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Liste des abréviations

aOR : adjusted Odds Ratio (Odds ratio ajusté)

B : coefficient de corrélation (analyse multivariée)

CEBIMER : Centre d’Epidémiologie, de Biostatistique et Méthodologie de la Recherche
CHU : Centre Hospitalier Universitaire

DS : déviation standard

E : module d’élasticité de Young

F : force

Fmax : force maximale avant rupture

HME : Hépital Mére Enfant (Limoges)

IC : intervalle de confiance

IL : Interleukines

MEC : matrice extra-cellulaire

MMP : Matrix metalloproteinases (métalloprotéinases matricielles)

N : Newton

Pa : Pascal

r : coefficient de corrélation (test de Spearman)

RLO : radicaux libres de 'oxygéne

RPM : rupture prématurée des membranes (avant terme / avant 37 SA)
SA : semaines d’aménorrhée

o : contrainte

oMax : contrainte maximale avant rupture

VHB : Virus de I'hépatite B

VHC : Virus de I'hépatite C

VIH : Virus de I'immunodéficience humaine

TIMPs : tissue inhibitors of metalloproteinases (inhibiteurs tissulaires de métalloprotéinases)

TNF-a : Tumor Necrosis Factor « (facteur de nécrose tumorale )
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. Introduction

La rupture prématurée des membranes (RPM) avant 37 semaines d’aménorrhée (SA) est une
complication obstétricale survenant dans 2 a 4 % des grossesses et pouvant entrainer une
prématurité. En effet, la RPM est responsable d’un tiers des accouchements prématurés et
ainsi de 20% de la mortalité périnatale (1) en lien avec la survenue de complications telle que
la détresse respiratoire, la leucomalacie périventriculaire, 'entérocolite ulcéronécrosante (2)...
Non seulement la prématurité est la premiére cause de mortalité chez les nouveau-nés mais
elle peut engendrer chez I'enfant plus 4gé des troubles moteurs, des retards d’ acquisitions, ou
encore des troubles sensoriels, visuels ou auditifs (3,4). En dehors du risque de prématurité
et ses conséquences, la RPM a ses complications propres comme l'infection intra utérine, le
prolapsus du cordon ombilical, le décollement placentaire ou I'oligoanamnios (5—7). Lorsque
la RPM survient trés précocement en cours de grossesse (<24SA), elle peut entrainer un
anamnios prolongé. Ce dernier, par absence de passage de liquide dans les alvéoles
pulmonaires foetales, peut étre responsable d’une hypoplasie pulmonaire foetale sévere avec
parfois une impossibilité d’adaptation a la vie extra utérine (8,9). L'absence de liquide
amniotique limite la liberté de mouvements du foetus, et la survenue précoce d’'une RPM peut
se compliquer de déformation osseuse foetales sévéres telles que I'arthrogrypose (10).

De nombreuses études ont été réalisées, souvent de maniére rétrospective, sur les facteurs
cliniques associés a la RPM, sans que le lien physiopathologique avec celle-ci puisse toujours
étre établi. Des facteurs démographiques et socio-comportementaux ont été décrits : un bas
niveau socio-économique, un faible niveau d’éducation, des conditions de travail fatigantes, le
tabagisme, 'usage de drogues dures ou 'ascendance continentale africaine (11-14). D’autres
caractéristiques maternelles telles que I'age, un IMC trop élevé (>30) ou trop faible (< 18,5),
une hypertension artérielle modérée ont été retrouvées comme associées a un risque accru
de RPM (11,12,15-19). Sur le plan obstétrical, un antécédent de RPM, un antécédent de
prématurité ou de grossesses multiples, de longueur cervicale raccourcie, sont des facteurs
de risque prédominants (20,21). D'autres facteurs obstétricaux tels que la nulliparité,
l'intervalle entre les grossesses (<6 ou >60 mois), les anomalies cervico-isthmiques
(notamment une longueur cervicale raccourcie), les infections génitales et I'hydramnios ont
également été rapportés (15,20,22-24). Le diabéte gestationnel a parfois été évoqué comme
un facteur de risque de RPM (19).

Les membranes foetales s’étendent depuis le placenta et forment les parois de la poche
contenant a la fois le liquide amniotique et le foetus. Elles sont formées de la juxtaposition de
deux couches d’origine fcetale : 'amnios et le chorion, et d’'une troisieme couche d’origine
maternelle fortement adhérente au chorion : la décidue maternelle. Ces éléments forment
ensemble une membrane choriodéciduale composée de plusieurs types cellulaires organisés
en discrétes couches superposées et forme avec le placenta une véritable interface foeto-
maternelle. Celle-ci constitue a la fois une barriere passive, physique, en permettant le
maintien du feetus et du liquide amniotique en intra utérin ainsi qu’une barriere active,
immunologique, luttant contre les infections. Elle est également un riche site d’émissions de
signhaux autocrines et paracrines qui jouent un réle important & la fois dans le maintien de la
grossesse puis dans la mise en travail aboutissant a la naissance (1).

Les mécanismes étiologiques aboutissant a la rupture des membranes, physiologique comme
dans la rupture a terme avec mise en travail, ou pathologique avec la rupture prématurée des
membranes avant terme (RPM) sont encore mal compris. Ainsi, notre travail de thése s’est
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porté sur I'étude de certains facteurs étiologiques classiquement décrits comme associés a un
risque de RPM. Pour tenter de comprendre la pathogénie de ces éléments, nous avons réalisé
une étude expérimentale de la résistance élastique des membranes fecetales ainsi qu’une étude
anatomopathologique de I'épaisseur des tissus membranaires.
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[I. Geénéralités

1. Embryologie

La formation des différentes couches de la membrane foetale repose sur un phénoméne
complexe débutant par la formation pendant la période embryonnaire de deux cavités : la
cavité amniotique et la cavité choriale. La cavité amniotique va ensuite venir s’accoler sur la
cavité choriale qui devient virtuelle a la fin du 1°" trimestre. La couche choriale s’accole quant
a elle & la couche déciduale.

A. Origine feetale

a. Cavité amniotique

Au septiéme jour du développement embryonnaire, la masse cellulaire interne est un disque
formé de deux feuillets accolés : I'entoblaste en contact avec la blastocéle et I'ectoblaste. C’est
dans I'épaisseur de I'ectoblaste que s’accumule du liquide conduisant a la formation de la
cavité amniotique. Les cellules de I'ectoblaste en contact avec cette cavité vont se différencier
en amnioblastes qui vont recouvrir 'ensemble de la cavité amniotique (25).

Entre la quatriéme et la huitieme semaine, pendant que 'embryon croit dans le sens céphalo-
caudal et transversal, la cavité amniotique se développe et s’enroule autour de 'embryon, ne
laissant qu’un passage pour le cordon ombilical reliant 'embryon au trophoblaste (26,27).

b. Cavité choriale

Les cellules de I'entoblaste vont proliférer et tapisser la cavité limitée par le cytotrophoblaste
pour former la vésicule vitelline. Entre la face externe de la vésicule vitelline et le
cytotrophoblaste se forme une membrane basal appelée membrane de Heuser. Elle produit
avec le trophoblaste un tissu conjonctif lache et acellulaire : le réticulum extra embryonnaire
qui s’accumule entre ceux-ci. Ce tissu conjonctif est progressivement entouré par la
prolifération de cellules mésoblastiques et se creuse de multiples lacunes convergeant pour
former la cavité choriale. Cette derniere est limitée par la plaque