapho-éléments
physiologiques, une labilité et une réactivité partiellement conservés, éléments connus
comme étant des facteurs de bon pronostic (152,256), alors que ces éléments ne sont pas
présents dans les tracés de grade 2B. La valeur pronostique des grades 2A, méme persistant
apres H36, semble se rapprocher de celle des tracés subnormaux et la pertinence d’un

regroupement avec les tracés discontinus de type B peut étre critiquable.

Les anomalies EEG apres H6 refleétent ainsi les mécanismes cérébraux de la phase secondaire
post-anoxique, en lien avec la constitution des Iésions.

Apres une anoxie sévere, les études expérimentales chez les foetus de brebis montrent que la
suppression active de I'activité cérébrale a visée neuroprotectrice disparait généralement H6-
H8 avec la transition vers une hyperperfusion cérébrale, en I'absence d’un traitement par HT
(52,57). On retrouve alors une réponse inflammatoire systémique et locale, I'apparition d’'une
activité épileptiforme et de crises, la constitution d’'un cedeme cytotoxique contribuant a la
constitution de lésions anoxo-ischémiques (33,51,257). La persistance d’une activité EEG
pathologique apres la phase de latence est ainsi associée a la sévérité des lésions cérébrales

chez le foetus de brebis (31,122,149,150).
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Chez les nouveau-nés, les tracés restant pathologiques aprés 24-48 heures sont également
associés a un mauvais pronostic avec la présence de lésions cérébrales définitives a I'IRM

cérébrale (109,120,157,258-261).

[1)2. Classification automatique des groupes de sévérité EEG « HT »

Le modele SVM gEEG1/global était moins efficace pour classer ces tracés plus tardifs extraits
des monitorings EEG enregistrés sous HT, avec une performance de 67% de tracés bien classés
par rapport aux groupes de sévérité EEG visuels. Ce résultat était attendu puisque le modeéle
était entrainé sur les données des EEG initiaux, enregistrés dans des conditions différentes.
L'heure d’enregistrement du tracé ne semblait pas avoir d’impact significatif sur la
performance du modeéle alors que Raurale et al. montraient une diminution de la performance
de leur modele avec le temps (208). La performance de classification du groupe 3 était
légerement meilleure que celle des tracés initiaux et restait identique pour le groupe 2. Le
groupe 1 par contre était moins bien classé avec beaucoup d’erreurs, notamment entre les
groupes 1 et 2. En effet, les critéres de classification visuelle de ces tracés enregistrés sous
hypothermie pouvaient différer légérement. L’hypothermie corporelle et la présence de
sédations peuvent accentuer la dépression et la discontinuité du signal (134,137,262-264), ce
qui est pris en compte lors de I'interprétation neurophysiologique. De plus, les tracés étaient
extraits d’enregistrements plus tardifs (H12-72) et le neurophysiologiste portait probablement
plus attention a certaines caractéristiques non mesurées quantitativement, comme la labilité
du tracé de fond et 'identification de cycles veille-sommeil. Enfin, les tracés évoluant au cours
du temps, les extraits pouvaient correspondre a un moment de transition entre 2 grades, ce
qui pouvait également étre source d’erreur (208). Lorsque la classification automatique était
testée sur des groupes de grades différents, il était mis en évidence que la majorité des
confusions avait lieu entre les grades 1 et 2A (résultats de ma thése de médecine : « Etude
d’'un modele de classification automatique des EEG pour grader la sévérité de I'atteinte
cérébrale post-anoxie périnatale », soutenue le 9 mai 2019).

Ces résultats restent cependant acceptables et I'automatisation de I'analyse quantitative EEG

au cours du temps pourrait étre utilisée afin de mieux objectiver I’évolution des tracés.
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[1)3. Prédiction automatique du pronostic clinique

En fonction du délai post-natal, la performance de prédiction du pronostic clinique par le
modele SVM qEEG1/global variait entre 77% a H48 et 87,5% a H12. Cependant, la prédiction
d’une évolution clinique défavorable a partir des tracés enregistrés aprés H24 était
médiocre. En effet, I'application sur ces tracés tardifs d’'un modele entrainé a prédire
automatiquement I'évolution clinique a partir de tracés précoces n’a pas beaucoup de sens
car comme nous l'avons vu, la valeur pronostique des anomalies EEG évolue avec le temps. Il
s’agit d’'une premiére approche mais il faudrait développer un modele de prédiction
automatique spécifique pour chaque délai post-natal. Dans ma these de médecine, nous
avions développé un modele a partir de ces tracés issus des monitorings. En phase de
développement, ce modeéle basé sur un algorithme d’analyse factorielle discriminante avait
une performance de prédiction de I’évolution clinique variant entre 88 et 100% selon le délai
post-natal sur lequel il était entrainé. Dans le futur, cet algorithme pourra étre validé sur une

autre cohorte de tracés enregistrés a ces mémes délais.

[ll. Comparaison avec la littérature

Plusieurs systéemes de classification automatique de I'EAl ont déja été proposés a partir des
EEG néonatauy, ils sont résumés dans le en annexe. Cependant, ces résultats sont

difficilement comparables du fait de la diversité des méthodes employées.

Selon les études, différentes références sont utilisées pour évaluer la sévérité des EEG. Les
équipes irlandaise et américaine se référent a 3 ou 4 groupes de sévérité EEG (197,201—
203,205,208,232) définis selon la classification EEG de Murray (265). L'étude de Moghadam
et al. (2021) quant a elle se base sur la classification américaine de Tsuchida (266) selon 5 ou
7 groupes de sévérité (207). Cette différence dans les références utilisées souligne une fois de
plus le probleme de I'hétérogénéité de ces classifications qui rend difficile la généralisation
des pratiques. La classification francaise sur laquelle nous avons basé nos 3 groupes de
sévérité est particulierement détaillée et prend en compte de nombreuses caractéristiques
neurophysiologiques autres que I'amplitude ou la continuité (108). Elle permet une bonne

cohérence inter-observateur et les grades de sévérité sont bien corrélés au pronostic a long
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terme des enfants (212,267). Par ailleurs, I’équipe irlandaise a également développé des

modeles multimodaux de prédiction automatique de I’évolution clinique a 2 ans (204,231).

Ces modeles semblent efficaces en phase de développement avec des performances de
classification allant de 78% dans I'étude de Raurale et al. (2019) a 97% dans I'étude de
Moghadam et al. (2021) pour prédire les groupes de sévérité EEG (197,207) et 84% au mieux
pour prédire I'évolution clinique a 2 ans dans I'étude de Temko et al. en 2015 (204).
Cependant, seuls les modeles de Ahmed (2016) et Raurale (2021) ont été testés sur une
cohorte de validation indépendante (205,208). En validation, leurs résultats sont inférieurs
aux noétres avec des performances totales de 56.8% et 69.5% respectivement (Raurale et al.
2021). Les modeles proposés dans ces études sont trés élaborés mais leur application a des
données différentes semble ainsi limitée. Néanmoins, il faut souligner que leur cohorte de
validation est plus importante que la noétre (N=91) et multicentrique, ce qui rend
I’extrapolation de leurs modeéles plus compliquée. Les autres études utilisent quasiment
toutes une méthode de validation croisée type LOSO (leave-one-subject-out) qui permet le
développement des modeles sur I'ensemble de la cohorte hormis un sujet sur lequel est testé
le modele obtenu puis 'opération est répétée pour tous les sujets de la cohorte. Cette
méthode est reconnue comme robuste sur les petites cohortes notamment mais elle ne
permet pas de vérifier I'applicabilité du modele a des données indépendantes.

De méme, pour pallier les effectifs réduits de leurs cohortes, les équipes de Matic, Guo et
Moghadam analysent plusieurs extraits EEG par nouveau-né (203,206,207). Les différents
extraits d’'un méme patient ne sont pas indépendants et les données utilisées pour le
développement des modeéles peuvent étre redondantes. De ce fait, ces modeéles risquent
également d’étre moins extrapolables a des données différentes. De plus, les études de Guo
et al. (2020) et Moghadam et al. (2021) utilisent des extraits EEG de 5 minutes, classés
automatiquement par rapport au grade de sévérité attribué visuellement pour chaque extrait,

ce qui parait critiquable d’un point de vue neurophysiologique (206,207).

Contrairement a ce travail, les modeles proposés par ces études ne sont pas focalisés sur
I’évaluation précoce de la sévérité de I'EAI. La plupart utilisent des cohortes non homogenes

de tracés enregistrés dans les premiers jours de vie (jusque J5) chez des enfants traités ou non

99



PARTIE | - DISCUSSION

par hypothermie. De méme, aucune de ces études ne cherche a optimiser spécifiquement la
classification des groupes intermédiaires de sévérité. De facon générale, les groupes de tracés
normaux ou séveres sont trés bien classés par ces modéles mais il s’agit également des
groupes les plus faciles a discriminer cliniquement. Au contraire, les groupes de sévérité
modérée sont moins bien classés. Dans I'étude de Raurale et al. (2021) par exemple,
seulement 55.6% des tracés de sévérité modérée sont correctement classés en validation avec
10 tracés de grade 2, 1 tracés de grade 3 et 1 tracé de grade 4 sous-classés en grade 1 (selon
la classification de Murray) (208).

Ces modeles semblent donc moins adaptés aux problématiques thérapeutiques des premieres
heures de vie et notamment a la décision de mise en HT qui est selon nous I'application la plus

utile de ces outils d’aide automatisée.

De plus, certains de ces modeéles sont trés complexes et ne permettent pas une évaluation
transparente des données, a la différence du modéle proposé dans ce travail. En effet, nous
nous sommes basés sur l'utilisation de variables neurophysiologiques concretes dont les
valeurs peuvent étre interprétées et utilisées comme aide a I"évaluation clinique. De plus,
nous avons choisi de ne combiner que 7 variables au maximum afin d’éviter le surajustement
des modeéles et limiter la redondance des informations apportées, comme montré
précédemment (204). Au contraire, certaines études utilisent de nombreuses variables
complexes, abstraites et donc difficilement interprétables, comme par exemple I'opérateur
d’énergie non linéaire (204,231) ou encore |’entropie de Shannon (205,206). En outre, la
plupart de ces études utilisent des méthodes non supervisées pour sélectionner
automatiquement les variables qEEG qui seront utilisées dans les modeles (203,205,206).
Raurale et al. utilisent méme une méthode d’apprentissage profond (« deep learning ») qui
ne se base plus sur des variables données (208,268). lls utilisent des réseaux de neurones
convolutifs pour extraire automatiquement les données neurophysiologiques pertinentes a
partir des tracés EEG bruts afin de les classer. Cette approche originale et prometteuse, se
détache néanmoins définitivement de la clinique et le modéle obtenu peut étre apparenté a
une boite noire.

Une des limites potentielles de notre modele est qu’il se base sur seulement 6 variables qEEG

résumant le tracé entier, a la différence de certains modeles qui déterminent
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automatiquement un groupe de sévérité toutes les 1 a 5 minutes de tracé ou sur chaque
dérivation puis attribuent un résultat final pour le tracé entier selon le groupe prédominant,
ce qui leur permet de mieux prendre en compte la variabilité temporelle et spatiale
(197,202,204,205,231). Cependant, nous avons testé une méthode similaire en appliquant
notre modeéle sur la totalité des données quantitatives EEG obtenues toutes les 20 secondes
sur la cohorte de validation. Le groupe de sévérité de chaque tracé était ensuite déterminé
selon le groupe prédominant statistiquement mais cette méthode ne permettait pas d’obtenir
de meilleurs résultats que celle retenue (résultats non montrés).

Enfin, a notre connaissance, aucun de ces systémes n’a encore été implémenté dans un outil
disponible au lit du patient. Dans ce travail, nous avons donc cherché a optimiser les aspects
pratiques de notre modele afin qu’il soit plus facilement applicable a la pratique clinique. Ainsi,
nous avons fait le choix d’utiliser les tracés EEG bruts sans traitement préalable du signal, au
risque de diminuer la performance de I’analyse quantitative, alors que la plupart des études
(sauf celle de Matic et al. en 2014) utilisent des tracés sans artefacts ni crises (203). De plus,
nous n’utilisons qu’une étape de classification, ce qui permet d’obtenir une méthode de

prédiction automatique rapide et de faciliter son implémentation dans un futur logiciel.

IV. Applications et perspectives

Nous avons donc obtenu deux modeles basés sur les données qEEG globales : un modele de
classification automatique des groupes de sévérité EEG et un modéle de prédiction
automatique de I’évolution clinique.

Afin que ces modeles puissent étre utilisés au lit du patient, il s’agit désormais de les
implémenter dans un logiciel directement utilisable sur les machines d’enregistrement EEG.
Ce projet est actuellement en cours, avec |'aide de MM Nacim Betrouni (INSERM U1172),
Julien De Jonckheere (CIC-IT) et Cristiano Rizzo (Micromed), en lien avec le projet FHU « 1000
jours la santé ». Il s’agit d’'un enjeu important, car il a été montré que malgré un
investissement massif des hépitaux dans des projets d’intelligence artificielle, trés peu sont
finalement implantés en milieu réel (269).

Concrétement, I'outil permettrait d’extraire automatiquement différentes informations a

partir du tracé EEG brut enregistré aprés une anoxie périnatale et de les présenter aux
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cliniciens par l'intermédiaire d’une interface ergonomique (exemple en figure 1.12). A partir
des données qEEG, un groupe de sévérité serait attribué automatiquement sous forme de
probabilités. Pour la prédiction du pronostic clinique avant H6, le stade de Sarnat pourrait étre
rajouté dans le modele. En cas de groupe 2 (en faveur d’une EAIl précoce modérée) et surtout
3 (EAIl sévére), la prédiction de I'évolution clinique a long terme serait particulierement utile
afin de prévoir I'efficacité du traitement par HT. De plus, les informations neurophysiologiques
guantitatives reflétant les différentes caractéristiques du tracé de fond EEG (amplitude,
continuité et contenu fréquentiel du signal) seraient représentées par rapport aux valeurs de
référence et sous forme de courbes de tendance (figure I.12A-B). Enfin, I'algorithme peut étre
utilisé de facon dynamique tout le long du tracé afin d’avoir une évaluation automatique
longitudinale de la sévérité de I'EEG et de sa variabilité (figure 1.12C).

Cet outil permettrait ainsi de mécaniser dans une certaine mesure le processus cognitif
d’interprétation du neurophysiologiste d’une part, mais surtout de I'étayer en apportant des
informations complémentaires sur le fonctionnement cérébral du nouveau-né, dans une
approche plus individuelle, continue et physiopathologique de la sévérité de I'atteinte

cérébrale.

De plus, nous avons montré que notre modele de classification des groupes de sévérité EEG
était également applicable aux tracés plus tardifs. Cet outil pourrait donc étre utilisé pour
évaluer automatiquement I’évolution des tracés sous HT. La cinétique d’évolution des tracés
séveres ayant un intérét pronostique prouvé, un algorithme d’évaluation automatique de

cette cinétique pourrait étre développé dans le futur.

Pour développer ce logiciel d’aide au diagnostic de I'EAl néonatale, le projet est d'implémenter
un logiciel exécutable dans un premier temps, dont le lien serait directement disponible dans
le logiciel SystemPlus de Micromed®©. Afin de pouvoir étre utilisé en pratique clinique, ce
logiciel doit étre facilement disponible et utilisable, utile et ressenti comme tel (269). Une
collaboration avec des ingénieurs qualifiés en programmation informatique (Nacim Betrouni
et Julien De Jonckheere) sera nécessaire pour traiter le signal afin que le modeéle soit utilisable

a partir de n’'importe quel format de tracé EEG, pour automatiser I'extraction des données, le
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calcul des 6 variables qEEG, pour recoder I'algorithme utilisé en-dehors de Matlab et pour
coder l'interface de I'exécutable.

Secondairement, ce logiciel pourra étre validé sur une cohorte prospective et multicentrique
de tracés EEG initiaux post-anoxiques. Nous pourrons tester I'impact de I'utilisation du logiciel
en comparant la performance d’évaluation de la sévérité de I'EAI d’un groupe 1 de médecins
plus ou moins expérimentés disposant des données habituelles (cliniques, biologiques, tracés
EEG conventionnel et/ou d’amplitude) a la performance d’un groupe 2 de médecins disposant
des données habituelles et de I'aide du logiciel. Cela permettra de vérifier que les objectifs ont
été atteints en termes de facilité d’utilisation du logiciel et de performance pour classer la
sévérité de I'encéphalopathie.

Si les résultats sont satisfaisants, une certification pourra étre envisagée afin de pouvoir

utiliser le logiciel directement dans une machine EEG commercialisée et de faciliter son acces.

A terme, ce logiciel de diagnostic automatisé de I'EAl permettra d’améliorer la prise en charge
des nouveau-nés apreés anoxie périnatale. Il peut étre utilisé par les néonatologues comme
aide, en complément des données cliniques et biologiques, pour distinguer au mieux et le plus
rapidement possible les nouveau-nés susceptibles de développer des lésions cérébrales
anoxo-ischémiques, c’est a dire ceux nécessitant un traitement par hypothermie. Il sera
particulierement utile dans les nombreux centres ou la mise en place et I'enregistrement d’un
EEG est possible en urgence a toute heure (personnel formé) mais dont I'utilisation est limitée
par I'absence d’un neurophysiologiste pour l'interpréter. L'EEG étant I'examen de référence
pour I’évaluation précoce de I'’encéphalopathie anoxo-ischémique du nouveau-né, cet outil
pourrait donc permettre la généralisation de son utilisation dans les centres périphériques,
sous réserve d’un acces possible au matériel nécessaire. Il pourrait également étre utilisé par
les neurophysiologistes, en complément de I'analyse visuelle EEG, pour évaluer certains tracés
intermédiaires et pour mieux objectiver I’évolution des tracés dans le temps.

Enfin, cet outil pourra étre testé et adapté a d’autres contextes, comme [’évaluation
neurologique des enfants aprés chirurgie cardiague ou aprés arrét cardio-respiratoire en

réanimation pédiatrique par exemple.
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Figure .12 - Informations fournies par le futur logiciel d’évaluation automatisée de I’'EAI

A. Exemple de résultat sous forme de probabilité pour chaque groupe de sévérité EEG.
B. Données qEEG du tracé en fonction de la distribution habituelle des données selon les 3 groupes de sévérité.
C. Courbes de tendance des marqueurs d’amplitude minimale et de discontinuité tout le long du tracé
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D. Attribution du groupe de sévérité SVM tout le long du tracé (toutes les 20 secondes)
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V. Réflexions éthiques

L'expression « intelligence artificielle » (IA), créée en 1956 lors d’une école d’été du
Dartmouth College, désigne le domaine de recherche qui étudie et « mime » les mécanismes
de l'intelligence en les modélisant avec des algorithmes et en les expérimentant avec des
machines. Ce désir « d’externalisation cognitive » s’inscrit dans une révolution technologique
et numérique en cours. L'utilisation de I'|A dans le domaine de la santé amene de nombreuses

perspectives mais pose également des questions éthiques essentielles.

Intéréts de I'lA en santé

En théorie, le remplacement de certains raisonnements simples par des algorithmes d’IA
pourrait libérer les soignants de ce qui peut étre automatisé, afin que leur intelligence

« humaine » puisse étre consacrée a des objectifs dits de plus haut niveau (270). L'intérét
n’étant pas d’automatiser le travail du clinicien mais de faciliter certaines taches afin
d’apporter une augmentation professionnelle. Cela permettrait par exemple de libérer du
temps pour les relations humaines avec les patients, pour « prendre soin ».

De plus, les algorithmes ont I'avantage d’étre plus objectifs et reproductibles que le
raisonnement humain, qui peut étre influencé par le contexte, les préjugés, la fatigue ou
encore les conséquences engendrées. Par exemple dans le contexte de I'anoxie périnatale, le
médecin peut avoir tendance a surestimer la gravité de I'encéphalopathie néonatale par peur
de ne pas traiter par hypothermie un nouveau-né qui en aurait profité.

Au-dela de la simple reproduction de processus cognitifs, la modélisation algorithmique
permettrait dans certains cas de mieux comprendre l'intelligence humaine, voire de la
compléter en prenant en compte certains éléments que le cerveau humain ne capterait pas.
Par exemple, la fameuse victoire du robot Deep Blue d’IBM sur le champion d’échec Garry
Kasparov en 1997 montre qu’une machine peut dépasser les capacités intellectuelles
humaines dans certaines taches. L'IA pourrait permettre de concevoir de nouvelles facons de
traiter l'information, selon un systéme conceptuel différent et complémentaire du
raisonnement clinique. Ainsi, dans I'exemple de ce travail, il pourrait étre supposé que pour
certains tracés EEG, le grade de sévérité attribué automatiquement serait plus fiable que

I'interprétation visuelle.
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Risques et conséquences de I'lA
L'application de I'lA dans le domaine de la santé entraine des problématiques techniques,
juridiques, éthiques, organisationnelles et individuelles car elle transforme les pratiques

professionnelles (269).

Deshumanisation

Certains chercheurs craignent une deshumanisation des taches, particulierement
problématique dans le cadre du soin. La machine ne laisse pas de place a I'empathie, a
I'adaptabilité, a la créativité. De plus, les machines auraient leur rythme propre, entrainant
une accélération du « temps humain ». Notre outil par exemple, permettrait d’obtenir
directement une information sur le retentissement cérébral post-anoxique du nouveau-né,
contrairement a l'interprétation visuelle de I'EEG qui peut prendre du temps. Or, ce temps
peut étre nécessaire, du moins profitable, au raisonnement clinique.

Ainsi, Stéphane Velut, neurochirurgien, craint que « le soin, activité humaine
particulierement chronophage, ne soit incompatible avec des modeles décisionnels
standardisés. » (271). Par ailleurs, Olivier Rey, mathématicien et philosophe, s’interroge sur
le seuil de contre-productivité du développement technologique, qui pourrait engendrer
plus de problemes qu’il n’en résout, dégrader ’humanité de ’homme au lieu de la servir. »

(272).

Peur mythique du remplacement des humains par les machines

La définition initiale de I'lA du Dartmouth College repose sur la conjecture selon laquelle les
caractéristiques de l'intelligence pourraient étre décrites si précisément que l'on peut
développer des algorithmes pour la modéliser. La possibilité d’'une mécanisation des
processus cognitifs renvoie aux approches philosophiques mécanistes et cognitivistes, selon
lesquelles les étres vivants pourraient étre comparés a des machines évoluées (I'animal-
machine de René Descartes) et la pensée assimilée a un processus de traitement de
I'information. Ainsi, que reste-t-il de I'"humanité si 'on démontre que tout peut étre
algorithmisé ? (273)

De plus, dans une lettre ouverte publiée en 2015, plusieurs scientifiques dont Stéphane

Hawkins ou Eric Horvitz s’inquietent des facultés d’apprentissage automatique des
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machines, qui pourraient les rendre imprévisibles voire autonomes, selon le « mythe de la
Singularité » (274).

Cependant, si tant est que cela soit possible, nous sommes encore loin de pouvoir
reproduire mécaniquement l'intelligence humaine ou d’obtenir des machines autonomes, et
le vrai probléme éthique actuel des outils basés sur I'lA disponibles en pratique clinique se

situerait davantage dans l'interface entre I'homme et la machine.

Biais

« All the models are wrong, some are useful » (George E. P. Box)

La limite technique et éthique principale dans I'utilisation d’algorithmes d’lA pour I'aide a la
prise de décision médicale reste le risque de biais.

Il est nécessaire pour les soignants de comprendre comment I'algorithme fonctionne, sur
guelles données se fonde son analyse et de garder un esprit critique. La machine n’a pas les
capacités de tester la pertinence clinique des données et celles-ci doivent toujours étre
vérifiées par le médecin. Celui-ci doit rester au centre du processus, savoir exactement dans
guelles indications s’applique I'algorithme et interpréter ses résultats selon le contexte et la
clinique. Pour reprendre I'exemple de ce travail, la présence d’artefacts ou de crises peuvent
impacter 'analyse quantitative des EEG et donc les résultats de classification de notre
algorithme. Dans ce cas, le médecin devra donc considérer les résultats avec prudence voire
décider de ne pas utiliser I'outil si le signal est trés perturbé.

Il s’agit d’une obligation déontologique, le médecin doit étre capable d’expliquer a son
patient le raisonnement qui a conduit a poser tel diagnostic, la stratégie thérapeutique qu’il
préconise. En France, I'article L. 4001-3 du projet de loi relative a la Bioéthique sur
I'intervention humaine en cas d’utilisation d’IA et information du patient (2019), dispose que
le professionnel de santé qui utilise le dispositif médical d’IA « s’assure que la personne
concernée en a été informée et qu’elle est, le cas échéant, avertie de I'interprétation qui en
résulte ».

Sur le plan juridique, se pose la question de la responsabilité lors de I'utilisation d’un outil
d’lA pour la prise de décisions médicales. La responsabilité en cas d’erreur revient-elle au

chercheur ayant congu I'algorithme, a I'ingénieur I'ayant implémenté dans un logiciel, a

108



PARTIE | - DISCUSSION

I'industriel I'ayant commercialisé, au professionnel de santé I'ayant utilisé, a celui qui

applique la décision en clinique, ou se dilue-t-elle entre ces différents intervenants ?

Ainsi, la problématique cruciale semble étre la jonction entre les humains et la machine. Le
risque n’est pas lié a la machine en soi mais a 'usage que I’on en fait. L’algorithme
représente une aide clinique mais la décision qui en découle doit étre explicable. Selon
Gerald Bronner, les machines ne doivent pas étre anthropomorphisées mais considérées
comme des « protheses pour I’humanité » (273). C’est pourquoi, dans ce travail, nous
proposons un outil qui loin d’étre une boite noire (décision inexplicable) permettrait
d’automatiser un certain raisonnement clinique (évaluation de la sévérité du tracé) et
d’apporter différentes informations afin d’étayer I’évaluation du clinicien en I'absence d’une

expertise neurophysiologique, sans la remplacer.
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CONCLUSION

Au final, ce travail confirme I'intérét majeur de I'EEG comme outil diagnostique et pronostique
précoce de I'EAI néonatale.

A partir de variables qEEG reproduisant quantitativement la classification EEG francaise de
I'EAI néonatale, nous proposons une méthode simple, robuste, qui semble efficace et
reproductible pour prédire automatiquement la sévérité des EEG dés la phase de latence.
Notre modeéle a été optimisé pour correspondre au mieux aux problématiques des premiéres
heures de vie et notamment pour représenter une aide a la décision de mise en HT. Il a
également été testé sur des tracés plus tardifs, enregistrés apres H6 en phase secondaire post-
anoxique, et peut potentiellement étre utilisé pour classer automatiquement la sévérité des
EEG dans les premiers jours de vie afin de prédire le pronostic a long terme. Ce modele est
basé sur des variables EEG correspondant a des caractéristiques neurophysiologiques
concrétes dont les valeurs peuvent étre rapportées aux normes proposées dans ce travail. De
plus, le modeéle a été développé sur les données des tracés EEG bruts, ce qui le rend plus
facilement utilisable en pratique clinique.

Il s’agit désormais de I'implémenter dans un logiciel d’aide au diagnostic précoce de I'EAI,
directement utilisable au lit du patient pour améliorer la prise en charge des nouveau-nés

apres anoxie périnatale.

Dans la deuxiéme partie de ce travail, nous nous sommes intéressés a la réponse cérébrale
foetale directe a l'anoxie aigué dans un modele expérimental d’anoxie intra-utérine
intermittente chez le foetus de brebis. L'objectif était d’étudier I’évolution de nos marqueurs
gEEG en phase aigué d’anoxie chez le feetus in utero afin de mieux appréhender les
mécanismes physiopathologiques en temps réel et pouvoir éventuellement identifier des
marqueurs prénataux prédictifs des lésions anoxo-ischémiques cérébrales en per-anoxie. A
terme, de tels marqueurs pourraient permettre de repérer en per partum les foetus a risque
d’anoxo-ischémie cérébrale afin de développer des stratégies de prévention de I'EAI plus

efficaces.
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ANNEXE |

A.1. Méthodes de classification automatique testées

L’apprentissage automatique (« machine learning ») est un sous-ensemble de I'intelligence
artificielle consistant a automatiser la création de systemes analytiques basés sur des
méthodes statistiques afin de réaliser des classification ou prédictions.

Les algorithmes testés dans ce travail sont des algorithmes d’apprentissage automatique
supervisé, c’est-a-dire qu’ils apprennent automatiquement a classer au mieux des données
selon des classes prédéfinies (ici les 3 groupes de sévérité de I'EAI ou I’évolution favorable
ou défavorable des enfants a 1 an). Lors de la phase de développement, I'algorithme est
entrainé sur une base de données d’apprentissage afin d’obtenir le modéle de classification
le plus efficace pour classer les données selon les regles définies. Il est ensuite mis en
production sur de nouvelles données indépendantes lors de la phase de test ou de

validation. Les différents algorithmes testés sont présentés ci-dessous.

Arbres de classification (Classification Tree)

L'apprentissage des arbres de classification se fait par partitionnement récursif selon des
régles sur les variables explicatives afin de prédire au mieux I'appartenance de ces variables a
une des classes prédéfinies. Une suite de nceuds est définie, chaque nceud permettant de faire
une partition des données en 2 groupes sur la base d'une des variables explicatives.
L'algorithme va donc définir le critere permettant de sélectionner le meilleur nceud possible
a une étape donnée, définir quand s'arréte le découpage en définissant un nceud terminal et
attribuer au noeud terminal la classe la plus probable. Lorsque le nombre de nceuds devient
trop important, I'arbre sera élagué en sélectionnant un sous arbre optimal a partir de I'arbre
maximal.

Dans ce travail, les algorithmes Matlab que nous avons utilisés étaient basés sur des criteres

de Gini pour la construction des nceuds.

Référence : Classification supervisée — www.math.univ-angers.fr
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Analyses factorielles discriminantes (Discriminant Analysis)

Les algorithmes d’analyse factorielle discriminante vont déterminer les différents axes de
combinaisons de variables explicatives permettant d’obtenir la meilleure distinction entre
les différentes classes prédéfinies. Les données sont réparties en nuages de points définis
par des barycentres. Avec I’AFD linéaire, le premier axe est défini par la meilleure
combinaison linéaire (droite) de variables explicatives (C) tel que la variance intra-groupe
des points projetés sur C soit minimale (les points projetés sont les plus rapprochés entre
eux s’ils appartiennent au méme groupe) et la variance inter-groupe soit maximale (les
points projetés sont les plus éloignés s’ils sont dans deux groupes différents). Les axes
suivants sont les axes perpendiculaires qui maximisent aussi le ratio de la variance inter sur
la variance intra.

Dans ce travail, nous avons également testé I’AFD quadratique (combinaison des variables

selon une loi quadratique).

_—

espace RP N(G) , P .
B\ - N() AFD : exemple de données divisées en 3 nuages de points

Rl

—

avec chacun un barycentre G1, G2, G3.

Référence : https://datamedium.wordpress.com/2020/07/25/
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Machines a vecteur de support (Support Vector Machine)

Les machines a vecteur de support (SVM) permettent de classer les données en définissant
des lignes (hyperplans) qui les divisent en plusieurs classes préalablement définies. Les
points de données les plus proches de I'hyperplan sont appelés vecteurs de support et
déterminent I'orientation et la position de I’"hyperplan, afin de maximiser la marge du
classificateur. Lorsque les données ne sont pas distribuées linéairement, des noyaux
différents peuvent étre utilisés pour séparer les données dans un espace de dimension
supérieure.

Dans ce travail, nous avons ainsi testé des SVM basés sur des noyaux linéaire, quadratique,

cubique et gaussien.

X O x| . O

2
N Maximum. ® ® [ )
N /mavgm
p \

X. X.

SVM : modéle linéaire SVM : utilisation d’un noyau (méthode Kernel)

Référence : « Support Vector Machine — Introduction to Machine Learning Algorithms »,

Rohith Gandhi (275)
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Méthode des k plus proches voisins (K-nearest neighbors)

Pour effectuer une prédiction, I'algorithme K-NN va chercher les K instances du jeu de

données les plus proches de I'observation a prédire. Il va calculer toutes les distances de

cette observation avec les autres observations du jeu de données et retenir les K

observations du jeu de données les plus proches en utilisant une fonction de calcul de

distance. Le mode des valeurs y (variables de sortie) de ces K observations est calculé pour

prédire la valeur de la classe d’appartenance de cette observation. Différents calculs de

distance peuvent étre utilisés. Dans ce travail les distances euclidienne, cosine et cubique

étaient testées.
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Référence : https://mrmint.fr/introduction-k-nearest-neighbors
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A.2. Comparaison des différents systémes de classification automatique de la sévérité de I'EAI

proposés dans la littérature

Les résultats présentés sont ceux du meilleur modele de chaque étude.
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Prédiction de la sévérité de I’EAI a court terme selon les grades EEG

Etude Méthode Phase de développement Phase de validation
Korotchikova Modeéle : régression linéaire multiple ~ N=48 tracés (54 NN) ! /
et al. (2011) Variables : qEEG (discontinuité, amplitude, ~ Perf totale : 89%
PR delta, skewness, kurtosis) G1:100% / G2:57%
Référence : 3 groupes (Murray) G3:83%
Pas de validation
Stevenson et Modeéle : analyse discriminante N=54 tracés (Korotchikova)? /
al. (2013) linéaire multi-classes Perf totale : 83%
Variables : qEEG (IF, AM, PR delta, G1:91% / G2: 71%
skewness, kurtosis, IBl) G3:75% / G4: 100%
Référence : 4 groupes (Murray)
Validation croisée : LOSO
Matic et al. Modéle : LS-SVM (avec noyau N=272 tracés (34 NN) 2 /
(2014) gaussien) Perf totale : 89%
Variables : gEEG (amplitude pic a pic, G1:91% / G2: 76%
globale et spatiale, durée intervalles méme G3:94%
amplitude)
Référence : 3 groupes (Murray)
Ahmed et al. Modele : SVM (linéaire avec noyau N=54 tracés (Korotchikova) ? /
(2014) « super vector ») Perf totale : 87%
Variables : QEEG (55 variables : fréquence, G1:95% / G2: 71%
temps, information théorique) G3:83% / G4: 100%
Référence : 4 groupes (Murray)
Validation croisée : LOSO
Ahmed et al. Modele : SVM (linéaire) N=54 tracés (Korotchikova) ? N=338 tracés
(2016) Variables : qEEG (55 variables : fréquence,  Perf totale : 87% (Raurale2021) 3
temps, information théorique) G1:95% / G2: 71% Perf totale : 57%
Référence : 4 groupes (Murray) G3: 83% / G4: 100% G1:51%/ G2: 75%
Validation croisée : LOSO G3:59.5% / G4: 80%
Raurale et al. Modeéle : SVM (linéaire) N=54 tracés (Korotchikova) ? /
(2019) Variables : qEEG (% et durée IBI) Perf totale : 78%
Référence : 4 groupes (Murray) G1:91% / G2:57%
Validation croisée : LOSO G3:75% / G4: 83%
Guo et al. Modéle : SVM N=420 tracés (64 NN) *
(2020) Variables : EEG (domaines fréquentiels et~ Perf totale : 79,5%
temporels) G1:70% / G2: 85%
Reférence : 3 groupes G3: 81%
Validation croisée : 10 échantillons
Raurale et al. Modele : CNN (1 dimension) N=54 tracés (Korotchikova) ? /

(2020)

Perf totale : 81,5%
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Variables : qEEG (extraction et sélection G1:100% / G2: 50%

automatique a partir du signal brut) G3:75% / G4: 100%
Référence : 4 groupes (Murray)

Validation croisée : LOSO

Raurale et al. Modele : CNN (2 dimensions) N=54 tracés (Korotchikova) ? N=338 (91 NN) 3

(2021) Variables : qEEG (extraction et sélection Perf totale : 88.9% Perf totale : 69.5%
automatique a partir du signal brut) G1:100% / G2: 71% G1:74% / G2: 56%
Référence : 4 groupes (Murray) G3:83% / G4: 100% G3:66% / G4: 84%

Validation croisée : LOSO
(développement) puis validation sur
cohorte indépendante

Moghadam et Modéle : SVM 13200 extraits (27 NN) ° /
al. (2021) Variables : gEEG (AM, synchronie, Perf totale : 97%

entropie, puissance 9-11 Hz) GO0,1,2 : 99%

Référence : 5-7 groupes (Tsuchida) G3:73%/ G4 :20%

Validation croisée : LOSO G5 : 45% / G6 : 94%

Prédiction de la sévérité de I’EAI a long terme selon I’évolution clinique

Etude Méthode Phase de développement Phase de validation
Doyle et al. Modéle : SVM 38 tracés (38 NN) © /
(2010) Variables : 4 qEEG (énergie, amplitude, Perf totale : 74%

puissance totale et relative delta) Favorable : 86%

8 VFC, 1 clinique (Apgar) Défavorable: 59%

Référence : devenir 2 ans
Validation croisée : LOSO

Temko et al. Modele : SVM (noyau gaussien) 38 tracés (38 NN - Doyle /
(2015) Variables : 57 qEEG (fréquence, énergie, 2010) ©

structurelles), 60 VFC, 3 cliniquies/bio Perf totale : 84%

(Apgar, pH, BE)

Référence : devenir 2 ans
Validation croisée : LOSO

NN : nouveau-nés ; PR : puissance relative ; IF : fréquence instantanée ; AM : modulation d’amplitude ; IBI :
intervalles inter-bouffées ; LOSO : leave-one-subject-out (type de validation croisée) ; CNN : convolutional
neuronal network (méthode de deep learning) ; TFD : quadratic time-frequency distribution.

1 Cohorte de Korotchikova et al. 2011 : 54 extraits EEG de 1h sélectionnés sans crises/artefacts avec grade
constant, enregistrés entre H6 et H72 chez 54 nouveau-nés a terme avec EAl non traités par HT (NicoletOne™ ,
9 électrodes, échantillonnage 256 Hz) — NB : 48 extraits classés car retrait des 6 tracés inactifs dans I'étude de
Korotchikova ; 54 extraits analysés dans les autres.

2Cohorte de Matic et al. 2014 : 272 extraits de 1h avec crises/artefacts enregistrés a partir de H2-H48 chez 34
nouveau-nés a terme avec EAI (12 électrodes, filtre 0.7-20 Hz, échantillonnage. 256 Hz)

3 Cohorte de validation de Raurale 2021 : 338 extraits de 1h avec crises et artefacts enregistrés a H6, H24, H36,
H38 chez 91 nouveau-nés a terme avec EAI traités ou non par HT, multicentrique : 6 services, 4 pays
(NicoletOne, Xltek EEG system ou Neurofax EEG-1200 ; 9 électrodes)

4Cohorte de Guo et al. 2020 : 420 extraits de 5 minutes enregistrés avant H24 chez 64 nouveau-nés a terme
avec EAI (filtre 0.1-12 Hz, éch. 128 Hz).

>Cohorte de Moghadam et al. 2021 : 13200 extraits de 5 minutes a partir de tracés de 1h enregistrés entre JO
et J5 chez 27 nouveau-nés avec EAI (11 ou 20 électrodes, Stellate Harmonie ou Xltek Brain Monitor ; éch. 200,
250, ou 256 Hz)

5Cohorte de Doyle et al. 2010 : 38 tracés de 1h & H24 chez 38 nouveau-nés avec EAl non traités par HT (Viasys
NicOne EEG system, 9 électrodes, éch. 256 Hz)
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PARTIE Il- Etude de la réponse fcetale a l'anoxie aigué: partie
expérimentale

INTRODUCTION

Les modeles animaux sont indispensables pour approcher la réponse cérébrale immédiate a
I’'anoxie aigué et les mécanismes physiopathologiques sous-jacents ainsi que pour développer
de nouveaux moyens de détection précoce et de prévention de I'EAI néonatale.

La brebis est un modele particulierement pertinent en raison d’une physiologie foetale tres
proche de I’humain, notamment au niveau hémodynamique et cérébral (276). La maturation
cérébrale du foetus de brebis est plus rapide que chez I’lhumain mais suit le méme modele
ontogénique d’évolution avec I'dge gestationnel (276-279). Les foetus de brebis naissent a un
terme de 140 a 150 jours de gestation selon les races. Vers 100 jours de gestation (soit 0.7 du
terme), le cerveau du foetus de brebis serait comparable a celui d’un feetus humain a un terme
de 28-32 SA et vers 125 jours (0.9 du terme), il serait comparable a un terme de 36-37 SA
(280,281).

De nombreux modeles expérimentaux d’anoxie périnatale chez le foetus de brebis sont
proposés dans la littérature avec des protocoles différents. L’anoxie peut étre provoquée par
une réduction de l'apport en oxygéne chez la brebis, par des occlusions carotidiennes
bilatérales chez le foetus ou encore par des occlusions du cordon ombilical.

Les occlusions cordonales ont I'intérét de mimer les compressions de cordon ombilical, une
des causes les plus fréquente d’anoxie périnatale chez ’lhumain (282). La majorité des études
antérieures ont analysé les effets d’'une occlusion cordonale totale et prolongée chez le foetus.
En pratique clinique, cette situation correspond a une procidence sévere du cordon, elle peut

étre facilement détectée et représente rarement un dilemme thérapeutique.

Notre laboratoire utilise depuis plusieurs années un modele d’anoxo-ischémie intermittente
chez le feetus de brebis proche du terme (0.9), provoquée par des occlusions cordonales
courtes et répétées, de sévérité croissante sur plusieurs heures, selon la méthode décrite par
I’équipe de Frasch et al. (282). Ce protocole permet de reproduire I'anoxie intermittente

pouvant survenir lors des compressions de cordon provoquées par les contractions utérines
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maternelles de plus en plus rapprochées, selon les différentes phases du travail chez I’humain.
Ce modele a permis a notre équipe d’étudier I'évolution de différents marqueurs
hémodynamiques, biologiques et de variabilité de la fréquence cardiaque lors de I'anoxie
aigué (21,283-286). Ces parametres refleétent la sévérité de I'anoxie foetale et les mécanismes
de réponse adaptative cardio-vasculaire. Cependant, comme nous |'avons évoqué, les
techniques utilisées en per partum pour détecter I'anoxie feoetale (cardiotocogramme,
gazométrie au scalp) sont peu prédictives de la survenue d’une encéphalopathie anoxo-

ischémique a « long terme » (87,89,287).

Des études antérieures ont utilisé 'EEG anténatal chez le feetus de brebis afin d’étudier la
réponse cérébrale a I'anoxie aigué. Ces études enregistrent I'activité cérébrale feetale sous la
forme d’électro-corticographie (pose directe des électrodes sur la dure-meére) et utilisent
également des marqueurs quantitatifs comme I'amplitude et la SEF. Cependant, les protocoles
expérimentaux de ces études sont tres variés et la réponse cérébrale foetale a une anoxie

intermittente a été peu et partiellement étudiée.

Nous avons donc entrepris, dans le cadre de ma these, d’ajouter I'enregistrement de I'EEG

foetal a notre modeéle d’anoxie du foetus de brebis.

L'objectif principal de cette partie est d’étudier les mécanismes physiopathologiques
impliqués dans la réponse cérébrale foetale directe a I’anoxie périnatale intermittente a I'aide
notamment des marqueurs qEEG identifiés dans la premiéere partie clinique.

L’objectif secondaire est d’analyser la corrélation entre ces marqueurs qEEG et la survenue de
|ésions anoxo-ischémiques cérébrales post-anoxiques, afin d’étudier leur capacité a détecter

les foetus a risque d’EAI néonatale, dés la phase aigué de I'anoxie périnatale.
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MATERIEL ET METHODES

Design global de I'étude

Nous avons suivi plusieurs étapes :

1 — Mise en place de la technique d’acquisition de I'EEG fcetal en intra-utérin

2 — Recueil de I'activité EEG « normale » du feetus de brebis, en analyse visuelle et quantifiée
3 — Recueil de I'activité EEG en situation d’anoxie aigué intermittente, en analyse visuelle et
guantifiée, comparaison avec les biomarqueurs gazométriques et hémodynamiques

4 — Analyse anatomo-pathologique des cerveaux pour quantification tissulaire de I’anoxie et

comparaison avec les marqueurs qEEG.

Pour des raisons d’organisation des expérimentations, le recueil en situation d’anoxie a

chronologiquement précédé le recueil chez les foetus témoins.

I. Modeéle expérimental et recueil des données

Les expérimentations étaient effectuées au Département Hospitalier et Universitaire de
Recherche Expérimentale (DHURE) de la Faculté de Médecine de Lille, entre janvier 2019 et
mai 2021, sur des brebis gestantes (race lle de France) provenant de I'Institut Régional de la
Recherche Agronomique (domaine de Tours, Val de Loire, France). Les brebis de I'année 2019

étaient utilisées pour la cohorte anoxie et les brebis de I'année 2021 pour la cohorte témoin.

[)1. Ethique et démarches légales

Le protocole anesthésique, chirurgical et expérimental était conforme aux recommandations
du ministére de I'Enseignement supérieur, de la Recherche et de I'Innovation. L’étude était
approuvée par le Comité d’Ethique d’Expérimentation Animale du Nord-Pas-de-Calais

(référence n°2016121312148878).

1)2. Protocole chirurgical
Les brebis gestantes des deux cohortes étaient accueillies au moins 7 jours avant

I'intervention, logées dans des box individuels et nourries par 400 g de granulés 2 fois par jour
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avec un acces illimité a I'eau et au foin puis elles étaient mises a jeun 24 heures avant la
chirurgie. Elles étaient opérées a proximité du terme (vers 125 jours de gestation pour un
terme de 145 jours soit a 0.9 du terme environ) par des gynécologues et chirurgiens
pédiatriques selon le protocole suivi habituellement dans notre laboratoire (283-286). En cas
de grossesse multiple, seul un feoetus était instrumenté et inclus dans le protocole

expérimental.

La chirurgie était réalisée sous anesthésie générale. Un cathéter maternel était posé au niveau
de la veine jugulaire avant l'induction afin d’assurer un remplissage maternel pré-
anesthésique par 500 ml de Ringer Lactate®. Les brebis étaient intubées (sonde intubation
endo-trachéale n°9) en decubitus dorsal aprés prémédication par Xylazine 0,3 ml/kg
(Sedaxylan® 20mg/ml, Dechra, Pays-Bas) et induction par Isoflurane 5% inhalé (Isoflurane,
Aerrane®, Baxter, Maurepas, France). La sédation était entretenue par Isoflurane 2% inhalé
durant I'opération sous ventilation mécanique et I'analgésie maternelle per-opératoire était
assurée par une injection intra-musculaire de Buprénorphine 0,6ml/10kg (Bupaqg®, Virbac,
France) en début d’intervention. Une sonde naso-gastrique était mise en place pour diminuer
le risque d’inhalation. Une antibioprophylaxie intramusculaire de 1mL/10kg d'Amoxicilline

(Clamoxyl LA® 150mg/ml, Zoetis, France) était administrée a la mére en per-opératoire.

Apres laparotomie médiane maternelle et hystérotomie dans des conditions d'asepsie
chirurgicale, le membre antérieur droit du foetus était extrait. Une incision cutanée axillaire
était réalisée apres anesthésie locale par injection sous-cutanée de 1mL de chlorhydrate de
lidocaine 10mg/mL (Xylocaine® Astrazeneca, Reuil-malmaison, France) et analgésie foetale par
injection intramusculaire de 0,3 mL de Buprénorphine (Bupaq®, Virbac, France). Aprés
dissection des vaisseaux axillaires, deux cathéters de diameétre 4Fr (Arrow, USA) étaient
insérés dans l'artere et la veine axillaires droites du foetus jusque l'aorte et la veine cave
supérieure respectivement, pour l'enregistrement des parametres hémodynamiques, le
prélevement de sang foetal et les injections intra-veineuses. La méme procédure était
reproduite a gauche. Quatre électrodes précordiales (MYWIRE 10, MAQUET, Allemagne)
étaient placées dans les muscles intercostaux axillaires pour I'enregistrement du signal ECG.

Un occludeur (OC VO-16HD - DOCXS Biomedical Products - Ukiah, Californie) était placé autour
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du cordon ombilical du feetus afin de pouvoir comprimer le cordon par injection de sérum
physiologique. L'étanchéité et le volume maximal injectable pour une occlusion totale étaient

testés en préopératoire.

La mise en place de I'EEG intra-utérin est détaillée dans la partie résultats.

La circulation placentaire était gardée intacte tout au long de l'intervention. Le foetus était
ensuite replacé dans I'utérus et un cathéter supplémentaire de diametre 5Fr (Arrow, USA)
était placé dans la cavité amniotique pour mesurer la pression de de référence. L'utérus ainsi
gue la paroi abdominale étaient refermés apreés instillation de 500 mg d'acide amoxicilline-
clavulanique (Amoxicillin-clavulanic acid SANDOZ®, Sandoz, Levallois-Perret, France) dans le
liqguide amniotique. L'occludeur, les fils des électrodes EEG et ECG ainsi que les cathéters
feetaux et intra-amniotiques reliés a des prolongateurs étaient extériorisés au niveau du flanc

latéral droit de la brebis a travers une tunnellisation sous-cutanée (figure I1.1).

Apreés l'opération, les brebis pouvaient boire, manger et se levaient généralement dans les 2
heures. La perméabilité des cathéters foetaux était maintenue par une injection quotidienne
de sérum salé isotonique hépariné 10Ul/mL (Héparine CHOAY®5000Ul, Sanofi-aventis France,
Paris). Une injection intramusculaire maternelle de 0,3mL/10kg de Buprénorphine (Bupaq®,
Virbac, France) était réalisée 24 et 48 heures aprées I'opération afin d’assurer I'analgésie post-
opératoire. Une antibioprophylaxie était réalisée par une injection quotidienne de 1mL/kg
d’Amoxicilline en intramusculaire (Clamoxyl LA® 150mg/ml, Zoetis, France) durant les trois

jours de repos post-opératoire.
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Figure 1.1 — Schéma de I'instrumentalisation du feetus de brebis

EEG
ECG
KTIA
KTAD
KTA G

O Occludeur

Electrodes de I’électroencéphalogramme (EEG) ; de I’électrocardiogramme (ECG), cathéter artériel axillaire droit (KTA D) et
gauche (KTA G), cathéter intra-amniotique (KTIA) et occludeur de cordon.

1)3. Protocole expérimental

Le protocole expérimental d’anoxie aigué intermittente débutait a J4 apres la chirurgie.

Aprés une période de stabilité d’une heure, les foetus de la cohorte anoxie étaient soumis a
un protocole d’anoxo-ischémie provoquée par des occlusions du cordon ombilical répétées et
de sévérité croissante, tel que décrit par Frasch et al. (282). Les occlusions cordonales totales
étaient réalisées par I'injection d’une solution de sérum salé isotonique dans I'occludeur. Trois
phases d’occlusions répétées d’'une heure chacune étaient réalisées successivement avec des
occlusions de plus en plus rapprochées (figure 11.2) : les occlusions d’une durée de 1 minute
étaient répétées toutes les 5 minutes durant la phase A (occlusions légéres), toutes les 3
minutes durant la phase B (occlusions modérées) et toutes les 2 minutes durant la phase C
(occlusions séveres). Toutes les 20 minutes, une pause (appelée plateau) de 5 minutes sans
occlusion était respectée. Le protocole était interrompu si le pH artériel diminuait en-dessous
de 6,90. Ainsi le protocole mimait un épisode d’anoxo-ischémie intermittente provoquée par
des compressions de cordon lors des contractions utérines au cours de I'accouchement chez
I"humain : les occlusions Iégeres mimaient la phase de latence au début du travail, les
occlusions modérées la phase active et les occlusions séveres la période des efforts expulsifs.
Apres les phases d’occlusions, les foetus étaient surveillés en continu durant une phase de

récupération de 6 heures puis durant 1 heure a H24 et H48 (J5 et J6).
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Les foetus témoins étaient étudiés a des périodes équivalentes mais n’étaient pas soumis au

protocole d’anoxie.

A J6, tous les animaux étaient sacrifiés par une injection intraveineuse maternelle de 6ml/50kg

de T61® (Embutramide 20g, Mebezonium iodide 5g, Tetracaine hydrochloride 0.5g,

Dimethylformamide 60ml). Le cerveau foetal avec le tronc cérébral et la moelle
étaient prélevés et placés dans une solution de formol a 4% tamponné pour les

anatomopathologiques (figure 11.2C).

Figure 11.2 - Protocole expérimental d’anoxie aigue intermittente.

A - Déroulement du protocole expérimental de JO a J6 pour la cohorte anoxie.

B - Protocole d’anoxie a J4 avec les différentes phases de stabilité, d’occlusions et de récupération.
C - Photo du prélévement cérébral post-mortem d’un foetus de brebis de la cohorte anoxie.
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B. Stabilité Phase A Phase B Phase C Récupération
1 Heure 1 Heure 1 Heure 1 Heure 6 Heures
A A

OCC modérées de 1'/3’ OCC séveres de 1/2’

Surveillance Pause 5 min a 20’, 40’, 60 Pause 5 min a 20’ et 40’

Surveillance

OCC : occlusions du cordon ombilical ; 1°/5’ : 1 minute toutes les 5 minutes ; 1°/3’ : 1 minute toutes les 3 minutes ; 1°/2’ : 1

minute toutes les 2 minutes.
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1)4. Recueil des données

Les données EEG et hémodynamigues étaient enregistrées en continu durant la phase de

stabilité, les phases d’occlusions, la phase de récupération (J4) et pendant une heure a J5 et

J6.

Le signal EEG feetal était enregistré par le logiciel EEG System plus Evolution de Micromed®
(Micromed SAS, Macon, France). Les 6 électrodes étaient reliées a une boite tétiere et le signal
des 4 dérivations (BRE1, BRE2, BRE3, BRE4) était enregistré en monopolaire par rapport a
I’électrode de référence. Le signal était filtré entre 0,5 et 70 Hz et numérisé a une fréquence

d’échantillonnage de 256 Hz.

Le signal ECG était recueilli par I'intermédiaire des 4 électrodes précordiales et la pression
artérielle foetale était enregistrée par les cathéters artériels foetaux connectés a des capteurs
de pression (Pressure Monitoring Kit, Baxter, France). Ces données hémodynamiques étaient
visualisées sur un moniteur multiparamétrique d’anesthésie-réanimation (Merlin monitor,
Helwett Packard, Palo Alto, CA, USA) et enregistrées sur support informatique grace au logiciel

Physiotrace®.

Les données gazométriques étaient mesurées a partir des échantillons de sang artériel

prélevés sur un des cathéters artériels, par micro-méthode sur appareil I-STAT® (Abbott
Laboratoires, Abbott Park, IL USA). Les mesures étaient réalisées en phase de stabilité, toutes
les heures lors du dernier plateau de chaque phase d’occlusion, toutes les heures en phase de

récupération, a J5 et a J6.

Chez les témoins, les données étaient relevées au méme moment : a J4 lors d’une phase de
stabilité S" de 1 heure puis toutes les heures durant les 3 heures équivalent a la phase
d’occlusions (phases A’, B’, C’) et les 6 heures équivalent a la phase de récupération ainsi qu’a

J5 et J6 (1 heure).

Ces données étaient relevées par les étudiantes de Master 2 du laboratoire (Yasmine Hamoud

en 2019, Delphine Le Hesran en 2021).
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II. Analyses EEG

[1)1. Analyse visuelle

Les enregistrements EEG entiers des deux cohortes étaient analysés visuellement a I'aide du
logiciel System Plus Evolution (Micromed SAS, Macon, France). Les analyses étaient réalisées
en montage bipolaire sur des pages de 30 secondes (filtre 0,5-70 Hz, gain 70 uV), avec l'aide

du Pr S. Nguyen.

[1)2. Analyse quantitative

Les tracés EEG bruts entiers étaient analysés quantitativement a 'aide du programme "EEG
Analyser" (Micromed®), selon le méme protocole que celui de la premiére partie.

Les six marqueurs quantitatifs EEG (IA min, IA max, BSR, PT, PR, SEF) étaient calculés toutes
les 2 secondes (fenétre de glissement de 50 %) avec une moyenne toutes les 20 secondes sur
les dérivations bipolaires BRE1-BRE2 et BRE3-BRE4 puis la moyenne des deux dérivations était
calculée. Seul les paramétres du BSR étaient modifiés avec un seuil de 10 puV (contre 5 uV dans

la partie clinique).

Nos résultats préliminaires ont montré que les marqueurs de puissance spectrale (PT et PR)
et la valeur maximale de I'index d’amplitude (IA max) étaient particulierement sensibles aux
artefacts de mouvement des brebis. Nous avons testé plusieurs filtrages afin de retirer les
données aberrantes mais sans succes. Les résultats obtenus ne permettant pas de meilleurs
résultats, ces 3 marqueurs n’étaient pas pris en compte dans les analyses finales.

Les parameétres quantifiés étudiés étaient donc le BSR, I'lA min et |la SEF (cf partie |, figure 1.3).

La médiane de ces marqueurs était calculée :

(1) pour la cohorte témoins

- sur 30 minutes de stabilité S’

- sur 30 minutes toutes les heures lors des phases A’, B’, C’

- sur 30 minutes a H2, H6 et H24 de la fin de la phase C’
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(2) pour la cohorte anoxie

- en phase de stabilité S (sur 30 minutes)

- en phase d’anoxie : en per-occlusion (1 minute) lors de la derniére occlusion (occ) de chaque
phase A, B et C ainsi que lors des phases d’occlusion A, B et C entiéeres (1 heure)

- en phase de récupération : a H2, H6 et H24 (sur 30 minutes)

Lors du sacrifice, la durée d’obtention d’un BSR > 95% était calculée sur chaque tracé.
Ces analyses étaient réalisées avec le logiciel XIStat pour Microsoft Excel (AddInSoft, Paris,

France).

Ill. Analyse de la réponse fcetale a I'anoxo-ischémie

Afin d’étudier la réponse cérébrale des foetus a I'anoxo-ischémie, nous avons comparé les
données qEEG de la cohorte anoxie avec celles de la cohorte témoins, analysé I’évolution des
données avec la sévérité de I'anoxie et vérifié leur corrélation avec les données

gazométriques/ hémodynamiques.

[11)1. Description des données expérimentales

Comme pour les marqueurs qEEG, la médiane des marqueurs hémodynamiques était calculée
sur 30 minutes en phase de stabilité, en per-occlusion lors de la derniére occlusion (1 minute)
de chaque phase A, B, C et entre les occlusions lors du dernier plateau (5 minutes) de chaque

phase.

Les données gazométriques, hémodynamiques et qEEG de chaque cohorte étaient décrites

par la médiane (1¢"-3°™¢ quartile) lors de chaque phase étudiée.

[11)2. Comparaison des cohortes anoxie et témoins
Les données de la cohorte anoxie étaient directement comparées aux données des témoins
par un test de Mann-Whitney (seuil de significativité p < 0,05) pour chaque phase étudiée

(stabilité ; phases d’occlusions A, B et C ; récupération H2, H6 et H24).
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[11)3. Analyse de I’évolution des données avec I'anoxie

Pour chaque cohorte, la différence des données entre les différentes phases étudiées était
analysée par un test de Friedman pour les mesures répétées (seuil de significativité p <0,05) :
entre la phase de stabilité et les 3 phases d’occlusions A, B et C ainsi qu’entre la phase C
d’occlusions séveres et la récupération a H2, H6 et H24.

Lorsque la différence était significative, une analyse post-hoc comparant les différentes

phases 2 a 2 était réalisée par un test de Wilcoxon (seuil de significativité p < 0,05).

l1)4. Rapport entre les données qEEG et les données gazométriques/hémodynamiques
Le rapport entre les marqueurs qEEG et les différents marqueurs gazométriques et
hémodynamiques était analysé par un test de corrélation de Spearman (seuil de significativité

p <0,05).

Ces analyses statistiques étaient réalisées avec le logiciel XlIStat pour Microsoft Excel
(AddInSoft, Paris, France) et avec I'aide de Julien De Jonckheere (CIC-IT) avec le logiciel SPSS
version 20.0 (SPSS, IBM).

IV. Analyse du rapport entre données gEEG et |ésions anoxo-ischémiques

IV)1. Analyse anatomopathologique

Aprées 1 mois de fixation dans le formol, les cerveaux étaient coupés en sections coronales de
3-4 mm d’épaisseur. Aprés un examen macroscopique, les préléevements étaient enrobés dans
la paraffine pour la réalisation de blocs coupés a 5 microns. Les lames obtenues étaient
colorées a 'Hématoxyline-Eosine-Safran (Automate tissu tek Prisma Sakura) et examinées par
deux anatomopathologistes (Dr Morgane Stichelbout et Dr Romain Perbet, Centre de Biologie
et Pathologie, CHRU Lille). Le nombre maximum de neurones ischémiques sur un champ (0,30
mm?) était dénombré pour chaque zone d’intérét : cortex frontal, pariétal, temporal, occipital,
entorhinal, noyaux gris centraux, hippocampe, cortex cérébelleux, noyau dentelé et tronc
cérébral. Les neurones ischémiques étaient définis par une rétraction cellulaire, un
cytoplasme éosinophile ou vacuolé et des noyaux hyperchromatiques localisés en périphérie

(figure 11.3). En cas de non concordance, les lames étaient ré-examinées par les deux
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anatomopathologistes afin de trouver un accord. Les nombres de neurones ischémiques dans
chaque région étaient additionnés pour obtenir un score total de Iésions anoxo-ischémiques

aigués.

Figure I1.3 — Analyse anatomopathologique des coupes cérébrales

Coloration hématoxyline éosine safran au niveau de I’hippocampe (A), du cortex cérébelleux (B), du cortex
frontal (C) et du tronc cérébral (D) montrant des neurones ischémiés rétrécis, avec un cytoplasme éosinophile
et des noyaux hyperchromatiques situés en périphérie (fleche). Les pointes de fleche montrent des neurones
normaux.

IV)2. Analyses statistiques

Le poids des cerveaux et le nombre total de neurones ischémiés étaient décrits par la moyenne
+ écart-type (min-max).

Le rapport entre les marqueurs qEEG et la présence de lésions cérébrales (nombre de
neurones ischémiés total et dans les noyaux gris centraux) était analysé par un test de

corrélation de Spearman (p < 0,05).

128



PARTIE Il = RESULTATS
RESULTATS

l. Mise en place de la technique d’acquisition de I'EEG foetal

Afin de pouvoir enregistrer I'activité électrique cérébrale de nos feetus de brebis en intra-
utérin, nous avons d’abord suivi la méthode princeps décrite dans la littérature.

Les premiers enregistrements de I’activité électrique cérébrale du foetus de brebis in utero ont
été réalisés dans les années 1970 (288-291). Il s’agit d’électrocorticogrammes (ECOG)
enregistrés a I'aide d’électrodes supra-durales. La méthode de mise en place des électrodes
est restée globalement identique depuis : apres une laparotomie avec exposition de la téte du
foetus, une incision médiane du cuir chevelu est pratiquée, le périoste est retiré du calvarium
et des trous de trépans sont réalisés afin d’insérer les électrodes, leurs extrémités reposant
sur la dure-mére. Les électrodes sont ensuite sécurisées a I'aide d’un ciment dentaire et le cuir
chevelu est suturé par-dessus, assurant a la fois une stabilité mécanique et l'isolation du
liguide amniotique.

Avec cette technique, nous avions réussi a enregistrer un signal d’activité cérébrale fcetale.
Malheureusement, parmi les 4 brebis opérées, deux déces intra-utérins étaient survenus de
facon précoce, ainsi qu’une mise en travail spontanée. Les autopsies mettaient en évidence

des hématomes au niveau de la dure-meére en regard des zones de trépanation.

Nous avons donc voulu élaborer une technique d’acquisition moins invasive et moins longue,

ne nécessitant pas la réalisation de trous de trépans.

Mise en place de I'EEG feetal intra-utérin :

Lors de la chirurgie (J0), la téte du foetus était exposée a travers I'hystérotomie. Six électrodes
aiguilles (MYWIRE 10, MAQUET, Allemagne) étaient fixées sur le crane feetal :

- quatre électrodes étaient placées de part et d’autre du cortex frontal et pariétal : 10 mm en
latéral de la suture sagittale et 5 mm en antérieur - 10 mm en postérieur de la suture fronto-
pariétale

- une électrode de référence et une électrode terre étaient placées en regard de I'os occipital.
Une incision cutanée de 5 mm était réalisée pour chaque électrode au niveau du cuir chevelu.

La partie dénudée de I'électrode était placée sous le périoste en contact avec I'os afin de
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I'isoler complétement du liquide amniotique, et I’électrode était attachée a la suture du cuir
chevelu (fil Vicryl 2/0 Rapide) (figure 11.4).

La durée de mise en place des électrodes EEG était en moyenne de 15 * 2,5 minutes au total,
lorsque l'intervention était réalisée par deux opérateurs. A la vérification lors de I'autopsie,
les électrodes restaient bien fixées au périoste.

Cette nouvelle méthode a fait I'objet d’une publication et est détaillée dans I'article « Fetal
sheep cerebral electrical activity: A new technique to record EEG » Journal of Neuroscience

Methods (292).
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Figure 1.4 — Nouvelle technique de mise en place des électrodes EEG sur la téte du foetus de brebis et
enregistrement de I'EEG foetal in utero.

A - Photo du scalp du foetus (vue supérieure) avec les 4 électrodes EEG.

B - Schéma du crane foetal (vue frontale) avec la position des électrodes EEG.

C — Schéma de Ia fixation d’une électrode EEG en-dessous du périoste.

D - Photos du matériel d’enregistrement EEG

E - Exemple de tracé EEG enregistré avec les 4 électrodes BRE1-4, analysé en montage bipolaire transverse
(noir) et longitudinal (bleu). Tracé ECG en rouge.
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[Il. Brebis analysées

Cohorte témoins (2021) : 11 brebis gestantes étaient opérées a un terme de 125 * 3 jours de
gestation. Deux déces foetaux survenaient en peropératoire, un foetus décédait a J4 et un
foetus était exclu en raison d’un défaut d’enregistrement EEG (dysfonctionnement de

I'ordinateur). Au total, 7 foetus étaient analysés.

Cohorte anoxie (2019) : 14 brebis gestantes étaient opérées a un terme de 124 + 3 jours de
gestation en moyenne. Deux décés feetaux survenaient dans les 2 jours suivant la chirurgie et
3 foetus étaient exclus : une manipulation était arrétée précocement en raison de la rupture
d’un occludeur, un feetus décédait au début du protocole d’anoxie (cause cardiaque avec
fibrillation ventriculaire puis asystolie) et un foetus était exclu car il présentait des lésions
cérébrales tres séveres dont |'origine paraissait antérieure au protocole (petit poids cérébral,
nécrose laminaire, cavitations corticales profondes, gliose et infiltration de macrophages). Au
total, 9 foetus étaient inclus pour les analyses statistiques. Chez un fecetus, le protocole
d’occlusions se terminait avant la phase C car le pH baissait en-dessous de 6.90, comme prévu
dans le protocole. Un autre foetus n’avait pas de tracé EEG a J5 et J6 en raison d’un défaut

d’enregistrement (dysfonctionnement de la boite tétiere).

[1l. EEG « témoins »

[11)1. Description visuelle

Nous avons eu des artefacts abondants sur certains tracés « témoins » en raison d’un
dysfonctionnement initial de la boite tétiere mais ces tracés restaient analysables.

Les artefacts liés aux mouvements de la brebis ou du feetus étaient intermittents et bien
reconnaissables, il s’agissait principalement d’ondes lentes de grande amplitude (figure II.5A).
Les tracés EEG étaient continus et labiles. Deux types d’activité EEG pouvaient étre distinguées
visuellement : une activité rapide (alpha - béta) et de basse amplitude (figure 11.5B) et une

activité plus lente (théta — delta) de plus grande amplitude (figure 11.5C).
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Figure 11.5 — Exemple de tracés EEG « témoins »
Extraits de 25 secondes.
A — Exemple d’artefact lié a un mouvement de la brebis

PARTIE Il = RESULTATS

B - Activité rapide de basse amplitude avec fréquence 10-13 Hz et amplitude maximale autour de 60-80 pV.
C - Activité lente de plus grande amplitude avec fréquence 2-5 Hz et amplitude autour de 80-120 pV.

Brel-Bre2

Bre3-Bre4

ECG

Brel-Bre3

Bre2-Bre4d

Brel-Bre2

Bre3-Bre4d

Brel-Bre3

Bre2-Bre4d

Brel-Bre2

Bre3-Bre4d

Brel-Bre3

Bre2-Bred

A.

AP P A gt

N s SN il
NG

e e oL R ST,

byt ,.M.‘»'-w;;«vmnﬁwmw

A\

B.
W\,MWWK,u—w.,.,,d%meMwMWMMWMw«wmmwmmmuwmuw

0 :
e e R oo W o T o i A PSR

b e I P s A NSk ATt e et ot A N

70 uVI_

1sec

ety et e N g N i e NIt

WS;“WNM”%RWHNWWHwaﬂdeﬂwddwwwﬂwﬁvﬁhJWJwaAﬂ

)

[
it IS o

e T e I VY

ol T A P I “M“"u»""*‘w,rl //M"“*M"‘“‘m'.-“”ﬂ”\v"' s

70 pv|_

e

o - / !
try gt TR IS P nnl WA -\\‘ w,‘fw‘«mf‘JA“‘\_m‘_/""' MV, o
n

[11)2. Données quantitatives

Chez les témoins, toutes phases confondues, les médianes du BSR, de la SEF et de I'l|A min

variaient entre 0 et 10% (médiane 0% [0 ;1.4]), 4.0 et 16.4 Hz (6.3 Hz [6.0;7.8]) et 0.1 et 6.3

uV (2.4 pVv [0.1;3.8]), respectivement (figure 11.6). Lors de la présence d’artefacts importants,

le logiciel ne parvenait pas a calculer I'|A min et donnait une valeur de 0.1 pV par défaut. La

courbe des valeurs de SEF calculées a J4 chez un des foetus témoins (brebis d de la figure 11.6),

montre que ce marqueur est particulierement fluctuant avec le temps (figure 11.7).
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Les médianes des marqueurs sur I'ensemble de la cohorte sont présentées dans le tableau II.1
pour les phases S’, A’, B’ et C’, puis dans le tableau 1.2 pour H2, H6 et H24.
Les données qEEG des témoins restaient stables entre toutes les différentes phases avec des

valeurs p non significatives entres les phases lors du test de Friedman (tableaux 1.1 et I1.2).

Figure 11.6 — Evolution des marqueurs qEEG des feetus témoins

Médiane des marqueurs qEEG des foetus témoins (N=7) pour chaque phase de 30 minutes.

BSR (Burst Suppression Ratio) en %, SEF (95% Spectral Edge Frequency) en Hz et IA min (Index d’Amplitude
minimal) en uV. Périodes S’, A’, B’, C": équivalent dans le temps aux périodes de stabilité (S), d’occlusions
légeres (phase A), d’occlusions modérées (phase B) et d’occlusions séveres (phase C) respectivement dans le
cohorte anoxie puis aux périodes de récupération a H2, H6 et H24.
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Tableau II.1 - Données quantitatives EEG des foetus témoins en phases S’, A’, B’ et C’ et comparaison avec la
cohorte anoxie.

Valeurs médianes (1°"-3™¢ quartile).

Les valeurs p sont calculées chez les feetus témoins par un test de Friedman entre la phase S’ (équivalent a la
phase de stabilité) et les phases A’, B’ et C’ (équivalent aux phases d’occlusions).

Test de Mann-Whitney : comparaison avec les données de la cohorte anoxie ; + valeurs significatives par

rapport aux données per-occlusions ; * valeurs significatives par rapport aux données des phases entiéres
(p<0,05).

Equivalent de la stabilité Equivalent des phases d’occlusions
S’ (n=7) A (n=7) B’ (n=7) C’' (n=7) P
BSR
%) 0.00 (0.00; 1.58) 0.00 (0.00;1.37)+ 0.00 (0.00;2.71)+* 0.00 (0.00;0.67)+* 0.537
%
SEF
6,93 (4,94 ; 9.38) 6.27 (5.97,8.78) 6.50 (4.59;9.38) 6.23 (6.07;7.30)+ 0.815
(Hz)
IA min
0.10(0.10; 3.44) 3.32(0.1;4.54) 2.38(0.10;3.39) 2.76(0.10;4.59) 0.277
(uv)

BSR : Burst Suppression Ratio (%) ; SEF : Spectral Edge Frequency (Hz) ; IA min : Index d’Amplitude minimal (uV)

Tableau 1.2 - Données quantitatives EEG des foetus témoins en phase de récupération et comparaison avec la
cohorte anoxie.

Valeurs médianes (1°-3°™ quartile) ;

Les valeurs p sont calculées chez les foetus témoins par un test de Friedman entre la phase C’ (équivalent a la
phase d’occlusions sévéres) et les périodes H2, H6 et H24 (équivalents aux périodes de récupération).

Test de Mann-Whitney : * valeurs significatives par rapport aux données de la cohorte anoxie (p<0,05).

Equivalent de la phase de récupération

H2 (n=7) H6 (n=7) H24 (n=7) p
BSR (%) 0.00 (0.00;1.59) 0.00 (0.00;3.51) 0.00 (0.00;2.00) 0.682
SEF (Hz) 5.60 (5.23;6.09) 6.32 (6.11;6.56) 6.74 (6.22;8.73) 0.074
A min (uv) 0.10 (0.10;3.80) 0.10 (0.10;4.58) 3.21(0.1;4.03) 0.509

BSR : Burst Suppression Ratio (%) ; SEF : Spectral Edge Frequency (Hz) ; IA min : Index d’Amplitude minimal (uV)
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IV. Réponse feetale a I'anoxo-ischémie

IV)1. Données gazométriques et hémodynamiques

Le pH diminuait progressivement entre la phase de stabilité et entre chaque phase
d’occlusions, jusqu’a une acidose sévére (pH 6,98) en phase C (p<0.001). La PCO2 et le lactate
augmentaient également entre chaque phase (p<0.001), contrairement a la PO2 qui restait

stable (p=0.430) (tableau I1.3).

La fréquence cardiaque plateau, mesurée entre les occlusions, restait stable lors des
différentes phases (p=0.736). Il y avait une bradycardie per-occlusion deés la phase légére (90
bpm contre 178 bpm entre les occlusions) et celle-ci avait tendance a se majorer légerement
avec les phases de sévérité mais la différence n’était pas significative (p=0.368)

La pression artérielle plateau augmentait entre la phase de stabilité et les phases d’occlusions
modérées et séveres (p=0.037). Au contraire, la pression artérielle per-occlusion diminuait
significativement en phase d’occlusion sévere par rapport aux phases légeres et modérées

(p=0.004).

Tableau 1.3 - Données gazométriques et hémodynamiques selon les phases de stabilité et d’occlusions chez
les foetus de la cohorte anoxie (N=9).

Valeurs médianes (1°"-3*™¢ quartile) calculées en stabilité et sur le dernier plateau de chaque phase d’occlusion
pour les marqueurs gazométriques, FC plat et PAM plat ; calculées en per-occlusion pour FC occ et PAM occ.
Les valeurs p sont calculées par un test de Friedman entre la phase de stabilité S et les 3 phases d’occlusion A, B
et C pour les pour les marqueurs calculés sur les plateaux (gazométrie, FC plat et PAM plat) ; entre les 3 phases
d’occlusions pour les marqueurs per-occlusions (FC occ et PAM occ).

Test de Wilcoxon : X valeurs significatives versus S; * valeurs significatives versus A ; + valeurs significatives
versus B (p<0.05).

Stabilité Phases d’occlusions
S (n=9) A (n=9) B (n=9) C (n=8) p
pH 7.39 (7.37;7.41) 7.28(7.23;7.35)x  7.10(7.07;7.27)x*  6.98 (6.84;7.08) x*+ <0.001
PO2 12 (9.5;19) 16.0 (11,5;17.0) 15.0 (13.0;17.5) 16.5(13.5;18.8)  0.430
(mmHg)
(;fn% ) 45.3 (43;49.5) 50.6 (48.5;56.2)x  54.0 (52.5;63.1)x*  64.9 (55.1;87.0) x*+ <0.001
Lactate 2.27 (1.69:3.16 6.0 (3.4;8.3 12.8(7.3;15.3) x*  15.9 (13.6;16.3) x*+ <0.001
P 27 (1.69;3.16) 0 (3.4;8.3)x .8(7.3;15.3) x 9(13.6;16.3) x*+  <0.
sz";r'jt 186 (175;193) 178 (151;187) 189 (158;202) 175 (150;192) 0.736
PAM plat . . . .
A 48 (42;51) 58 (47;65) 62 (51;66)x 64 (54;68)x 0.037
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FC occ
90 (91,96 82 (68;96 79 (54;92 0.368
o) (91;96) (68;96) (54;92)
PAM occ . . .E0)*
(mmHa) 56 (51;62) 54 (43;62) 37 (20;50)*+ 0.004

FC plat : fréquence cardiaque mesurée sur le dernier plateau de chaque phase (entre les occlusions); PAM plat : pression
artérielle moyenne mesurée sur le dernier plateau de chaque phase ; FC occ : fréquence cardiaque per-occlusion ; PAM occ :
pression artérielle moyenne per-occlusion.

IV)2. Données EEG en situation d’anoxie

4.2.1. Description visuelle
Le signal EEG enregistré semblait de bonne qualité. On notait également des artefacts

intermittents liés aux mouvements du foetus ou de la brebis.

o Phase de stabilité

En phase de stabilité, les tracés EEG des foetus de la cohorte anoxie semblaient comparables
a ceux des témoins : le signal était continu, labile et on distinguait également les deux types
d’activité EEG (activité rapide de basse amplitude et activité lente de grande amplitude)

décrites chez les témoins (figures I.8A et B).

o Phases d’occlusions

Les occlusions de cordon entrainaient le plus souvent une modification rapide du signal EEG
des feetus : des ondes lentes et amples pouvaient étre observées tres transitoirement, suivies
d’une diminution rapide de I'amplitude voire d’une suppression de I'activité (figure 11.8C). La
levée de l'occlusion était généralement suivie d’ondes amples transitoires puis d’une
récupération rapide de l'activité. Ces modifications per-occlusions étaient observées chez
certains foetus dés la phase légere et chez quasiment tous les feetus en phase sévere.

De plus, chez certains foetus une altération globale du tracé pouvait étre observée lors du
rapprochement des occlusions (phase sévére généralement) avec une diminution de
I'amplitude et un ralentissement du signal, I'activité ne se normalisant plus entre les

occlusions.
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Figure 11.8 — Exemples de tracés EEG aux différentes phases du protocole anoxie.

A - Phase de stabilité : activité rapide de basse amplitude (extrait de 20 sec).
B - Phase de stabilité : activité lente de plus grande amplitude (extrait de 20 sec).

C - Occlusion de cordon en phase B (occlusion de 1 minute toutes les 3 minutes, marquée par les barres bleues
sur la figure) : ondes lentes et amples transitoires puis suppression de I'activité EEG (extrait de 90 sec).

D - Phase de récupération a H2 : activité rythmique enregistrée sur toutes les dérivations (extrait de 20 sec).

E — Tracé inactif enregistré 7 minutes apres le sacrifice maternel (extrait de 20 sec).
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o Phase de récupération

Au début de la phase de récupération, le signal était généralement moins ample et plus lent
gu’en phase de stabilité puis s’enrichissait rapidement avec une réapparition de la labilité du
signal. Visuellement, la durée de normalisation du signal semblait varier entre tracés. De plus,
des pointes et des périodes d’activité rythmique pouvant correspondre a des crises étaient
observées dans certains tracés lors de cette phase (figure 11.8D).

Apreés le sacrifice maternel, on observait une suppression progressive et rapide du signal

jusgu’a un tracé inactif (figure 11.8E).

Les tracés EEG des foetus exclus étaient également analysés visuellement. Le tracé du foetus
décédé au début du protocole expérimental, était caractérisé par un ralentissement du signal
durant I'épisode de fibrillation ventriculaire puis une diminution d’amplitude jusqu’a un tracé
guasiment inactif lors de I'asystolie ( en annexe). Cela nous a permis de vérifier
gu’il n’y avait pas ou trés peu d’artefacts d’origine maternelle sur le tracé inactif du foetus.

Le tracé EEG du foetus présentant des lésions cérébrales sévéres antérieures au protocole
montrait des ondes lentes tres amples et rythmiques quasiment permanentes dés la phase de

stabilité, ce qui correspondait probablement a un état de mal épileptique ( ).

4.2.2. Données quantitatives
Les valeurs des marqueurs qEEG sont présentées en fonction des phases de stabilité et
d’occlusions dans la figure 1.9 et le tableau Il.4. Un exemple de tracé avec I'évolution des

courbes gEEG en fonction des différentes phases est présenté en figure 11.10.

o Phase de stabilité

En phase de stabilité (S), la médiane du BSR des fcetus de la cohorte anoxie était comprise
entre 0 et 7% sauf pour un tracé ou la médiane était de 26% dés la phase de stabilité. La SEF
était comprise entre 5,3 et 16,3 Hz et 'amplitude minimale entre 0,1 et 7,0 uV et la (figure
11.9). Les valeurs de SEF étaient fluctuantes au cours de la phase de stabilité (figure 11.10).
Statistiquement, les valeurs des marqueurs étaient similaires entre les cohortes anoxie et

témoins en phase de stabilité (tableau I.1 1 ci-dessus).
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o Phases d’occlusions

Le BSR per-occlusion était significativement plus élevé que celui des témoins dés les occlusions
légeres (tableau 11.1). La SEF per-occlusion était plus basse que celle des témoins lors des
occlusions séveres. L’amplitude minimale ne différait pas significativement.

Le BSR per-occlusion avait tendance a augmenter avec la sévérité des phases (p=0.156) alors
I’'amplitude minimale avait tendance a diminuer (0.495) et la SEF diminuait significativement
en phase C (p=0.030) (tableau Il.4-A). Dans certains tracés on pouvait néanmoins observer

une majoration des pics de BSR avec la sévérité des occlusions (figure 11.11).

Lorsque les marqueurs étaient calculés sur les phases entieres, le BSR global des feetus de la
cohorte anoxie était plus élevé que celui des témoins en phase B et C (tableau Il.1). La SEF et
I’'amplitude minimale globales avaient tendance a étre plus basses que celles des témoins en
phase C mais la différence n’était pas significative.

Le BSR des foetus de la cohorte anoxie augmentait (p=0.029) surtout entre les phases A et B
(différences significatives entre les phases B et C par rapport a la stabilité et la phase A)
(tableau 11.4-B). La SEF diminuait (p=0.003) (différences significatives entre la phase C par
rapport a la stabilité et la phase A; phase B par rapport a la phase A). L'amplitude avait
tendance a diminuer avec les phases de sévérité mais la différence n’était pas significative
(p=0.066).

Il y avait néanmoins beaucoup de variations entre les différents tracés comme le montrent les

interquartiles importants et la figure 11.9.
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Figure 11.9 — Evolution des marqueurs qEEG des feetus de la cohorte anoxie lors des phases de stabilité puis
d’occlusions.
Médiane des marqueurs qEEG des feetus anoxie (N=9) sur la phase de stabilité S et les phases d’occlusions A
(Iégere), B (modérée), C (sévere). BSR (Burst Suppression Ratio) en %, SEF (95% Spectral Edge Frequency) en Hz
et IA min (Index d’Amplitude minimal) en V.
A — Marqueurs sur les phases entiéres

B — Marqueurs per-occlusion

C— Nombre de neurones ischémiés lors des analyses anatomo-pathologiques.
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Tableau 1.4 - Données quantitatives EEG selon les phases de stabilité et d’occlusions chez les feetus de la
cohorte anoxie (N=9)

Valeurs médianes (1-3™¢ quartile)

Les valeurs p sont calculées par un test de Friedman entre les 3 phases d’occlusions pour les marqueurs per-
occlusions (BSR occ, SEF occ et IA min occ) ; entre la phase de stabilité S et les 3 phases d’occlusion A, B et C
pour les marqueurs globaux, calculés sur les phases entieres (BSR, SEF et IA min) ;

Test de Wilcoxon : x valeurs significatives versus S ; * valeurs significatives versus A ; + valeurs significatives versus
B (p<0.05).

Stabilité Phases d’occlusions
S (n=9) A (n=9) B (n=9) C (n=8) p
A - Per-occlusion
BSR occ (%) - 5.03 (1.34;14.74) 5.07 (1.47;45.27) 18.11 (7.72;25.5) 0.156
SEF occ (Hz) - 7.90 (4.84;10.63) 6.17 (4.56;12.83) 4.44 (3.50;6.60)+ 0.030
IA min occ (uVv) - 3.38 (0.10;5.56) 3.37(1.25;5.3) 0.10 (0.10;2.86) 0.495
B - Phases entiéres
BSR (%) 2,19 (0,34 ; 6,66) 3.58(1.29;7.50) 8.93 (0.87;19.19)x*  6.46 (3.55;13.96)x*  0.029
SEF (Hz) 6,32 (5,59; 12,26) 7.08 (6.05;10.19) 6.00 (4.67;9.57)* 4.72 (4.39;9.61)x*  0.003
IA min (uv) 3,79 (1.45 ; 5.86) 3.73 (1.48;4.85) 2.20(0.10;3.69) 1.01 (0.10;2.92) 0.066

IA min : Index d’Amplitude minimal (uV) ; BSR : Burst Suppression Ratio (%) ; SEF : Spectral Edge Frequency (Hz) : calculés sur

les phases entiéres ou per-occlusion (occ)
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Figure 11.11 — Exemple de courbe de BSR en fonction des phases d’occlusion.

Foetus de brebis 7 de la figure I1.9.

Phase A : occlusions légéres (1’/5’). Phase B : occlusions modérées (1’/3’). Phase C : occlusions sévéres (1'/2’).
O = occlusion de cordon (durée 1 minute).

BSR (%) Phase A

80

60

40

20

0 A & _ -A A a. . . _ A—Ak“AAA— AAAA—AMA-‘ yooy VY'Y An.h“‘
(@] (@] (@] (@] o © (@] (@] o g (@] (@] o r’?)

pH ~ ~ 2

Phase B

80

60

40

20

0 Ada . A A 4 4 ._M AA‘A‘LL—A“AM -ukAAAML...A‘
o (@] (@] (@] o (@] g (@] (@] (@] o (@] (@] < (@] (@] o (@] (@] (@] m

pH ~ ~ ~

Phase C

80

60

40

N A JU A u
O O0OO0OO0OO0O0OO0OO0OO0OO0o gOOOOOOOOOO gOOOOOOOOOO

pH ~ - ,\-

o Phase de récupération

Les données qEEG des foetus anoxiques avaient tendance a se normaliser des H2 apres les
occlusions mais avec des variations importantes selon les tracés (tableau II.5). Lors des
analyses statistiques, seul le BSR diminuait significativement a H2, H6 et H24 par rapport a la
phase C d’occlusions sévéres (p=0.006). Il n’y avait pas de différence significative par rapport
aux données des témoins (tableau 1.2 ci-dessus). La SEF était a nouveau fluctuante dans

certains tracés (exemple de courbe en figure 11.12).
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Apres le sacrifice maternel, le BSR augmentait rapidement et I'amplitude diminuait
progressivement jusqu’a un tracé inactif (figure A.2 en annexe). La SEF évoluait en 2
temps avec une diminution initiale puis une augmentation jusque quasiment 30 Hz. La durée

moyenne d’obtention d’'un BSR > 95% était de 7,2 £ 5,24 [1,2-19,0] minutes.

Tableau I1.5 - Données quantitatives EEG en phase de récupération chez les feetus de la cohorte anoxie.
Valeurs médianes (1-3™¢ quartile)

Les valeurs p sont calculées par un test de Friedman entre la phase C d’occlusions séveres et la récupération a
H2, H6 et H24.

Test de Wilcoxon : * valeurs significatives par rapport a la phase C d’occlusions séveres (p<0.05).

Récupération

H2 (n=9) H6 (n=9) H24 (n=8) p
BSR (%) 2.08 (0;7.83)* 1.44 (0; 9.59)* 1.74 (0 ; 5.07)* 0.006
IA min (uv) 2.98(0.1;6.01) 2.60(0.1;4.88) 3.24(0.1; 4.50) 0.207
SEF (Hz) 8.08 (4.44 ;10.34) 6.51(5.37;9.75) 5.95 (5.08 ; 9.37) 0.815

IA min : Index d’Amplitude minimal (uV) ; BSR : Burst Suppression Ratio (%) ; SEF : Spectral Edge Frequency (Hz)

Figure 11.12 — Exemple de courbe de SEF en phase d’occlusions séveéres puis de récupération
Fcetus de brebis 7 de la figure I1.9.
C = début de la phase d’occlusions sévéeres. R = début de la phase de récupération (jusque H6).
SEF (Hz)
20

15

10
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IV)3. Rapport entre les données qEEG et les données hémodynamiques/biologiques
L'augmentation du BSR per-occlusion était corrélée a la diminution de la fréquence cardiaque
durant les occlusions et les plateaux ainsi qu’a l'augmentation de la pression artérielle
moyenne lors des plateaux (tableau I1.6). La diminution d’amplitude et de SEF per-occlusion
et globale sur les phases entiéres était corrélée a la diminution de la pression artérielle per-
occlusion. Ces corrélations étaient modérées (r<0.7).

La diminution de I'amplitude et de la SEF per-occlusion et globale était corrélée a I'acidose et
a I'augmentation de la PCO2. Seule la diminution de I'amplitude était corrélée a la majoration
du lactate. Le BSR n’était pas corrélé aux marqueurs biologiques et aucun marqueur qEEG

était corrélé a la PO2 (tableau I1.6).

Tableau 1.6 — Corrélation entre les marqueurs qEEG et les marqueurs hémodynamiques et biologiques.
Les résultats présentés : coefficient de corrélation de Spearman (r) puis la valeur p. En gras : valeurs
significatives (p<0,05).

Marqueurs Hémodynamiques Biologiques
FC PAM FC occ PAM occ PCO2 PO2 Lactate
qEEG pH
(bpm) (mmHg) (bpm) (mmHg) (mmHg)  (mmHg)  (mmol/l)
-0.400; 0.411; -0.515; 0.151; -0.202; 0.013; 0.231; 0.253;
BSR occ (%)
0.043 0.037 0.007 0.493 0.323 0.948 0.256 0.213
IA min occ -0.167; 0.034; 0.104; 0.428; 0.480; -0.434; 0.079; -0.416;
(uv) 0.414 0.870 0.613 0.041 0.013 0.027 0.700 0.034
-0.067; -0.042; -0.169; 0.572; 0.461; -0.670; -0.015; -0.316;
SEF occ (Hz)
0.746 0.838 0.408 0.003 0.018 <0.0001 0.943 0.116
-0.202; 0.557; -0.114; 0.130; -0.258; 0.220; -0.008; 0.284;
BSR (%)
0.322 0.003 0.578 0.555 0.203 0.280 0.970 0.159
-0.460; 0.199; 0.087; 0.579; 0.604; -0.398; 0.159; -0.532;
IA min (uV)
0.018 0.329 0.673 0.004 0.001 0.044 0.438 0.005
-0.163; 0.058; -0.078; 0.637; 0.351; -0.629; -0.135; -0.231;
SEF (Hz)
0.428 0.780 0.706 0.001 0.078 0.001 0.511 0.256

FC: fréquence cardiaque ; PAM : pression artérielle moyenne (médiane sur le dernier plateau de chaque phase d’occlusion).
Occ : médiane per-occlusion. BSR : Burst Suppression Ratio (%) ; IA min : Index d’Amplitude minimal (uV) ; SEF : Spectral Edge
Frequency (Hz) : médiane sur la phase entiére ou per-occlusion (occ)
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V. Données qEEG et Iésions anoxo-ischémiques

V)1. Description des lésions anoxo-ischémiques

Seuls les cerveaux des foetus de la cohorte anoxie ont pu étre analysés pour le moment. Les
cerveaux pesaient en moyenne 56,9 * 2,6 [54-62] grammes.

Lors de I'analyse histologique, 7 foetus/9 avaient des lésions neuronales ischémiques. Le
nombre moyen de neurones ischémiés était de 25,1 + 27,2 [0-83] par feetus. Les lésions sont
présentées par région cérébrale dans le tableau I1.7. Six foetus/9 avaient des lésions dans les
noyaux gris centraux. Dans I'hippocampe, toutes les lésions étaient observées dans la

corne d'Amon.

Tableau II.7 — Nombre de neurones ischémiés par région cérébrale chez les foetus de la cohorte anoxie (N=9)

Foetus analysés

Lésions totales

Régions cérébrales 1 2 3 4 5 6 7 8 9 o
par région
Cortex
frontal 12 0 0 0 2 0 0 5 2 21
pariétal 11 0 0 0 4 0 0 0 1 16
temporal 10 0 0 0 8 0 0 7 8 33
occipital 5 0 1 0 4 0 0 2 1 13
entorhinal 15 1 0 0 15 0 0 1 0 32
total cortex 53 1 1 0 33 0 0 15 12 115
Noyaux gris centraux 15 7 1 0 2 0 0 2 12 39
Hippocampe 5 2 0 0 6 0 0 5 2 20
Cervelet
noyau dentelé 3 4 2 0 2 0 0 0 0 11
cortex 3 5 5 0 2 4 0 0 4 23
total cervelet 6 9 7 0 4 4 0 0 4 34
Tronc cérébral 4 10 0 0 4 0 0 0 0 18

Lésions totales par foetus 83 29 9 0 49 4 0 22 30
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V)2. Rapport entre les données qEEG et les Iésions anoxo-ischémiques

Les deux foetus ne présentant aucune lésion cérébrale (brebis 1 et 3 dans la figure 11.9) avaient
les valeurs de BSR per-occlusion les plus élevées en phase C. Leurs valeurs de SEF et
d’amplitude per-occlusion et phases entiéres étaient également plus élevées en phase C.

En phase de stabilité, aucun marqueur qEEG n’était corrélé au nombre de neurones ischémiés
total ou dans les noyaux gris centraux.

Lors des phases d’occlusions, les 3 marqueurs avaient tendance a étre corrélés négativement
au nombre de neurones ischémiés. Seule la SEF per-occlusion en phase B et globale en phase
C étaient corrélées significativement au nombre total de neurones ischémiés, avec une
corrélation forte (r=-0.720 ; p=0.029 et r=-0.874 ; p=0.005, respectivement) (tableau 1.8 et
figure 11.13).

Tableau 1.8 — Corrélation entre les marqueurs qEEG et le nombre de neurones ischémiés total et dans les
noyaux gris centraux lors des différentes phases : stabilité et phases A, B, C d’occlusions.
Les résultats présentés sont le coefficient de corrélation de Spearman (r) puis la valeur p (significatif si < 0,05).

Nombre de neurones ischémiés
Marqueurs qEEG Phases Total NGC

A -0.285;0.458 -0.298;0.436
BSR occ (%) B -0.427;0.252 -0.434;0.243
C -0.491;0.217 -0.537;0.170

A 0.264;0.493 0.338;0.374
IA min occ (uV) B -0.151;0.698 -0.073;0.853

C -0.494;0.213 -0.280;503
A -0.293;0.444 -0.298;0.436
SEF occ (Hz) B -0.720;0.029 -0.655;0.055
C -0.180;0.670 -0.146;0.729

S 0.184;0.635 0.094;0.811

BSR (%) A -0.075;0.847 0.196;0.614
¢ B -0.168;0.666 -0.231;0.550
C -0.275;0.509 -0.488;0.220

S 0.151;0.698 0.222;0.565
A -0.071;0.855 -0.205;0.596
A min (uV) B 10.085;0.828 -0.182;0.640
C -0.574;0.137 -0.455;0.257
S -0.301;0.431 -0.196;0.614
A -0.594;0.092 -0.536;0.137
SEF (Hz) B -0.594;0.092 -0.604;0.085
C -0.874;0.005 -0.683;0.062

BSR : Burst Suppression Ratio (%) ; IA min : Index d’Amplitude minimal (uV) ; SEF : Spectral Edge Frequency (Hz) sur la phase
entiére ; occ : per-occlusion
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Figure 11.13 — Valeurs de la SEF en fonction du nombre total de lésions.

Médiane de la SEF globale sur la phase C entiére en fonction du nombre total de lésions cérébrales de chaque
foetus (corrélation significative p=0.005).
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DISCUSSION

A partir du modele expérimental d’anoxie périnatale chez le foetus de brebis proche terme
mis en place par le laboratoire, nous avons étudié la réponse cérébrale foetale immédiate a
une anoxo-ischémie intermittente, provoquée par des occlusions de cordon répétées de
sévérité croissante, telle que pouvant survenir lors du travail humain.

Apreés avoir élaboré une nouvelle méthode d’acquisition EEG foetale in utero, I’analyse visuelle
et quantitative des tracés a pu mettre en évidence une suppression du signal EEG lors des
occlusions (pic de BSR) et un ralentissement progressif du signal avec la sévérité des phases
d’occlusions (diminution de la SEF), bien que les réponses soient variables entre les feetus. La
discontinuité du signal per-occlusion (augmentation du BSR) était corrélée a la bradycardie
per-occlusion et la majoration de la pression artérielle alors que le ralentissement (diminution
de la SEF) et la diminution de I'amplitude minimale (IA min) étaient corrélées a I’hypotension

artérielle et a I'acidose respiratoire. Seule la SEF mesurée sur la phase d’occlusions séveres

était corrélée a la survenue de lésions cérébrales.

|. Modeéle expérimental

La mise en place d’'une méthode d’acquisition EEG in utero chez les foetus de brebis nous a
permis d’améliorer le modele expérimental du laboratoire en permettant un accés direct a
I'activité cérébrale foetale durant I'anoxie aigué.

La nouvelle technique d’enregistrement que nous avons élaborée (292) semble étre une
bonne alternative a la méthode princeps décrite dans la littérature. Au lieu de placer les
électrodes sur la dure-mere, celles-ci sont fixées au périoste donc au-dessus de I'os cranien,
mais en-dessous du scalp afin de les isoler du liquide amniotique. Le scalp étant trés
vascularisé, nous avons fait particulierement attention a maintenir une bonne hémostase, ce
qui a permis d’éviter la survenue d’hématomes sous-cutanés qui auraient pu atténuer le
signal. Cette technique est moins invasive et moins longue car elle ne nécessite pas la
réalisation de trous de trépans. Dans notre expérience, elle entraine moins de complications
post-opératoires (hématomes extraduraux, pertes fecetales) ce qui permet d’optimiser le

modele et de limiter au maximum le nombre d’animaux utilisés. Elle a également I'avantage
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d’étre plus facile, d’apprentissage rapide et nécessite moins de matériel spécifique. Enfin, elle
permet |'obtention d’un signal EEG plus proche de celui enregistré habituellement chez
I’humain, en comparaison a I'électro-corticogramme (ECOG) supra-dural.

Les électrodes risquaient néanmoins d’étre moins bien sécurisées qu’a travers les trous de
trépans et le signal pouvait étre davantage perturbé par les artefacts de I'environnement.
Cependant, la fixation au périoste s’est avérée efficace, nous n’avons retrouvé aucune
électrode détachée lors des autopsies. De méme, le signal obtenu semblait de bonne qualité
et interprétable. Le tracé d’un foetus décédé nous a permis de vérifier I'absence d’artefacts
d’origine maternelle (notamment cardiaque) sur les tracés foetaux. Les artefacts étaient
intermittents et facilement repérables, avec des ondes lentes et amples principalement liés
aux mouvements du foetus ou de la brebis. Cependant, les artefacts n’étaient pas retirés avant
I’'analyse quantitative et ils pouvaient parfois interférer avec cette derniere.

A notre connaissance, seule I'équipe de Frasch a également mis au point une méthode
d’enregistrement EEG supra-osseux chez le foetus de brebis in utero, a I'aide d’une électrode
a double spirale modifiée, placée directement sur le scalp du foetus lors de la chirurgie (224).
Le signal obtenu était plus atténué et contenait davantage d’artefacts que le signal électro-
cortical supra-dural mais les données quantitatives (amplitude, SEF) obtenues semblaient
comparables a celles des études antérieures. Notre technique parait étre un bon compromis

entre la méthode princeps plus invasive et cette méthode davantage pourvoyeuse d’artefacts.

II. Tracés EEG normaux

Les premiers enregistrements électro-corticaux (ECOG) chez le foetus de brebis in utero ont
été réalisés dans les années 1970 (288-291). IIs ont permis d’étudier la maturation cérébrale
foetale normale durant la gestation de la brebis.

Avant 60-65 jours de gestation, le cerveau du feetus de brebis ne présente pas d’activité
électrique décelable (293). Les structures corticales sont alors immatures et lisses (294). A
partir de 60-65 jours, le cortex devient excitable électriquement et des signes d’activation
post-synaptiques peuvent étre décelés lors des stimulations (277,291). Aprés 65-78 jours,
I'activité est discontinue avec des bouffées de signal alternant avec des périodes inactives

(277,291) et les structures corticales prennent en quelques jours un aspect beaucoup plus
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mature (294). La transition vers une activité continue est ensuite rapportée entre 78 et 110
jours de gestation (291,293). A partir de 110-120 jours, cette activité corticale s’organise en
une activité cyclique. Des patterns d’activité cérébrale peuvent alors étre différenciés,
alternant entre une activité rapide de basse amplitude et une activité lente de plus grande
amplitude, correspondant a [I'apparition des cycles veille-sommeil du foetus
(279,290,291,295). L'activité rapide de basse amplitude est ainsi retrouvée lors de la veille et
du sommeil agité, alors associée a des mouvements oculaires rapides, une diminution de la
fréquence cardiaque et de la pression artérielle, des mouvements respiratoires irréguliers et
une abolition du tonus musculaire. L’activité lente de grande amplitude est retrouvée dans le
sommeil calme, associée a une légére augmentation de la fréquence cardiaque et des
mouvements oculaires lents (290,291,296—299). Avec la maturation gestationnelle,
I'amplitude globale des tracés augmente progressivement et la différence de fréquence des
patterns d’activité cérébrale s’accentue avec |'acquisition progressive des fréquences rapides
dans le sommeil agité (majoration de la SEF) et I'augmentation des fréquences lentes dans le
sommeil calme (279,288,291,295). Vers 130 jours de gestation, le cycle veille-sommeil total
du feetus dure entre 20 et 40 minutes selon les études (295,300). Initialement, la proportion
de sommeil agité est la plus importante (>50% vers 120 jours) puis elle diminue
progressivement jusqu’environ 38% dans les derniers jours de gestation avec une légere
augmentation du sommeil calme (295). Les épisodes de veille sont courts mais de plus en plus

fréquents ( en annexe).

Visuellement, le signal EEG obtenu chez les foetus témoins et en phase de stabilité chez les
foetus de la cohorte anoxie était continu et labile, comme décrit a cet dge gestationnel dans
les études antérieures (277,279,291,297). A noter que seules ces études anciennes présentent
des extraits de signal brut, les études récentes ne présentant que les résultats des analyses
guantitatives. Sur la plupart de nos tracés, il était possible de distinguer les deux types
d’activité de fond rapportées dans ces études comme les patterns EEG des cycles veille-
sommeil, visibles a partir de 120 semaines de gestation (279,290,291,296-298,301). L’activité
rapide de basse amplitude (ARBA) correspondrait ainsi au sommeil agité ou a I'état d’éveil et

I'activité lente de plus grande amplitude (ALHA) au sommeil calme. Pour en étre certains
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néanmoins, il aurait fallu enregistrer en paralléle le tonus musculaire, 'activité respiratoire et
les mouvements oculaires foetaux.

Quantitativement, les données qEEG obtenues en phase de stabilité étaient similaires entre
les cohortes anoxie et témoin. Ces valeurs étaient également comparables aux données
retrouvées dans la littérature au méme age gestationnel (42,223,224,302). Comme attendu,
les valeurs d’amplitude et de SEF étaient légerement plus basses que les valeurs issues des
ECOG dans les études antérieures car le signal était atténué par I’os, mais plus hautes que les
valeurs issues des EEG de Frasch, enregistrés au-dessus du scalp.

La SEF médiane était de 6.3 Hz chez les témoins et en phase de stabilité alors que la SEF
calculée a partir des ECOG en phase de stabilité était en moyenne de 6.7 Hz + 0.6 chez Frasch
(2015), 10-11 Hz chez Bennet (2006), 14 Hz [12-15] chez Pulgar (2007) et 14.4 Hz £ 0.4 chez
Frasch (2011) (42,52,222,224). Par contre, la SEF calculée a partir des EEG intra-utérins de
Frasch (2015) était de 4.4 Hz + 0.3 en stabilité (224). Cependant, les valeurs de ces études sont
trés variables, probablement en raison des petits effectifs étudiés et de la fluctuation des
valeurs de SEF avec les cycles veille sommeil, la SEF étant haute lors du sommeil agité (ARBA)
et basse lors du sommeil lent (ALHA). Ces fluctuations de SEF pouvaient également étre

observées dans nos tracés (figure 11.14).

Figure 11.14 — SEF en phase de stabilité : comparaison avec la littérature.
A - Exemple de courbe de SEF d’un feetus témoin a 129 jours de gestation (brebis a de la figure 11.6).
B — Exemple de courbe de SEF d’un feetus témoin de 130 jours de gestation dans I’étude de Pulgar et al. (303).

Concernant I'amplitude, les études antérieures utilisent plutét des mesures de I'amplitude
moyenne que de I'amplitude minimale alors que cette derniére est moins sensible aux
artefacts en théorie. De méme, nous avons di éliminer notre marqueur d’amplitude maximale
de I'analyse car il était trop sensible aux artéfacts. Néanmoins, lors de la présence d’artefacts
importants, le logiciel ne parvenait pas a calculer I'Index d’Amplitude minimal et rendait une
valeur de 0.1 uV.

Dans I'étude de Frasch (2015), les valeurs moyennes d’amplitude en stabilité étaient de 127 +

14 uV a partir des ECOG et 37 £ 4 pV a partir des EEG.
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Enfin, les études antérieures n’utilisent pas de marqueur mesurant la discontinuité du signal
mais nos valeurs de BSR étaient quasiment nulles chez les témoins et en stabilité,
correspondant au signal continu décrit visuellement. Un seul tracé de la cohorte anoxie avait
un BSR médian haut (26%) dés la phase de stabilité mais les valeurs de BSR étaient trés
variables sur les 30 minutes analysées (entre 7 et 88%) et les valeurs d’amplitude étaient
normales. Visuellement, ce tracé était effectivement un peu discontinu dés la phase de

stabilité alors que le foetus ne présentait aucune lésion a I'analyse anatomopathologique.

Ill. Réponse foetale a I'anoxo-ischémie

[11)1. Données hémodynamiques et biologiques

Comme attendu dans ce modele (42,121,257), les occlusions de cordon entrainaient
I'apparition d’'une acidose progressive, a la fois respiratoire et métabolique, se majorant avec
la sévérité des phases jusqu’a une acidose sévere (pH 6.98) avec une hypercapnie (64.9
mmHg) et une hyperlactatémie (15.9 mmol/I). La PaO2 ne différait pas entre les 3 phases, ce

qui indique que I'oxygénation foetale revenait a la norme a la levée de I'occlusion.

L’évolution des marqueurs hémodynamiques reflétait les mécanismes cardio-vasculaires
d’adaptation a I’hypoxie aigué précédemment décrits chez le foetus de brebis. Des la phase
légére, les occlusions étaient toutes associées a une bradycardie concomitante et la pression
artérielle moyenne entre les occlusions (plateaux) augmentait en phase B et C par rapport a
la phase de stabilité. En effet, I’hypoxie stimule les chémorécepteurs carotidiens et aortiques
entrainant une vasoconstriction périphérique, médiée notamment par la libération de
catécholamines, et une majoration de la pression artérielle, qui va stimuler le baroréflexe

induisant un ralentissement de la fréquence cardiaque via la réponse parasympathique
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(18,42,304,305). Ceci va permettre la redistribution du flux sanguin aux organes centraux et

le maintien de la perfusion cérébrale.

Secondairement, une hypotension artérielle survenait durant les occlusions séveres,
indiquant alors la défaillance des mécanismes adaptatifs cardio-vasculaires avec une
altération de la fonction cardiaque secondaire a I’'hypoxie tissulaire, a I’acidose, a I’épuisement
du glycogéne myocardique et aux lésions des cardiomyocytes ainsi qu’a la perte de la
vasoconstriction périphérique initiale (36,37,39—42). Yumoto et al. montrent ainsi une
diminution de la contractilité myocardique dés que le pH diminue en-dessous de 7.20 (40).

L'analyse de ces données hémodynamiques a été approfondie dans le travail de these du Dr

Louise Ghesquiére.

[11)2. Données EEG

Phases d’occlusions

De facon générale, les occlusions de cordon entrainaient une diminution voire une
suppression rapide du signal EEG de fagcon concomitante, identifiable visuellement et
guantitativement sur la plupart des tracés. Par rapport aux témoins, le BSR per-occlusion était
significativement plus haut dés la phase A, reflétant la suppression de l'activité cérébrale
durant l'occlusion. Les valeurs de BSR n’étaient pas tres élevées mais elles étaient
probablement diminuées par les artefacts intermittents pouvant survenir durant les
occlusions. De plus, nous avions paramétré le seuil de discontinuité du BSR a 10 uV mais un
seuil supérieur aurait peut-étre été plus discriminant. La SEF ne différait des témoins qu’en
phase sévére (diminution). La différence d’amplitude n’était pas significative mais des ondes
de grande amplitude survenaient généralement en début d’occlusion suivies rapidement
d’une baisse d’amplitude. La médiane de I'amplitude minimale durant I’occlusion n’était donc
pas un bon marqueur de réponse immédiate a I’anoxie. De plus, seule la derniére occlusion
de chaque phase était analysée quantitativement et il n’y avait que 3 mesures de chaque
marqueur par occlusion de 1 minute, ce qui pouvait entrainer un manque de précision.
Concernant I'évolution selon la sévérité des occlusions : plus les occlusions étaient

rapprochées (séveres), plus elles avaient tendance a modifier le signal EEG. Ainsi, lors des
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occlusions séveres, on retrouvait un pic de BSR, une diminution de la SEF et un effondrement
de I'index d’amplitude (sauf 3 tracés). Il n’y avait généralement pas d’artefacts ou trés peu en
phase sévere, la médiane de I'l[A min a 0.1 pV en phase C n’était donc pas due a la présence
d’artefacts mais bien a la diminution de I'amplitude. Seule la diminution de la SEF en phase C
était significative mais les analyses étaient réalisées sur un petit effectif de feetus (n=9) et
I’évolution des données qEEG était variable selon les foetus. En effet, certains foetus
présentaient des modifications EEG deés les occlusions légeres alors que d’autres ne

répondaient qu’a partir des occlusions séveres.

Par ailleurs, une altération globale des tracés EEG pouvait étre observée visuellement suivant
la sévérité des phases d’occlusion, avec une diminution d’amplitude et un ralentissement
progressifs du signal, qui ne se normalisait plus entre les occlusions sévéres dans certains
tracés.

L’analyse de la SEF globale sur les phases entiéres montrait ainsi une diminution significative
et donc un ralentissement du signal dés la phase B et surtout en phase C par rapport la phase
de stabilité et la phase A alors qu’il n’y avait pas de différence de SEF entre les différentes
phases chez les témoins. L'amplitude globale avait également tendance a diminuer, surtout
en phase C, mais la différence n’était pas significative du fait d’une variabilité importante entre
les tracés et probablement de la survenue intermittente d’artefacts. Enfin, I'augmentation
globale du BSR dés la phase B était probablement liée a la suppression du signal per-occlusion,
celles-ci étant plus rapprochées, car visuellement le signal ne paraissait pas discontinu entre

les occlusions.

Au total, on retrouvait donc principalement :

- une suppression du signal EEG per-occlusion reflétant une diminution rapide de I'activité
cérébrale lors de I'anoxo-ischémie aigué, avec des pics de BSR deés les occlusions légeres pour
certains foetus, se majorant nettement lors des occlusions séveres.

- une diminution d’amplitude et un ralentissement global progressifs du signal, surtout en

phase d’occlusions séveéres.
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Ainsi, le BSR semblait étre un bon marqueur de la réponse cérébrale directe a I'occlusion de
cordon, alors que I'index d’amplitude minimal et surtout la SEF reflétaient mieux I'altération

globale du signal survenant lors de la répétition de ces occlusions de plus en plus rapprochées.

Dans la littérature, des résultats comparables ont été retrouvés a partir des ECOG enregistrés
lors de protocoles expérimentaux d’anoxo-ischémie chez des foetus de brebis. Cependant, ces
études antérieures utilisent des protocoles différents et des foetus d’dge gestationnels
variables.

Lors des protocoles d’anoxo-ischémie prolongée (occlusion carotidienne bilatérale ou
occlusion cordonale complete de plus de 5 minutes), une suppression du signal est retrouvée
immédiatement ou a partir d’'un délai de 30 a 90 secondes selon les études (26,306,307), avec
une diminution de I'amplitude moyenne, de la SEF et de la puissance totale des tracés
(58,122,307-311). Par exemple dans I'étude de Pulgar (2007) chez des foetus de 120 jours de
gestation, la SEF diminuait de 13.6+1.6 Hz en moyenne a 10.6+0.8 Hz lors d’occlusions
cordonales totales de 5 minutes (222).

Les études utilisant des protocoles d’occlusions cordonales courtes et répétées comparables
au notre montrent également un aplatissement du signal et une diminution de la SEF de fagon
concomitante aux occlusions et dépendant de leur sévérité (42,224,226,227). La discontinuité
du signal n’avait par contre pas encore été étudiée. Dans I'étude de Frasch (2011), avec le
méme protocole que le nétre chez des foetus de terme identique, I'amplitude moyenne des
ECOG passait de 88 + 13 uV en stabilité a 90 + 27 uV per-occlusions légeres, 81 + 21 pV per-
occlusions modérées et 60 £ 12V per- occlusions séveres. De méme, la SEF diminuait de 14,4
+ 0.4 Hz en stabilité a 14.1 + 2.1 Hz per-occlusions légeres, 11.2 + 0.9 Hz per-occlusions
modérées et 9.9 + 1.1 per-occlusions sévéres. Seules les valeurs per-occlusions sévéres étaient
significativement plus basses que les valeurs de stabilité. La récupération était rapide entre
les occlusions (42).

A la fin des occlusions séveres, I'équipe de Frasch rapporte un pattern de synchronisation EEG-
ECG avec une diminution d’amplitude et un pic de SEF concomitant a la bradycardie et corrélé
a la survenue d’une hypotension artérielle, environ 1 heure avant I'apparition d’'une acidose
sévere (42,224,227). Les auteurs suggérent que ce pattern pourrait étre lié a une

augmentation relative des fréquences rapides par la prédominance de [l'activité des
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interneurones inhibiteurs GABA capables d’oscillations haute fréquence, mais ne présentent
pas de tracé brut pour vérifier leur hypothese (42). A notre avis, le pic de SEF autour de 25 Hz
pourrait étre directement lié a la suppression du signal, en raison du mode de calcul de la SEF
lorsque le tracé est inactif, tel que décrit dans la premiére partie clinique de ce travail.
Néanmoins, nous n’avons pas retrouvé de pic de SEF concomitant aux occlusions séveres lors
de I'analyse quantitative de nos tracés.

Une diminution progressive de la SEF est également retrouvée entre les occlusions de sévérité
croissante dans des études utilisant des protocoles d’occlusions répétées (42,121,224).
Concernant I'amplitude, les résultats sont controversés : I’étude de De Haan et al. montre une
diminution progressive de I'amplitude du tracé lors des occlusions (1'/2.5’ chez des foetus de
126 jours de gestation) alors que I’équipe de Frasch ne retrouve pas de modification voire une
augmentation de I'amplitude globale avec la sévérité des phases d’occlusions. Ce dernier
résultat pourrait étre lié a une perturbation des cycles veille-sommeil du foetus. En effet,
certaines études suggerent que les occlusions répétées pourraient entrainer une

augmentation de I'activité lente de grande amplitude (42,223,306).

Récupération

Seul le BSR diminuait a nouveau de facon significative en phase de récupération car la
discontinuité du signal détectée en phase C était probablement liée aux discontinuités per-
occlusions. L'amplitude et la SEF avaient tendance a ré-augmenter mais la différence n’était
pas significative et il n’y avait pas non plus de différence avec les témoins. En effet, I’évolution
des tracés en phase de récupération variait : certains tracés semblaient se normaliser
rapidement apres la fin des occlusions avec un enrichissement du signal et la reprise d’une
labilité alors que d’autres restaient anormaux plus longtemps. De plus, des épisodes d’ondes
lentes rythmiques survenaient dans certains tracés, pouvant correspondre a des crises, ce qui
était susceptible de modifier les valeurs quantitatives des marqueurs étudiés (notamment la

SEF).

Les études antérieures montrent généralement une normalisation rapide de I'amplitude et de
la SEF apres les phases d’occlusions courtes répétées (42,121,224). Dans I'étude de Kaneko et

al. qui réalisent 4 occlusions de 4’/90’ chez des foetus proches du terme, le premier stade cycle
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veille-sommeil est identifiable environ 37 minutes aprés la fin de la derniere occlusion (26).
De Haan et al. montrent néanmoins que la durée de normalisation de I'EEG en phase de
récupération est associée a la sévérité des lésions cérébrales : les foetus présentant peu de
neurones ischémiés récupéraient des cycles veille-sommeil en 225 + 102 min alors que ceux
présentant des infarcts séveres récupéraient en 738 + 625 min aprés des occlusions courtes
répétées (121).

Aprés une hypoxie prolongée (occlusions longues), la durée avant la normalisation des
marqueurs qEEG dépend de la longueur de l'occlusion. Dans I'étude de Keogh et al., la
puissance totale se normalise a H5, la SEF a H26 et la continuité du signal a H13 apres une
occlusion cordonale de 15 minutes alors qu’une activité lente anormale persiste apres une
occlusion de 25 minutes avec I'apparition de crises a partir de H6 (57). La persistance d’une
activité anormale prolongée (>H6) en phase de récupération semble associée aux lésions
cérébrales (57,69,122,149).

Certaines études rapportent également des crises en phase de récupération mais seulement
en cas d’occlusions prolongées ou chez des foetus préalablement exposés a une hypoxie
chronique (46,57,58,226,311). Ces crises sont décrites généralement a partir de H6-8
(46,57,58). Cependant, De Haan et al. décrivent des éléments paroxystiques dés la phase
d’occlusions et au début de la phase de récupération, associées a la sévérité des lésions (121).
De méme, Abbasi et al. décrivent des éléments paroxystiques (pointes, ondes aigues) pendant
la phase initiale de récupération (HO-H6) aprés une occlusion de 25 minutes, prédictifs de la

survie neuronale (312).

Nb : Sacrifice

Nous avons rapporté une modification rapide des tracés aprés l'injection intraveineuse
maternelle de T61® avec une diminution progressive du signal et obtention d’un tracé inactif
(BSR > 95%) au bout de 7 minutes en moyenne mais avec des variations interindividuelles
importantes (1 a 20 minutes). A noter que la SEF évoluait en deux temps avec une diminution
initiale correspondant au ralentissement du tracé puis une augmentation jusque quasiment
30 Hz correspondant a la suppression du signal comme décrit dans la premiére partie clinique

de ce travail. A notre connaissance, il n’existe pas d’analyses similaires dans la littérature.
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IV. Lésions anoxo-ischémiques cérébrales

La plupart des feetus de la cohorte anoxie avaient des |ésions cérébrales mais il y avait une
grande variabilité dans le nombre de neurones ischémiés et leur localisation
anatomopathologique. Les lésions corticales étaient prédominantes. Deux foetus n’avaient
aucune lésion, un feetus n"avait que des Iésions cérébelleuses et un autre uniquement des
|ésions sus-tentorielles. Les cing autres avaient tous des |ésions dans le cortex, les noyaux gris

centraux et le cervelet.

Le rapport des |ésions avec les paramétres biologiques et hémodynamiques a été analysé dans
le travail de thése du Dr Louise Ghesquiere. Le nombre total de Iésions était corrélé
significativement a la fréquence cardiaque per-occlusion en phase B (p=0.008), a
I’hypotension artérielle per-occlusion en phase C (p=0.007) mais n’était pas corrélé aux

modifications gazométriques.

Les foetus avec le moins de Iésions cérébrales semblaient avoir une plus grande suppression
du signal EEG per-occlusion. En effet, le nombre de neurones ischémiés avait tendance a étre
inversement corrélé a 'augmentation du BSR, bien que cette corrélation soit non significative
et les deux feetus ne présentant aucune lésion avaient un BSR per-occlusion sévere un peu
plus élevé que les autres (26% et 32%).

Au contraire, I'altération globale du signal (ralentissement et diminution d’amplitude)
semblait plus importante chez les foetus plus sévérement atteints : le nombre de neurones
ischémiés avait tendance a étre corrélé a une diminution de la SEF et de I'amplitude,
significative pour la SEF en phase sévere. Les foetus ayant plus de 20 neurones ischémiés
avaient tous une SEF trés basse (< 5 Hz) en phase C, alors que les deux foetus sans lésion
avaient des valeurs de SEF plus élevées (> 10 Hz).

Malheureusement ces analyses n’ont pas pu étre confirmées par une comparaison avec les

cerveaux témoins, leur analyse anatomopathologique sera prévue cette année.

Les études antérieures chez le foetus de brebis proche terme rapportent des lésions
prédominant dans le cortex parasagittal et le cervelet suite a des occlusions de cordon

prolongées comme suite a des occlusions courtes répétées, alors que les noyaux gris centraux
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et I'hippocampe semblent mieux préservés (46,58,121,310,313). De plus, ces études montrent
qgue la présence de lésions est associée a la survenue d’une hypotension artérielle durant
I’'anoxie, davantage qu’a la sévérité de I'hypoxie (121,313).

En effet, ces régions cérébrales sont situées dans des zones jonctionnelles entre les principales
artéres cérébrales, ou la pression de perfusion est plus faible, et sont donc particulierement
sensibles a I’hypoperfusion cérébrale.

Ces études ont montré que la perte neuronale était associée a la diminution de I'amplitude et
de la SEF en phase aigué d’anoxie, lors d’une occlusion prolongée (122,149,150,313) comme
lors d’occlusions intermittentes répétées (121). Le rapport entre les modifications du signal
per-occlusion courte (1 minute) et la présence de Iésions cérébrales n’avaient par contre pas

encore été étudié a notre connaissance.

V. Hypotheéses physiopathologiques

L’augmentation du BSR per-occlusion, survenant deés les occlusions légéeres, était corrélée a la
bradycardie per-occlusion et a la majoration de la tension artérielle globale chez les foetus de
la cohorte anoxie. De plus, comme nous I'avons vu, cette discontinuité per-occlusion semblait
plus marquée et plus précoce chez les foetus avec le moins de Iésions. La suppression du signal
EEG per-occlusion semble ainsi refléter un mécanisme adaptatif actif rapide de
neuroprotection, en paralléle de I'adaptation cardio-vasculaire, et participant au maintien des
besoins énergétiques cérébraux. En effet, les études expérimentales animales ont pu montrer
que lors de l'anoxie aigué, la transmission synaptique était rapidement inhibée par
I'intermédiaire de neuromodulateurs inhibiteurs (28—-31,33). Comme nous |'avons vu, cette
« extinction » de I'activité cérébrale permet de diminuer I'énergie consommée par le
transport ionique potassium-sodium qui accompagne la génération des potentiels
synaptiques, et donc le métabolisme cérébral (28-31,33), bien que les mécanismes précis de
ces phénomenes restent a élucider. En paralléle, la réponse d’autorégulation cérébrale a
I’hypoxie aigué dépend des mécanismes d’adaptation cardio-vasculaires, qui permettent une
redistribution centrale du flux sanguin grace a la vasoconstriction périphérique et
I’hypertension artérielle, et donc le maintien de la perfusion cérébrale dans un premier temps.

Par contre, lorsque I'occlusion se prolonge (> 5 minutes), la suppression du signal EEG semble
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étre associée a la perte neuronale dans les études précédentes et serait alors un marqueur de
sévérité. En effet, I'inhibition de I'activité cérébrale lors de I'occlusion permet de protéger le
cerveau de llischémie mais lorsque la perfusion cérébrale diminue en-dessous d’un seuil
critique, ce mécanisme neuroprotecteur ne suffit plus et des Iésions anoxo-ischémiques

aigués se constituent.

Par ailleurs, I’altération globale du signal (diminution d’amplitude et ralentissement) en phase
d’occlusions séveres était corrélée a I'acidose, a I'hypotension artérielle et semblait plus
marquée chez les foetus avec un nombre élevé de neurones ischémiés. Cette altération du
signal semble donc associée a la défaillance des mécanismes d’adaptation cardio-vasculaire.
Comme nous |'avons vu, cette défaillance survient lors de I'acidose sévére, entrainant une
hypoperfusion cérébrale. Lors d’occlusions de 4 minutes répétées toutes les 90 minutes chez
des feetus de brebis, Kaneko et al. montrent ainsi une majoration du flux sanguin cérébral et
de la pression de perfusion durant les premiéres occlusions, plus importante en sous-cortical
et dans le tronc cérébral que dans le cortex, alors que la pression augmente plus faiblement
voire diminue en fin d’occlusion lorsque les occlusions sont répétées (26).

L'altération globale du signal pourrait étre ainsi le reflet d’'une réponse adaptative cérébrale
plus marquée du fait de I’hypoperfusion cérébrale et persistant entre les occlusions, voire le
reflet de la dépolarisation cérébrale anoxique. Il s’agirait alors de I'apparition d’'une souffrance
cérébrale suite a I'atteinte du seuil ischémique en-dessous duquel les mécanismes d’auto-
régulation cérébrale ne suffisent plus, I’hypoperfusion cérébrale étant alors responsable de la
constitution de lésions. Lotgering et al. montrent ainsi une perte de I'auto-régulation
cérébrale a partir de 4 minutes d’occlusion cordonale totale chez des feetus proches du terme,
en rapport avec I'hypotension artérielle (45) et nous pouvons supposer que le méme
phénoméne se produit lorsque des occlusions courtes sont trés rapprochées, comme dans la
phase sévere de notre protocole. Ainsi, De Haan et al. rapportent en paralléle de la diminution
d’amplitude du signal, une augmentation de I'impédance corticale traduisant I'apparition d’'un
cedeme cytotoxique dés le début de leur protocole d’occlusions courtes répétées et persistant
au début de la phase de récupération (121).

Par ailleurs, la diminution globale de I'amplitude et de la SEF étaient également corrélées a

I’acidose, principalement respiratoire. L’association directe entre la suppression du signal EEG
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foetal et I'acidose sévere avait déja été rapportée précédemment chez le foetus (314) et
I’altération du signal EEG décrite pourrait étre directement liée a un effet délétere de I'acidose
sur le cerveau. Au contraire, des études récentes ont montré que I'hypercapnie diminuait

I’excitabilité neuronale avec un effet neuroprotecteur (315-317).

Au-dela de la sévérité du mécanisme d’anoxo-ischémie, la constitution de lésions cérébrales
anoxo-ischémiques semble donc dépendre de la réponse adaptative du foetus et de ses
capacités a maintenir les besoins énergétiques cérébraux en phase aigué. En effet, nous avons
pu relever une certaine variabilité de réponse cérébrale aux occlusions selon les feetus,
également rapportées dans des études précédentes (42,121,318).

Ainsi, lors d’occlusions carotidiennes prolongées (30 minutes) dans I'étude de Fraser et al.,
certains foetus ne présentaient qu’une diminution légere de I'amplitude et de la SEF sur les
ECOG alors que d’autres présentaient une suppression profonde du signal durant I'occlusion
(122).

Cette variabilité de réponse selon les foetus semble surtout liée a une variabilité dans les
capacités foetales d’adaptation cardio-vasculaire, avec des phénotypes individuels de réponse
cardio-vasculaire aux occlusions intermittentes répétées (42,121,318).

Par exemple, I'hypoxémie chronique préalable semble particulierement délétére sur
I'adaptation a I'anoxo-ischémie aigué lors d’une occlusion prolongée, celle-ci entrainant alors
une acidose plus rapide et profonde, une chute de la tension artérielle plus précoce, une
suppression plus importante de I'activité EEG, une baisse du flux carotidien et de la délivrance
cérébrale en oxygene, une majoration plus importante de I'impédance corticale et une plus
grande perte neuronale chez le foetus de brebis (222,303). Lors d’occlusions intermittentes
répétées, Frasch et al. rapportent également une suppression du signal EEG per-occlusion plus
précoce chez des foetus de brebis sains que chez des feetus préalablement exposés a une
hypoxémie légere chronique mais le rapport avec les |ésions cérébrales n’y est pas étudié (42).
De méme, dans I'étude de Wassink et al., le signal EEG ne se normalise pas entre des
occlusions de cordon de 1 minute répétées toutes les 6 minutes chez des foetus de 125 jours

de gestation exposés a une hypoxémie préalable, contrairement aux feetus sains (226).
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Bien que les opérations des feetus de la cohorte anoxie se soient toutes bien passées, il faudra
vérifier par I'analyse anatomopathologique des foetus témoins que la chirurgie n’est pas a
I'origine d’une hypoxémie préalable chez certains foetus, ce qui pourrait expliquer en partie la
variabilité des réponses cérébrales.

Le « réservoir » des capacités d’adaptation de chaque foetus ne dépend donc pas seulement
de la cause et du mécanisme de |'anoxie aigué mais également de nombreux facteurs comme
la maturation feetale, le poids du feetus, la présence d’une grossesse multiple, I’exposition a
une hypoxémie chronique préalable, la réserve aérobie ou encore la température maternelle

(figure 11.15) (2).

Figure 11.15 — Adaptation fcetale a I’hypoxie périnatale

Primary defenses Secondary defenses

« Increase blood flow and oxygen extraction to « Redistribute combined ventricular output
maintain near normal function to central organs

+ Hemoconcentrate — « Reduce brain activity

« Shift oxygen dissociation curve further to « Anaerobic cardiac metabolism to maintain
the left CVO during severe hypoxia

+ Change in EEG state to reduce brain
metabolism I

Failing defenses
« Depletion of cardiac glycogen plus
reduced peripheral vasoconstriction
leading to hypotension
« Reduced organ blood flow (ischemia)
» Depolarization of neurons begins

THE SLIPPERY SLOPE

Fetal Condition (well-being and reserve)
vs. Severity of Insult

Figure 13.10 The slippery slope. A conceptual outline of fetal adaptations to episodes of asphyxia. The impact of asphyxia on the fetus
depends greatly on the quality of fetal adaptation, which certainly depends partly on the severity of the insult and how long it has continued
but also where the fetus starts on the slope, that is, Its preexisting reserves, With a sufficiently severe insult, for example, very frequent, more
prolonged contractions, even a very healthy fetus will ultimately become profoundly acidotic and develop intermittent hypotension, but only
after a prolonged period where cerebral and cardiac perfusions are maintained. In contrast, a chronically hypoxic fetus or one that has had
recent exposure to hypoxia and so has depleted its cardiac glycogen may develop hypotension from very shortly after the start of the insult

Figure extraite du livre Stevenson et al. « Fetal and Neonatal Brain Injury.” Cambridge University Press 2017 (2)
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Au final, le challenge n’est pas seulement de reconnaitre les foetus exposés a une hypoxie
aigué lors de I'accouchement mais surtout de détecter ceux dont les capacités d’adaptation
deviennent insuffisantes et dans cet objectif, 'EEG foetal semble donc particulierement
informatif, permettant un monitoring continu de I'activité cérébrale fcetale.

Nos marqueurs qEEG, en particulier la SEF, pourraient ainsi étre utilisés comme des marqueurs
prédictifs d’ischémie cérébrale lors de la défaillance des mécanismes adaptatifs, et donc du
risque de développement d’une encéphalopathie anoxo-ischémique.

Cependant, ces premiers résultats devront étre confirmés par d’autres études. En effet, du
fait de l'utilisation de modeéles animaux et pour des raisons éthiques, les analyses statistiques
n‘ont pu étre réalisées que sur des effectifs limités, bien que comparables aux effectifs
retrouvés dans la littérature. En outre, les données qEEG per-anoxiques ont pu étre
comparées avec celles d’'une cohorte de témoins mais I’analyse anatomopathologique
cérébrale de ces derniers reste a réaliser afin d’étayer nos hypothéses.

Si la valeur prédictive de nos marqueurs gEEG se confirme, ils pourront servir dans le futur a
I’élaboration d’un outil permettant de monitorer directement la fonction cérébrale durant
I’'accouchement humain, afin de détecter en temps réel le risque d’EAI. Ceci permettrait de
prévenir au plus tét la constitution des lésions anoxo-ischémiques selon un seuil
interventionnel a définir. Pour cela, des techniques d’enregistrement EEG foetal utilisables

chez I'humain devront étre développées.

VI. Perspectives

Actuellement, il n’existe pas encore de systéme d’enregistrement EEG foetal utilisable en
routine lors de I'accouchement chez I’humain. Cependant, des tentatives prometteuses ont
été réalisées depuis de nombreuses années, récemment résumées dans la revue de Castel et
al (319). Ainsi, en 1955, Bernstine et al. parviennent en premier a enregistrer du signal EEG
chez le foetus humain, a I'aide d’électrodes mises en place sur 'abdomen de la maman et le
scalp du foetus (320). En 1969, Rosen et Scibetta utilisent des électrodes ventouses placées
sur le cuir chevelu du foetus par voie transvaginale aprés rupture de la poche des eaux (321).
Depuis, d’autres équipes ont réussi a enregistrer I'activité cérébrale foetale grace a des

électrodes posées sur le scalp et a analyser quantitativement le signal lors de contractions
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utérines, de I'anesthésie péridurale ou de I'administration de médicaments (225,314,322
328). Rosen et al. retrouvent ainsi une diminution du signal EEG fecetal lors de bradycardies
foetales causées par les contractions utérines tardives (rapprochées) avec un ralentissement
de I'activité jusqu’a un signal inactif puis une récupération rapide (329). De méme, Djelmis et
al. retrouvent une diminution d’amplitude et un ralentissement du tracé lors d’une hypoxie
foetale avec acidose, plus précoce chez les nouveau-nés ayant un examen neurologique
pathologique a la naissance (330). Bien que ces études montrent que |'enregistrement d’un
tracé EEG est possible chez le foetus en per-partum, elles n’ont été réalisées que sur des petits
effectifs de patients et les techniques d’enregistrement proposées ne fournissent pas un signal
de qualité en raison du petit nombre d’électrodes utilisable, de I'atténuation du signal par le
scalp mouillé du feetus et de la présence de nombreux artefacts. De plus, celles-ci utilisent des
techniques anciennes d’enregistrement et d’analyse quantitative EEG, leurs résultats seraient
a confirmer avec nos techniques récentes.

D’autres équipes se sont davantage concentrées sur des techniques d’enregistrement de
magnétoencéphalographie in utero. Cette technique, décrite pour la premiére fois par Blum
et al. (331), a été ensuite perfectionnée par I'équipe d’Eswaran et al. (332). Elle a également

permis a ces équipes d’étudier la maturation cérébrale foetale humaine (333,334).

Enfin, comme pour la partie clinique, nos marqueurs qEEG pourront étre associés a des
marqueurs de variabilité de la fréquence cardiaque afin d’améliorer la détection prénatale
des foetus a risque d’EAI. En particulier, le Fetal Stress Index (FSI), un algorithme d’analyse de
la variabilité de la fréquence cardiaque développé au CHRU de Lille, est associé a I'acidose
foetale dans des modeles expérimentaux d’anoxie provoquée chez le foetus de brebis (286)
ainsi qu’aux lésions du tronc cérébral (thése du Dr Louise Ghesquiére, en cours de
publication). Des variations plus importantes du FSI chez les foetus humains présentant une
acidose ont également été montrées a partir de 552 enregistrements cardiotocographiques

dans une étude préliminaire rétrospective réalisée récemment par notre équipe (335,336).
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CONCLUSION

Cette partie expérimentale nous a donc permis a la fois de valider une nouvelle technique
d’acquisition EEG en intra-utérin chez le foetus de brebis et d’apporter des informations
visuelles et quantifiées sur la réponse cérébrale immédiate du foetus a I'anoxo-ischémie
intermittente.

Cette nouvelle technique d’enregistrement EEG a I'aide d’électrodes supra-osseuses semble
étre une bonne alternative a la technique princeps décrite dans la littérature : plus simple,
moins invasive, elle permet d’obtenir des résultats a priori comparables.

La suppression du signal per-occlusion correspondrait a un mécanisme rapide d’adaptation
cérébrale a visée neuroprotectrice et I'altération progressive du signal (diminution
d’amplitude et ralentissement) lors des occlusions rapprochées refléterait plutot le
retentissement neurologique de I’hypoperfusion cérébrale liée a la défaillance des
mécanismes d’adaptation cardio-vasculaires avec la survenue d’une hypotension artérielle.
Nos marqueurs qEEG, en particulier la SEF, pourraient étre utilisés pour prédire en temps réel
la défaillance des mécanismes adaptatifs du foetus a I'anoxo-ischémie et donc le risque d’EAI.
Cependant, ces résultats préliminaires doivent étre confirmés par d’autres études et une
technique d’enregistrement EEG en per-partum chez le foetus humain reste a développer
avant de pouvoir imaginer un outil de monitorage de la fonction cérébrale foetale utilisable en

pratique.
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ANNEXE Il

A.1 - Tracés EEG des foetus de brebis exclus.

A - Feetus décédé en début de protocole expérimental : extrait du tracé enregistré lors de I'asystolie du feetus.
A noter I'absence d’artefact d’origine maternelle sur ce tracé.
B - Feetus présentant des lésions cérébrales séveres antérieures au protocole : tracé d’état de mal permanent.
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A.2 - Evolution des marqueurs apres le sacrifice.

Courbe de la moyenne de chaque marqueur chez les foetus sacrifiés de la cohorte anoxie (n=8) a partir du
sacrifice maternel (a t0).
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IA min : Index d’Amplitude minimal (uV) ; BSR : Burst Suppression Ratio (%) ; SEF : Spectral Edge Frequency (Hz)
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A.3 - Fréquence, SEF, amplitude et durée/distribution des patterns EEG décrits dans les cycles veille-sommeil
chez le foetus de brebis proche terme dans 10 études.

Les marqueurs sont décrits par les valeurs minimales-maximales ou la moyenne.
ARBA : activité rapide de basse amplitude ; ALHA : activité lente de haute amplitude ; SA : sommeil agité ; EV :
état de veille ; SC : sommeil calme

Age Fréquence (F) . Durée (min) /
Etud Patt EEG Amplit \Y,
uae gestationnel attern ou SEF (Hz) mplitude (V) distribution (%)
o o _£QO,
Dawes 1972 128-150 jours ARBA F:10-20 Hz <25 pv 54-69%
(290) ALHA F:3-12 Hz 40-100 pVv 31-46%
F max : 20-25 Périodes de 4-20min
Jost 1972 ARBA
- i Hz -30%
(296) 135-148 jours
ALHA F:3-5Hz
Périodes de 15.9 min
Ruckebusch ARBA (SA) F:17-20 Hz - 39.7% (38-40%)
1972 120-150 jours ARBA (EV) F:12-17 Hz - 6.4%
(291) — .
Périodes de 21.5 min
ALHA (SC) F:8-10 Hz - 53.9% (51.54%)
Périodes de 10-20
N L7 ARBA F:15-23 Hz 15-40 pv min - 50%
ann )
135-150 jours .
(297) ) Périodes de 10-20
ALHA F:1-3Hz 200 pVv min - 50%
20-50 pV
ARBA (SA) F:17-25Hz | (parfois 50-100 | 1.01a1.17 x ALHA
uv)
5-20 périodes de 2-15
Ruckebusch )
1977 130-150 jours ARBA (EV) F:17-25Hz >SA min / 24h
(300) 5-12%
Périodes de 15-20
. | ~
ALHA (SC) F:3-5Hz 100200y | ™M/ cycles de 30
40 min
40%
ARBA (SA) . . 41.4%
loffe 1980 Périodes < 2 min
125-148 j BA (E - -
(298) 5-148 jours ARBA (EV) 5 6%
ALHA (SC) . . 53%
Clewlow 1983 ARBA F:17-35Hz - -
120-150 j
(279) jours ALHA F:3-10 Hz - -
- 11 mi
Szeto et ARBA (SA) - - Pe”Ode; :; min
. . (o]
Hinman 1985 130-145 jours ARBA (EV) : : 24 min
(299) .
ALHA (SC) - - 8 min
- 18 mi
Richardson ARBA - <50 uv Perlode;:; 8 min
1985 130-143 jours ” m‘;n
(337) ALHA - 50-200 pVv 44%
Szeto 1990 125 iours ARBA SEF : 13-23 Hz - -
(338) J ALHA SEF : 3-9 Hz - -
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. +
ARBA SEF:10.9+0.3 ] ]
Lee 2009 125 + 2 jours Hz
+ T
(223) ALHA SEF:7.6+0.2 ] ]
Hz
ARBA (SA) ) <50 uv Penode;zd; 15 min
(o]
Ra(c;0210)09 125-137 jours ARBA (EV) ; - 13%
Périodes de 11 min
ALHA (SC) ; 50-100 pV oo
Keen 2011 . ARBA SEF:15+ 1 Hz 5745 pV ;
121-12
(302) 6 jours ALHA SEF:12+1Hz | 102+13 pV ;
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CONCLUSION GENERALE

L'analyse quantitative des EEG néonataux post-anoxiques, a l'aide de marqueurs qEEG
pertinents cliniquement et disponibles dans un logiciel utilisé en routine, nous a permis de
décrire quantitativement la sévérité de ces tracés selon la classification francaise et de
développer un modele de classification automatique des EEG efficace dés la phase de latence
post-anoxique (avant H6) pour discriminer les nouveau-nés nécessitant un traitement par
hypothermie thérapeutique. Ce modele peut également étre utilisé plus tardivement lors de
la phase secondaire (aprés H6) chez les enfants mis en hypothermie pour évaluer
automatiquement I’évolution des tracés et donc le pronostic a plus long terme.

Ce modele pourra servir a I'implémentation d’un outil d’évaluation automatique de la sévérité
de I'EAIl précoce a partir des EEG néonataux, utilisable au lit du malade pour aider les médecins
dans les décisions thérapeutiques des premiers jours de vie apres une anoxie périnatale, et

notamment pour l'indication d’hypothermie thérapeutique avant H6.

L'utilisation de ces mémes marqueurs gEEG nous a également permis d’étudier la réponse
cérébrale foetale in utero a I'anoxie aigué afin de déterminer des marqueurs prénataux
prédictifs des Iésions anoxo-ischémiques cérébrales qui pourront étre utilisés dans le futur
pour le développement de nouveaux moyens de détection précoce et de prévention de I'EAI

néonatale.
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INTRODUCTION

With reported incidences of 3-5 per 1000 term live births, perinatal asphyxia remains a common cause
of neonatal death and long-term disabilities [27,47]. Mild therapeutic hypothermia (TH) is now the
standard of care for full-term neonates with moderate to severe encephalopathy [5, 37]. Whole body
cooling to a temperature between 32-34°C for 72 hours has been shown to improve survival and
neurodevelopmental outcome, especially when started within 6 hours after delivery [4,22,41]. Hence,
early detection of moderate or severe neonatal hypoxic-ischemic encephalopathy (HIE) is essential for
TH initiation.

The degree of cerebral injury after perinatal hypoxia is commonly evaluated by clinical
assessment, using scores such as the Sarnat score, which includes EEG in its original description [38].
Numerous studies have demonstrated that conventional EEG (cEEG) provides an early and reliable
evaluation of cerebral injury, including in newborns undergoing hypothermia [18,31,33,34]. Visual
analysis of EEG background activity remains the gold standard method for grading HIE and several
classification systems are proposed [48]. The French EEG classification (Table A.1), adapted from
Scavone and Pezzani [33,39], considers four severity grades (normal, mild, moderate and severe
abnormalities) that correlate with long-term prognosis [24,25,26].

However, visual analysis can sometimes be discordant between interpreters, is time-
consuming and requires a qualified neurophysiologist available around the clock, which may be
challenging in some neonatal intensive care units (NICU). Simplified EEG analysis tools such as
amplitude-integrated EEG (aEEG) are commonly used. Nevertheless, visual interpretation of aEEG is
also a highly skilled task and remains user-dependant [42]. Some studies have proposed algorithms for
the automatic classification of HIE severity, based on the combination of different EEG quantitative
features [2,13,29,45,46] but the clinical implementation of these methods is still difficult since they
require specific software platforms to compute these features. Thus, there is a lack of a simple and
reliable EEG tool capable of reproducing the HIE visual classification and usable as a diagnostic support
in clinical practice.

The aim of this study was to identify quantitative EEG parameters that are relevant in
reproducing the French visual EEG classification in early neonatal EEGs.

METHODS

Database

Inclusion
EEGs recorded between 2013 and 2017 during the first six hours of life after perinatal asphyxia in
newborns admitted to our neonatal intensive care unit (NICU) were retrospectively analysed.
Inclusion criteria were as follows: gestational age = 36 weeks; birth weight > 1800 g; post-natal age
< H6; clinical suspicion of HIE with at least one of the following criteria: pH < 7 or base deficit 2
16 mmol/L or lactate = 11 mmol/L before 1 hour of life (measured in umbilical cord, capillary, venous
or arterial blood); or Apgar score < 5 at 10 minutes of life, or ventilatory support (intubation or mask
ventilation) needed at birth and continued at 10 min of life. If another cause of metabolic acidosis or
encephalopathy was suspected, such as congenital heart disease or inborn errors of metabolism, the
EEG was excluded, as were unreadable EEG traces. One EEG per infant was retained for analysis. The
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clinical status at the time of EEG was noted, including body temperature, use of sedative, analgesic or
anticonvulsant drugs, intubation and mechanical ventilation.

EEGs that met these criteria (n=143) were visually classified into three groups according to their
HIE severity grade (normal or mildly abnormal, moderate and severe EEGs), as explained below. The
first 30 consecutive EEGs were retained in each group in order to obtain three groups of equal size (Fig
1), i.e., 90 EEGs.

Clinical follow-up was systematically proposed, and clinical data were collected from medical
visits reports. Neurological assessment was graded at one and three years of age using a score adapted
from the International Classification of Functioning, Disability and Health (ICF) classification (Table A.2).
For the analyses, children were separated into two groups of good and poor outcomes, the latter being
defined as significant sequelae (score > 3) at age three years, or death.

Fig. 1: Flow chart of the neonatal EEGs included in the study

Neonatal EEGs
< H6 after perinatal asphyxia
2013 - 2017

n=156

Inclusion criteria

Excluded
- Other aetiology (n=8) n=13
i - Unanalysable record (n=5)

- Group 1 (n=62)
n=143 - Group 2 (n=30)
- Group 3 (n=51)

i N
chronological order

n=90

Ethics

The study was declared to the National Commission of Information Technology and Liberties
(agreement reference: DEC-20 138). The parents were informed by a written document of the
anonymized use of data and non-opposition consent was obtained.

EEG recordings

EEGs were recorded using the Micromed EEG System® (Micromed, Macon, France). They were started
as soon as possible after birth on the basis of a 24/7 availability. Eight scalp electrodes (F4, C4, T4, 02,
F3, C3, T3, 01), one ground electrode and one reference electrode were positioned according to the
international 10:20 electrode placement system, modified for neonates. After scalp cleaning, Nicolet®
cup electrodes (Natus, Paris, France) were fixed using adhesive paste and secured by a net. The
electrode impedance was maintained below 5 kOhm. The EEG signal was digitised at a sampling rate
of 256 Hz. They were stored on a computer hard drive and read on the System Plus Evolution Software®
(Micromed). ECGs were concomitantly recorded and stored on the same disk.
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Visual EEG classification

EEGs were classified on the basis of the initial neurophysiological report confirmed by independent
analysis by the authors (LL, MDL) blinded to clinical data. Inter-observer agreement between the initial
report and the second neurophysiological analysis was high (kappa = 0.9 [0.83—-0.97]). In case of
disagreement, a third neurophysiologist (LC) read the EEG blinded to clinical data and to the previous
interpretations and assessed the final EEG grade.

The visual analysis was conducted on a bipolar display montage, with 0.53—70 Hz digital filters,
an amplitude of 100 uV/cm and a display of 30 mm/sec. HIE severity was assessed using the French
classification in grade from 0 to 3 (Table A.1). Grades 0 and 1 were both included in group 1 (normal
or mildly abnormal EEGs). Groups 2 and 3 corresponded respectively to moderate (grade 2) and severe
(grade 3) EEGs (Fig. 2). Spikes and seizures (defined as a sudden, repetitive, stereotyped discharge
lasting at least 10 seconds [10]) were noted. For each EEG, artefact periods were marked and a set of
“artefact-free” EEGs was constituted by removing these periods from the trace.

Fig. 2. Examples of EEG traces with different HIE severity grades according to visual analysis
1 — Mild abnormalities: grade 1; 2B — Moderate abnormalities: grade 2 (discontinuous type B); 3P —Severe
abnormalities: grade 3 (paroxysmal tracing); 3N — Severe abnormalities: grade 3 (inactive tracing)

Lo sy 2B
A N e S e
- - pr e N et g AP AN NPt s i P g
100w | DR B N IR s v e |
1sec 1 sec
3P T
100-uv I_ 100 pv I_

1sec 1sec

Quantitative EEG analysis

Six EEG features proposed in the program “EEG Analyser” (Micromed) and reflecting the amplitude,
continuity and frequency content of the signal, were used for quantitative analysis:

- Minimal and Maximal Amplitude Index (MinAl, MaxAl) represent the minimal and maximal peak of
amplitude during a time interval (uV). The amplitude was measured using CFM after filtering the signal
at 2-20 Hz.

- Absolute Total Power (ATP) was calculated using a Fourier transform as the total spectral power over
the range 0.5-19.5 Hz (uV?3).
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- Spectral Edge Frequency (SEF) was defined as the frequency (Hz) below which 95% of the power in
EEG exists [20].
- Relative Low Frequency Power (RLFP) was the ratio of the spectral power in low frequencies (0.5—
5 Hz) on the absolute total power (%).
- Burst Suppression Ratio (BSR) was measured as the ratio of the Interburst Interval (IBl)’s length (in
seconds) on the total length of the analysed interval (%). IBls were detected for an amplitude of less
than 5 puV during more than 500 ms.

These six features were measured on C3-C4 derivation every two seconds over the entire tracing.
Mean, median, minimal and maximal values and variation coefficient were considered for each feature
over the analysed period (i.e., 30 quantitative parameters in total).

Data analysis

Data descriptive analysis

Demographic, clinical and EEG characteristics were described by the mean and standard deviation or
the median and interquartile range for quantitative variables, and by frequency and percentage for
gualitative variables. Differences between the 3 groups were analysed by a Kruskal-Wallis test for
guantitative variables and chi-squared for qualitative variables.

EEG parameters selection
Logistic regression analyses, adjusted for the significant covariates from the previous analyses, were
first run as a parameter-selection strategy. A second selection round for the parameters with
significant results from the regression analyses was applied by taking into account the performance of
EEG classification (global performance and specifically for the critical grade 2) and importance of each
parameter, tested using a random forest classifier with calculation of the precision decay when the
variable is removed from the model.

Lastly and in order to consider the influence of artefacts, the same analyses were repeated in the
second set of “artefact-free” EEGs after manual removal of artefact periods. Only parameters with
robust performances on artefact and artefact-free traces were retained.

Post-hoc analysis
Differences between the three groups for each selected EEG parameter were then verified by post-
hoc analysis. Kruskal-Wallis test followed by pairwise comparisons using Dunn tests were used.

The quantitative data were also analysed in relation to clinical outcome (good or poor) at three
years of age. The performance of each parameter in predicting the clinical outcome was determined
using ROC (receiver operating characteristic) curve analysis.

All the analyses were run using XIStat add-on for Microsoft Excel (AddInSoft, Paris, France).
The significance level was set at p-value < 0.05. Corrections for multiple comparisons were done using
Bonferroni correction.
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RESULTS

Characteristics of the population

The demographic and perinatal characteristics of the 90 infants were not different (including for
laboratory results), except for the Apgar score at 10 minutes, which was lower in group 3 (Table 1a).

EEGs were recorded soon after birth (3.6 = 1.2 hours of life) for a mean duration of 50 minutes
(50.8 min + 19.2 [22-175]). Recording conditions differed for group 3 (most severe EEGs) with 90% of
patient intubated and 86% in passive hypothermia at the time of EEG. There was no difference in the
presence of sedative, anticonvulsant or analgesic drugs between the 3 groups (Table 1b).

Thirteen neonates died during the neonatal period. Among the 77 surviving infants, 71 (92%) were
followed up at one year and 69 (90%) at three years. All the children in group 1 had a normal outcome
at one and three years of age. Four infants in group 2 (15% of the available data) had a poor outcome
at three years of age (death: n=2, major sequelae: n=2), as well as 14 (54%) infants in group 3 (death:
n=11, major sequelae: n=3) (Table 1c).

Table 1a: Demographic and perinatal characteristics of the population.

N=90 Group 1 Group 2 Group 3 p-
(n=30) (n=30) (n=30) value

Gender (M/F) 62/28 22/8 20/10 20/10 -
Gestational age at birth (weeks) 39.4+15 39.60+1.63 39.27+1.30 39.31+1.43 0.42
mean * sd
Birth weight (g) mean * sd 3161 +629 3259+ 539 2977 £ 739 3239+ 577 0.15
Progress of pregnancy: N(%)
Normal 53 (58.9%) 21 (70%) 13 (43.3%) 19 (63.3%) -
Maternal complication? 22 (24.4%) 6 (20%) 10 (33.3%) 6 (20%)
Fetal complication? 15(16.7%) 3 (10%) 7 (23.3%) 5(16.7%)
Delivery: N(%)
Emergency caesarean section 48 (53.3%) 19 (63.3%) 17 (56.7%) 12 (40%) -
Physiological vaginal delivery 24 (26.7%) 4 (13.3%) 7 (23.3%) 13 (43.3%)
Instrumental delivery 17 (18.9%) 7 (23.3%) 5(16.7%) 5(16.7%)
Scheduled caesarean section 1(1.1%) 0 1(3.3%) 0
Perinatal asphyxia criteria (mean #sd)
pH before H1 6.95+0.2 6.93+0.10 6.98+0.24 6.94 +£0.18 0.78
Lactate before H1 (mmol/L) 12.6+4.0 125+4.1 12.1+4.2 13.3+3.9 0.41
Apgar score at 10 min 55+5.0 57+3.0 6.312.4 3.9+26 0.004
Ventilatory support at 10 min 68 (76.7%) 17 (56.7%) 24 (80%) 28 (93.3%) -
Sarnat score: N(%)
1 21(23.3%) 16 (53.3%) 4 (13.3%) 1(3.3%) -
2 52 (57.8%) 14 (46.7%) 21 (70%) 17 (56.7%)
3 17 (18.9%) O 5 (16.7%) 12 (40%)

1 Maternal complication: e.q., diabetes during pregnancy, maternal pathology, treatment, toxic substances, etc.

2 Fetal complication: e.g., multiple pregnancies, intrauterine growth restriction, ultrasound abnormality, etc.
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Recording conditions: N(%) N=90 Group 1 (n=30) Group 2 (n=30) Group 3 (n=30) p-value
Sedation or analgesia3 34 (37.8%) 6 (20%) 12 (40%) 16 (53.3%) 0.12
Intubation/ventilation 62 (68.9%) 13 (43.3%) 22 (73.3%) 27 (90%) -
Hypothermia (T°<34°C) 47 (52.2%) 6 (20%) 15 (50%) 26 (86.7%) -

Body temperature (°C) 342+1.7 353+1.4 342+1.6 33.1+1.4 <0.001
Temporal data (mean # sd)

Post-natal delay (hours) 36+1.2 31+1.2 38+1.1 3.8+1.3 0.056
EEG duration (minutes) 50.8+19.2 57.8+10.4 489+ 14.0 45.6 £27.3 <0.001

Seizures/paroxysmal discharges: N(%)

None 78 (86.7%) 30 (100%) 26 (86.7%) 22 (73.3%)

< 5 per hour 8 (8.9%) 0 4 (13.3%) 4 (13.3%) -

> 5 per hour 4 (4.4%) 0 0 4 (13.3%)

Detailed EEG visual grades* GradeO0/1 Grade 2a/2b Grade 3p/3n
11/19 18/12 17/13

3 presence of sedative, anticonvulsant or analgesic drugs: phenobarbital, clonazepam, morphine or sufentanyl.

4Grade 0 (normal); Grade 1 (mild abnormalities); Grade 2a: discontinuous trace type A; Grade 2b: discontinuous

trace type B; Grade 3p: paroxysmal trace; Grade 3n: inactive trace (table A.1).

Table 1c: Clinical outcome of the children at 1 and 3 years of age.

Neonatal death

N=90

Group 1 (n=30)

Group 2 (n=30)

Group 3 (n=30)

13(14.4%) O 2 (6.7%) 11 (36.7%)
One year
Good outcome 68 (75.6%) 30 (100%) 24 (80%) 14 (46.7%)
Poor outcome 3(3.3%) 0 0 3 (10%)
Missing data 6 (6.7%) 0 4 (13.3%) 2 (6.7%)
Three years
Good outcome 64 (71.1%) 30 (100%) 22 (73.3%) 12 (40%)
Poor outcome 5 (5.6%) 0 2 (6.7%) 3 (10%)
Missing data 8 (8.9%) 0 4 (13.3%) 4 (13.3%)

EEG parameters selection

Logistic regression analysis was adjusted for body temperature at the time of EEG recording, as this

covariate was significantly associated with EEG groups (Table 1a). Of the 30 quantitative parameters

tested, 18 were significantly different between the 3 groups (pcorrected = 0.0016). Comparison between

raw EEGs and “artefact-free” EEGs removed 7 parameters that appeared to be highly sensitive to

artefacts. Among the 11 remaining parameters, four were retained that performed best in logistic

regression and in the random forest model: the mean value of the Minimal Amplitude Index (MinAl

[mean]), the minimal values of the Maximal Amplitude Index (MaxAl [min]) and of the Absolute Total

Power (ATP [min]), the maximal value of the Burst Suppression Ratio (BSR [max]). Two variables were

added to the selection because of their low correlation with the others: the variation coefficient of the

Relative Low Frequency Power (RLFP [var]) and the maximal value of the Spectral Edge Frequency (SEF
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[max]). A total of six parameters were finally selected. For each parameter, the overall EEG
classification performance (61-70%), the classification performance of EEG grades 2 (43-50%) in logistic
regression analysis and precision decay when removed from the random forest model (1.4-9.1) are
presented in Table 2.

Table 2: Selection of six EEG quantitative parameters considering their performance in logistic regression analysis
(p-values and EEG classification performances) and their importance in the random forest model (precision decay
when the variable is removed from the model).

L. Overall EEG Grades 2 EEG .
Quantitative . . Precision
p-value classification classification
parameters decay
performance performance
MinAl [mean] <0.0001 70% 50% 7.8
MaxAl [min] <0.0001 66% 47% 9.1
ATP [min] 0.0011 62% 47% 6.2
RLFP [var] <0.0001 61% 43% 3.4
SEF [max] 0.0003 61% 43% 14
BSR [max] <0.0001 69% 47% 5.1

MinAl [mean]: mean value of the Minimal Amplitude Index; MaxAl [min]: minimal value of the Maximal Amplitude Index; ATP [min]: minimal
value of the Absolute Total Power; RLFP [var]: variation coefficient of the Relative Low Frequency Power; SEF [max]: maximal value of the
Spectral Ede Frequency; BSR [max]: maximal value of the Burst Suppression Ratio

Post-hoc analysis

In relation to HIE severity groups

The values of the six selected parameters are presented by group in the Table 3. The six parameters
differed significantly between group 3 and groups 1 and 2 EEGs (p<0.001). The mean value of the
Minimal Amplitude Index and the maximal value of the Burst Suppression Ratio were different
between the three groups (p<0.01) (Fig.3).

Table 3: Values of the six EEG parameters in the three HIE severity groups.

EEG parameters Group 1 Group 2 Group 3

[mean + sd (min-max)]

Mean value of MinAl (uV) 4.6+1.3(2.8-8.0) 3.0+1.6(1.2-7.5) 1.5+0.7 (0.6-3.3)

Minimal value of MaxAl (uV) 28.7 +8.1 (13.7- 26.5+14.5(5.6-63.8) 6.9+4.5(2.4-24.5)
45.4)

Minimal value of ATP (uV?) 50.5 +36.9 (9.9- 36.7+42.4 (1.5- 2.7+4.1(0.2-22.0)
176.1) 209.1)

Variation coefficient of RLFP 6.1+2.4(2.0-12.2) 6.5+3.4(1.4-17.9) 13.2+7.5(5.1-42.2)
(%)

Maximal value of SEF (Hz) 20.7 £ 5.8 (10.2— 21.1+5.6(7.1-29.4)  25.9+2.1(22.1-29.7)
27.7)
Maximal value of BSR (%) 7.8+7.7(0.0-28.0)  36.7+32.9(0.0-96.7) 86.2 +20.8 (25.6-100.0)

MinAl: Minimal Amplitude Index; MaxAl: Maximal Amplitude Index; ATP: Absolute Total Power; RLFP: Relative Low Frequency
Power; SEF: Spectral Ede Frequency; BSR: Burst Suppression Ratio
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Fig. 3. Distribution of the six selected EEG parameters in relation to the three HIE severity groups.
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When EEGs were analyzed regarding the clinical outcome, independently from initial EEG group, it was

observed that EEGs of children with a good outcome at three years of age were characterized by high
amplitude and absolute total power values (MinAl, MaxAl, ATP). These children also had low BSR, RLFP
and SEF values (Table 4). The areas under the ROC curves (AUC), reflecting the performance of each

parameter in predicting clinical outcome, were all above 75% (Fig. 4).

Table 4: Values of the six EEG parameters in relation to the outcome at three years of age.

EEG parameters

[mean * sd (min-max)]

Good outcome

Poor outcome

Mean value of MinAl (uV)

3.5+1.7 (0.6-8.0)

1.6+0.6 (0.7-2.9)

Minimal value of MaxAl (uV)

24.1+12.7 (2.4-56.6)

11.6 £ 14.4 (2.5-63.8)

Minimal value of ATP (uV?)

36.1+35.3(0.2-176.1)

16.3 £48.5(0.3-209.1)

Variation coefficient of RLFP (%)

7.1+3.6(2.0-17.9)

13.1+£9.1(1.4-44.2)

Maximal value of SEF (Hz)

21.6+5.2 (10.2-29.4)

25.1+4.9(7.1-29.7)

Maximal value of BSR (%)

31.4 +36.2 (0.0-100.0)

76.0 +29.5 (0.0-100.0)

MinAl: Minimal Amplitude Index; MaxAl: Maximal Amplitude Index; ATP: Absolute Total Power; RLFP: Relative Low Frequency
Power; SEF: Spectral Ede Frequency; BSR: Burst Suppression Ratio

213



Fig. 4. ROC curves of the six selected EEG parameters for outcome prediction at age three.
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DISCUSSION

This study provides quantitative data that is complementary to visual analysis in early
neonatal EEGs. Using logistic regression and a random forest classifier, we selected six EEG
parameters as the best reflectors of the French EEG classification for HIE; Minimal Amplitude Index
(MinAl [mean]), Maximal Amplitude Index (MaxAl [min]) Absolute Total Power (ATP [min]), Burst
Suppression Ratio (BSR [max]), Relative Low Frequency Power (RLFP [var]) and Spectral Edge
Frequency (SEF [max]). These EEG parameters reflect EEG background characteristics known to be
well associated with the severity of neonatal HIE: signal continuity, amplitude and frequency content
[6,7,9,30,31,44].

The amplitude parameters (MinAl and MaxAl) decreased with cerebral injury severity. The
mean value of Minimal Al decreased significantly from 5 uV, to 3 uV and 1.5 pV in group 1, 2 and 3,
respectively. The lowest value of Maximal Al was not significantly different between group 1 (29 uVv)
and 2 (26.5 pV) but decreased significantly in group 3 EEGs (7 uV). These results are consistent with
the values found in previous studies [11,23,42,43] and in particular in aEEG classifications of HIE
severity proposed by al Nageeb in 1999 and Hellstrom-Westas in 2006 [19,32] (Table A.3).
Experimental studies have shown that severe cerebral anoxia was associated with an initial
suppression of the EEG amplitude during the primary phase of energy failure and during the latent
phase despite normalisation of energy mechanism [3,17,21].

Burst Suppression Ratio (BSR) increased with HIE severity grades (8%, 37% and 86% in groups
1, 2 and 3, respectively). As in previous studies, the results show that IBI length was directly associated
with long term prognosis [30]. Different methods have already been proposed for IBI detection
[12,14,16]. The BSR appears to be a simple and reliable measure of discontinuity in this study. Similarly,
the variation coefficient of the Relative Low Frequency Power (RLFP) appears to be a marker of

214



PUBLICATIONS

discontinuity, sensitive to the alternation between burst and IBl. However, this parameter was
discriminative only for very discontinuous tracings (group 3).

Regarding frequency content, Absolute Total Power (ATP) tended to decrease with HIE severity
(50 uv?, 37 uV? and 3 uVv2in group 1, 2 and 3 respectively) but differed significantly only between group
1-2 and group 3. Between group 1 and 2 the decreasing reflected the slowing of the signal [7,49]. In
group 3, the very low value corresponded to signal suppression in inactive tracings. We observed quite
a similar pattern with SEF. SEF did not differ between group 1 and 2 but was high in very discontinuous
traces: 26 Hz maximum in group 3. SEF is generally used to measure the depth of anaesthesia in adults
and decrease from 16 to 12 Hz during effective anaesthesia [40]. It has been studied by Inder et al. in
preterm born infants: SEF increased with gestational age (from 5 to 12 Hz between 30 and 40 SA), and
a low value at term age was associated with white matter lesions and poor prognosis [8,20]. However,
to date, no study had shown significant differences in SEF values between EEG HIE grades [13,23,49].
We interpret our results as an indirect reflection of discontinuity: to reach 95% of the signal, the
algorithm needed to include nearly all the frequencies contained in the tracing, which explains this
high value in group 3.

The six EEG quantitative parameters easily classified group 3 EEGs. Severe EEGs were
characterized by high Burst Suppression Ratio (86% maximum), low amplitude (1.5 pV minimum),
low total power (2.7 uV2 minimum) and high SEF values (26 Hz maximum). Minimal Amplitude Index
and Burst Suppression Ratio by themselves discriminated between the three EEG groups. This
confirms the importance of these two features as markers of anoxia and the results of previous
studies [6,23,30].

As visual discrimination between EEG grades 1 and 2 is the most difficult and represents a
major therapeutic impact (indication for TH), the selection of our EEG parameters was particularly
optimized for EEG grade 2 classification accuracy. BSR and Minimal Amplitude Index were significantly
different between groups 1 and 2, Minimal Amplitude Index being the most accurate. When the group
2 EEGs (moderate abnormalities) misclassified by MinAl were checked, we observed that these were
either discontinuous type A traces or slow EEG, with one hyperactive rapid trace (Fig. 5-A). All of these
children had normal neurological status at age 3 years. It is important to note that in group 2, the
French classification is based also on patterns less amenable to quantitative analysis (hyperactive rapid
traces for example). We also wish to emphasize that our quantitative analysis was performed over the
entire EEG trace and did not measure the temporal organization and lability of the EEG, which are
major criteria in visual interpretation.

In a second step we analysed the prognostic value of quantitative parameters themselves,
independently from EEG visual classification. We were able to confirm that high amplitude values and
low discontinuity values in early neonatal EEGs were associated with a favourable clinical outcome at
3 years of age.

We also want to highlight that we did not observe any significant difference in birth condition
and neonatal laboratory results between our three groups of increasing HIE severity, even though
these parameters are still considered as hallmarks of HIE in routine care. Lactate and pH values were
very close in our 3 groups. Previous studies have shown limitations of these biomarkers for brain
damage detection and have searched for more sensitive biological parameters is an active field
[1,15,36]. This is the first study to demonstrate the absence of relationship between pH, lactate and
EEG grades. This again highlights the relevance of EEG as an early marker of anoxic brain injury and its
central role in NICUs, ideally embedded in a Neonatal Neurocritical Care Program [35].
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Our study was conducted in conditions as close as possible to daily practice. We used
commercially available embedded tools and analyzed the entire EEG trace, using the raw signal.
Results were adjusted for newborn body temperature at the time of EEG recording, as this parameter
was significantly associated with HIE severity groups. As a consequence, we expect that these
guantitative EEG values, especially for amplitude and discontinuity, can be used as references to
facilitate visual classification.

This study has some limitations. Some unreadable EEGs were removed from analysis. We did
not specifically deal with traces showing seizures, which could lead to underestimation of discontinuity
or low amplitude signal (Fig. 5-B). However, seizures were not frequent in our tracings, as expected in
early EEGs recorded here at H4 of life on average [28]. As well, the presence of artefacts could disrupt
the quantitative analysis and we tried to minimize their impact by selecting the least sensitive EEG
parameters.

In most studies including consecutive EEG recordings, the most severe ones are
underrepresented, as this situation is less frequent. To achieve valid statistical analysis, we decided to
constitute three groups of equal size.

Using these quantitative EEG parameters individually remains limited for intermediate EEG
grading. A combining approach with a multiparametric algorithm may contribute to improve the EEG
classification performances. Such an algorithm could be easily implemented in an EEG machine for
early HIE automatic classification at the bedside in NICU, helping to determine the indication for TH
when the neurophysiologist is not available to interpret the EEG within 6 hours after perinatal
asphyxia. In this case, optimisation of grade 2 classification remains necessary.

Fig. 5. Examples of misclassified EEGs

A - Visual classification: grade 2 (slow EEG) / MinAl classification: grade 1 (normal amplitude)

B - Visual classification: grade 3 (paroxysmal tracing) / MinAl classification: grade 2 (falsely higher amplitude
due to a permanent artefact on C4-02).
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CONCLUSION

Our study proposes six relevant quantitative EEG parameters as early markers of neonatal HIE severity,
selected for their capacity to replicate neonatal HIE visual classification. These parameters also
demonstrated their prognostic value for clinical outcome independently from visual EEG grading
mainly by detecting traces that were very severely abnormal. Their usefulness on an individual basis
remains limited for intermediate traces. Thus, they should be considered as complementary to visual
analysis. We plan to combine them in a multiparametric algorithm to improve their performance.

Declarations of interest: none. This research did not receive any specific grant from funding agencies
in the public, commercial, or not-for-profit sectors.
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Table A.1: French classification of HIE cEEG grades after perinatal asphyxia [26].

HIE grade

EEG

Description

0

Normal for gestational age

Mild abnormalities

Moderate abnormalities

Severe abnormalities

“Activité moyenne” (continuous background pattern) or
“tracé alternant” (during quiet sleep) with physiological
figures (“encoches frontales”, “dysrythmie lente antérieure”),
temporo-spatial organisation with sleep-wake cycling (SWC)
and reactivity.

Frequent spikes or mild amplitude depression (30-50 uV) or
transitory discontinuity with conserved organisation, SWC and
reactivity.

Discontinuous trace type A: burst (physiological amplitude
and morphology) for 10-30 sec, IBI (< 10 pV) for < 10 sec, with
conserved spatial organisation, lability and reactivity but no
identifiable SWC.

Discontinuous trace type B: burst (30-50 uV) for 10-30 sec,
IBI (<10 V) for <10sec, no physiological element or
organisation, lack of lability.

Hyperactive rapid trace: continuous background activity with
physiological features intermingled with abundant ample and
diffuse waves of 4-12 Hz. Lack of lability and reactivity, no
SWC.

Slow EEG: continuous background activity with diffuse delta
waves of 0.5-1.5Hz in wakefulness and sleep, amplitude
< 50 pV. Lack of lability and reactivity, no SWC.

Paroxysmal trace: burst (spikes with theta and delta waves)
for 1-10 sec, IBI (< 5 uV) for 10-60 sec without physiological
figures. No temporo-spatial organisation, no lability, no SWC.

Low voltage plus theta trace: bursts of theta frequencies (5—
15 pV) of varying length, background activity with very low
amplitude of <15 uV, without physiological activity. No
temporo-spatial organisation, no lability, no SWC.

Inactive trace: very depressed continuous background activity
with amplitude of <5 uV or IBI (< 5 V) for > 60 sec, without
physiological activity. No temporo-spatial organisation, no
lability, no SWC.

CEEG: conventional EEG; IBI: interburst interval; SWC: sleep-wake cycles
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Table A.2: ICF score — This clinical score (0—4) is adapted from the International Classification of Functioning,
Disability and Health (World Health Organization Geneva, 2002) by Jill C. Heathcock, physiotherapist.

1 point is assigned for each category of impairment across the ICF.

Scoring Category of impairment Example

1 point Body structure or function impairment* Axial hypotonia or hypertonia,
paresis, spasticity, ataxia,
sensory loss, etc.

1 point Activity limitation At 1 year: lack of head control,
sitting posture not acquired
At 2 years: inability to walk,
no language

1 point Participation restriction Impact on family life

*If several body structures or functions are impaired, the sum of impairment is listed in the “amount” category.
If the amount is 2 4, 1 point is added to the final score.

Table A.3

a) Al Nageeb classification of aEEG background activity [32].

1. Normal amplitude, the upper margin of band of aEEG activity >10 uV and the lower
margin >5 pVv
2. Moderately abnormal amplitude, the upper margin of band of aEEG activity >10 pV

and the lower margin <5 pVv

3. Suppressed amplitude, the upper margin of the band of aEEG activity <10 mV and
lower margin <5 mV, usually accompanied by bursts of high-voltage activity (“burst
suppression”).

b) Hellstrom-Westas suggested classification of aEEG background patterns [19], describing the dominant type
of electrocortical activity in the aEEG trace.

Continuous (C) Continuous activity with lower (minimum) amplitude around (5 to) 7 to 10 uVv
and maximum amplitude of 10 to 25 (to 50) puVv

Discontinuous Discontinuous background with minimum amplitude variable, but below 5

(DC) KV, and maximum amplitude above 10 uv

Burst- Discontinuous background with minimum amplitude without variability at 0

Suppression to 1 (2) uV and bursts with amplitude >25 uV.

(BSA) BS+ denotes burst density >100 bursts/h, and BS- means burst density <100
bursts/h.

Low-Voltage (LV)  Continuous background pattern of very low voltage (around
or below 5 pV).

Inactive, flat (FT)  Primarily inactive (isoelectric trace) background below 5 uV.
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Abstract

Background: Sheep models are commonly used to study fetal cortical activity, including response to
hypoxia. The standard technique consists of recording electrocorticogram (ECOG) in utero using
electrodes placed on the dura mater.

New Method: We propose a new method for recording the electroencephalogram (EEG) of fetal
sheep, using electrodes placed above the skull bone and fixed to the cranial periosteum.

Results: Twelve animals were instrumented with this new technique. The EEG signal recorded in
utero was of sufficient quality for visual and quantitative analysis of the fetal cortical activity.

Comparison with Existing Method: This new method is less invasive than the standard method
commonly used to record cerebral activity in fetal sheep, because it avoids drilling the skull by hand.
The EEG signal recorded in utero had visual and quantitative characteristics comparable to ECOG.

Conclusions: We present a new method of EEG recording that appears to be an acceptable
alternative to the standard ECOG recording method. Fetal sheep EEG can be used to better
understand the physiological mechanisms involved in the cerebral response to hypoxia.

Key words: EEG technique; fetal sheep; perinatal hypoxia

Abbreviations

CFM Cerebral Function Monitor
ECG Electrocardiogram

ECOG Electrocorticogram

EEG Electroencephalogram

FSI Fetal Stress Index

HIE Hypoxic-ischemic encephalopathy
HRV Heart Rate Variability

Max Amp Maximal Amplitude Index
Min Amp Minimal Amplitude Index
95% SEF Spectral Edge Frequency 95%
uco Umbilical Cord Occlusion
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1. Introduction:

First recordings of in utero fetal sheep cortical activity were reported in the early 1970s (288—
291). Brain maturation in the fetal sheep is faster than fetal human brain but follows the same model
with comparable patterns of electrocortical activity (277-279,281). Access to cerebral activity in
utero is of particular interest for studying the normal evolution of fetal electrocortical activity during
gestation or the response to events such as perinatal anoxia. Since then, the standard technique is
the recording of an electrocorticogram (ECOG) using electrodes placed directly on the dura mater of
the fetal sheep (224,339,340): after a laparotomy with exposure of the fetal head, a midline scalp
incision is made, the periosteum is removed from the calvarium and stainless steel electrodes screws
are inserted through burr-holes into the bone, their ends rested on the dura mater. A mold is formed
from dental acrylic cement over the electrodes providing both mechanical stability and insulation
from the scalp and the amniotic fluid. However, this technique requires drilling the skull by hand for
electrode placement, which is quite invasive and can, in our experience, result in complications such
as extradural hematomas and even fetal loss.

We propose herewith a new technique of in utero electroencephalogram (EEG) recording using
electrodes fixed above the cranial bone, which avoids drilling burr-holes.

2. Methods:

2.1. Ethics

The anesthesia, surgery and experimental protocols followed the recommendations of the National
Institutes of Health guide for the care and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023,
revised 1978) and the ARRIVE guidelines. The study was approved by the local Animal
Experimentation Ethics Committee (Approval No. 2016121312148878).

2.2.Surgical procedure

Pregnant ewes (breed ‘lle de France’, coming from Tours’INRA, Orfrasiére animal physiology
experimental Unit, Val de Loire Center) were housed at least 7 days prior to intervention in metabolic
cages with unlimited access to water, hay and a 400g portion of granules was administered twice a

day. A 24-hour fast was imposed before the operation. Near term fetal sheep (124+/-1 days
gestational age, term: 145 days) were surgically instrumented to record cortical activity in utero,
during and after hypoxic insults.

Surgery was performed under general anesthesia: premedication with Xylazine 0.3 ml/kg
(Sedaxylan® 20mg/ml, Dechra, Netherlands), ventilation with halogen gas before intubation and
mechanical ventilation, sedation maintained by inhaled Isoflurane during the operation (Isoflurane,
Aerrane®, Baxter, Maurepas, France). Maternal analgesia was provided by an intramuscular injection
of Buprenorphine 0.6ml/10kg (Bupaq®, Virbac, France) at the beginning of the operation.
Intramuscular antibiotic prophylaxis of 1mL/10kg Amoxicillin (Clamoxyl LA® 150mg/ml, Zoetis,
France) was administered intra-operatively to the mother.

We followed our usual protocol (341-344): the right anterior forelimb of the fetus was
delivered through maternal midline laparotomy and hysterotomy under surgical asepsis conditions.
Axilla skin incision was made after local anesthesia, provided by subcutaneous injection of 1mL
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lidocaine hydrochloride 10mg/mL (Xylocaine® Astrazeneca, Reuil-malmaison, France), combined with
fetal analgesia by intramuscular injection of 0.3 mL Buprenorphine (Bupaq®, Virbac, France). 4Fr
diameter catheter (Arrow, USA) was inserted into the right axillary artery until reaching the fetal
aorta for hemodynamic parameters recording and fetal blood sampling. The same procedure was
repeated on the left. Four precordial electrodes (MYWIRE 10, MAQUET, Germany) were placed in
axillary intercostal muscles for ECG signal recording.

An occluder (OC VO-16HD - DOCXS Biomedical Products - Ukiah, California) was placed around the
umbilical cord of the fetus to induce cord compression by injection of saline.

For EEG electrodes placement, the fetal head was exposed through the hysterotomy. Two
pairs of pre-prepared needle electrodes (MYWIRE 10, MAQUET, Germany Figure 2B) were set up on
both sides over the frontal and parietal cortex, 10 mm lateral to the sagittal suture, and about 5 mm
anterior and 10 mm posterior respectively to the fronto-parietal suture (Figure 1). A reference
electrode and a ground electrode were placed over the occiput. Skin incision of 5 mm was made for
each electrode, ensuring good control of hemostasis at the level of the scalp. The electrode was
placed so that the bared portion was under the periosteum, in contact with the bone thus
completely isolated from amniotic fluid (Figure 2). The scalp was then sutured, the electrode was tied
around the suture and fixed.

Placental circulation was maintained intact and the fetus was placed back into the uterus. An
additional 5Fr diameter catheter (Arrow, USA) was placed into the amniotic cavity for measuring
baseline pressure. Uterus and abdominal wall were closed after instillation of 500 mg of amoxicillin-
clavulanic acid (Amoxicillin-clavulanic acid SANDOZ®, Sandoz, Levallois-Perret, France) into the
amniotic fluid. The occluder, EEG and ECG wires, fetal and intra-amniotic catheters connected to
extenders, were externalized on the right lateral flank of the sheep by subcutaneous tunneling.

After the operation, the sheep were allowed to eat and drink. The permeability of the fetal
catheters was maintained by daily injection of 10 IU/mL isotonic heparinized saline (Heparin
CHOAY®5000Ul, Sanofi-aventis France, Paris). Postoperative analgesia was provided by a maternal
intramuscular injection of 0.3mL/10kg Buprenorphine (Bupaq®, Virbac, France) 24 and 48 hours
postoperatively.

2.3. Experimental procedure

After three days of post-operative rest, animals were subjected to a labor-like acidosis using
repetitive umbilical cord occlusion (UCO) with increasing severity as described by Prout and al (257).
Total UCO was induced by injecting an isotonic solution into the occluder (the required volume was
calculated during surgery). After a one-hour stability control period, three phases of successively
mild, moderate and severe repetitive UCOs were performed for one hour each. One-minute UCOs
were repeated every 5 minutes during the phase A (mild UCOs), every 3 minutes during the phase B
(moderate UCOs) and every 2 minutes during the phase C (severe UCOs). The protocol was
interrupted if the arterial pH obtained reached 6.90 or less.

After the occlusion phases, fetuses were monitored continuously for a 6-hour recuperation
phase and were allowed to recover for 48 hours. After the experiment, animals were sacrificed by an
intravenous injection of a veterinary anesthetic: 6ml/50kg of T61® (Embutramide 20g, Mebezonium
iodide 5g, Tetracaine hydrochloride 0.5g, Dimethylformamide 60ml).
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Fig. 1 - Electrode placement on the head of the fetal lamb

A. Fetal head exposed through the hysterotomy during the surgical procedure (anterior up, posterior down on
this picture)
B. Front view of a fetal sheep skull. Placement of EEG electrodes.

Parietal bone

Frontal bone
Sagittal line

Orbita

Over the occiput
¥ Reference electrode

% Ground electrode
B.

Fig. 2 - Positioning of the EEG electrodes

A. Pattern of pose

B. Step by step illustration of the technique on post-mortem fetal sheep skull.

The needle electrode is placed underneath the periosteum (1) so that the barred portion of the wire is directly
in contact with the bone (2), then tied with a knot (3).

A. Electrode
Scalp

Periosteum
Bone
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2.4. EEG recording and data analysis

EEG was continuously recorded during the one-hour stability phase, the occlusion phase, up
to 6 hours (H6) post-occlusion during the recovery phase and one hour at 24 hours (H24) and 48 hours
(H48). The four channels (BRE1, 2, 3, 4) were monopolar recorded against a reference electrode using
Micromed EEG System®. The signal was filtered with high-pass and low-pass filters at 0.5 and 70 Hz
respectively and digitalized at a sampling rate of 256 Hz.

Recordings were analysed offline on the System Plus Evolution Software® unit (Micromed SAS,
Macon, France) at specific time points. Each record was visually analysed by a neurophysiologist using
a bipolar montage. Quantitative analysis was performed using the program “EEG Analyser”
(Micromed®) and the EEG parameters were calculated every two seconds over the analysed periods.
The amplitude was measured by the minimal and maximal Amplitude Index (min and max Amp),
defined as the minimal and maximal peak of amplitude (uV), measured using CFM after filtering the
signal at 2—-20 Hz. The Spectral Edge Frequency was defined as the frequency (Hz) below which 95% of
the power in EEG exists (95% SEF).

3. Results:

Twelve animals were instrumented with the EEG technique. Two manipulations were
unsuccessful (rupture of the umbilical cord occluder and a fetal death during the protocol). The time
required to fix the electrodes was not measured precisely for all manipulations but estimated at
about 5 minutes per electrode, i.e. a total of 15 to 30 minutes’ maximum for 6 electrodes depending
on the number of operators (1 or 2).

The recorded EEG signal was of sufficient quality for visual and quantitative analysis. The
signal artefacts were intermittent and consisted mainly of large waves related to movements of the
ewe or the fetal lamb but did not interfere with the EEG visual analysis (Figure 3).

Considering the qualitative visual analysis, the EEG signal was continuous and labile in
stability phase. Two kinds of electrical activities could be visually distinguished: high-voltage slow
activity and low-voltage fast activity (Figure 4A and B). Concurrently with UCOs, we could visually
observe a decrease in the signal amplitude, frequently followed by large amplitude artefacts (Figure
4C). At the beginning of the recovery phase, the signal amplitude was generally depressed with
slower frequencies. During the six hours of recovering, we observed a progressive enrichment of the
signal with reappearance of the lability. Spikes and periods of rhythmic activity were observed in
some tracings during this phase, which could correspond to seizures (Figure 4D). After the maternal
sacrifice, the amplitude of the EEG signal was decreasing to an inactive tracing in less than 20
minutes (7.50 min in average + 5.32 [1.2-19.0]) (Figure 4E).

The EEG quantitative measures are presented in Table 1 and Figure 5 but are not subject to
statistical analysis as this is not the objective of this paper.
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Fig. 3 — Example of EEG tracing with signal artefact
Transverse (black) and longitudinal (blue) bipolar montage with Brel to 4 corresponding to the EEG electrodes
shown in Figure 1B).
The artefact (framed in red) was recorded during the stability period and was concomitant with ewe
movements. It is representative of intermittent artefacts we usually recorded with a large amplitude averaging
250 uV here and a slow frequency (peak frequency at 1 Hz).
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Fig. 4 — Examples of EEG tracings at the different phases of the protocol
Transverse (black) and longitudinal (blue) bipolar montage with Brel to 4 corresponding to the EEG electrodes
shown in Figure 1B). ECG in red.

A. Stability phase (20 sec epoch): low-voltage fast activity with maximum signal amplitude around 20 pV,
frequency 10-13 Hz.

B. Stability phase (20 sec epoch): high voltage slow activity with maximum signal amplitude around 60 pV,
frequency 2-5 Hz.

C. Moderate umbilical cord occlusion (1 minute of occlusion every 3 minutes; the beginning and the end of the
occlusion (occ) are marked by the blue bars): diminution of the signal amplitude; artefacts at the beginning and
the end of the umbilical cord occlusion (90 sec epoch).

D. Recovery phase / H2 post-occlusions (20 sec epoch): rhythmic activity, recorded on all derivations.

E. Inactive tracing (20 sec epoch): 7 minutes after the maternal sacrifice.
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Table 1 — Fetal EEG measurements
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Baseline Mild UCO Moderate UCO Severe UCO
Phase Per-UucoO Phase Per-Uco Phase Per-Uco
Min Amp (pv) 35116 2714 34128 20+12 42+103 | 1.7+13 14+16
Max Amp (pv) 7917 78 £ 16 76120 78 £ 15 7720 8012 76 £21
95% SEF (Hz) 87+38 | 76+28 79+33 | 72+3.0 7536 | 63+21 6.0+2.8

Values are means + standard error. N=10. UCO = umbilical cord occlusion; Min Amp = minimal amplitude; Max

Amp = maximal amplitude; 95% SEF = 95% Spectral Edge Frequency.

Fig. 5 — Example of quantitative EEG measurements in stability phase
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95% SEF = Spectral Edge Frequency 95% (Hz); Max = maximal amplitude over 20 sec (uV); Min = minimal
amplitude over 20 sec (uV); t = time (mm:ss)

4. Discussion:

Fetal sheep preparation requires substantial cost and infrastructure thus models have to be

reproducible with low mortality and morbidity rates in order to reduce the number of animals

needed (346). We propose an in utero EEG recording technique in the fetal sheep that avoids drilling

the skull by hand for electrode placement. This allows a quite simple and less invasive procedure. The

learning curve of this technique is short, making it easy and quick to implement in a team which does

not include neurosurgeons.

The EEG signal recorded using this technique appears to be of sufficient quality for visual and

guantitative analysis of fetal sheep cortical activity. Recording the signal using electrodes placed

above the skull bone is likely to produce more signal artefacts than when the electrodes are fixed in

the bone. Nevertheless, the recorded artefacts were intermittent and easily visually detectable,

which did not interfere with the signal visual analysis.
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When comparing to the raw ECOG tracings presented in previous studies (Figure 6), the
obtained EEG signal was continuous and labile in stability phase, as described at this gestational age
in the fetal lamb (279,288,291,347). Visually, it was possible to distinguish the two types of activity
described in the literature as associated with the sleep-wake stages in the fetal lamb
(279,290,291,296-298,301) but to be certain, further analysis with recording of eyes movements,
EMG and respiration movements during these activities would be required, which could be the
subject of future studies.

Our quantitative EEG measures in stability phase were comparable with ECOG data at the
same gestational age in previous studies (42,223,224,302). The EEG signal amplitude appeared to be
somewhat lower, which was expected since the cortical activity is recorded above the bone.
Experimental data obtained during the occlusion phases were not compared with previous studies as
the occlusion protocols differ between studies.

To our knowledge only one team succeeded in recording fetal sheep brain activity without
drilling holes in the skull, using a modified double spiral fetal heart rate electrode placed directly on
the scalp (348). Their findings confirm that ECOG activity acquired from supra-dural electrodes and
EEG activity acquired from scalp electrodes are similar despite a reduced amplitude and more
technical artefacts in the latter. Our technique using periosteum to secure EEG electrodes seems to
be a good compromise between a more invasive technique and a more artefacted signal. Although,
the scalp receives a rich blood supply and the placement of electrodes requires great hemostasis, as
the occurrence of subcutaneous hematoma can attenuate the signal.

This study therefore proposes the EEG technique as an acceptable alternative to ECOG.
However, the comparison with the standard technique is limited because we did not record ECOG
tracings at the same time and the duration of the procedure was not measured exactly.

In utero recording of fetal cortical activity is of particular interest to study the physiological
mechanisms involved in the cerebral response to perinatal hypoxia and predict hypoxic-ischemic
encephalopathy (HIE). Indeed, an estimated 30% of cases of neonatal encephalopathy in developed
countries are still associated with evidence of intrapartum hypoxic-ischemia (349) and HIE is
responsible for significant neonatal mortality and morbidity (8,350,351). However, reliable
biomarkers of perinatal asphyxia are still missing : fetal heart rate monitoring during labor is
commonly used to evaluate the fetal well-being but lack at predicting HIE (87). Severe fetal metabolic
acidosis during labor, measured by scalp or cord pH and lactate, is one of the most sensitive signs of
fetal anoxia. Arterial pH below 7.00 at birth is associated with abnormal outcome but the positive
predictive value for HIE is low (89). Lactate has also been shown to be a poor predictor of perinatal
brain injury (287). As early post-natal EEG is known to be highly predictive of clinical prognosis (352),
the identification of relevant prenatal EEG markers in the fetal lamb could potentially be used in
humans to predict the onset of HIE, e.g. through the use of per partum scalp electrodes, which
however is not yet available in clinical practice.

Furthermore, our team has recently developed a new index of fetal surveillance during labor
(Fetal Stress Index, FSl), using an original method of Heart Rate Variability (HRV) analysis. Previous
experimental studies showed that FSI was specific for the parasympathetic tone and correlated to pH
and lactate in labour-like acidosis models (341-343). Frasch et al. showed a synchronization of
cardiac and cerebral activity prior to the onset of severe acidosis in fetal sheep (348), it could be
therefore interesting to correlate FSI with cerebral activity markers.
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Fig. 6 — Comparison of tracings: EEG technique vs ECOG technique

A. Example of EEG tracing recorded in utero in a fetal sheep using the EEG technique (gestational age 128 days,
stability phase).

B. ECOG tracing presented in “EEG, ECG, and acid-base observations during acute fetal hypoxia”, Mann 1970
(gestational age 130 days, stability phase) (288)
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5. Conclusion

We propose a method of in utero EEG recording in the fetal sheep using electrodes fixed above the
cranial bone. This method is less invasive and the recorded EEG signal is of sufficient quality with
visual and quantitative characteristics comparable to ECOG.

This appears to be an acceptable alternative to the standard ECOG recording method and can be
used for future studies.
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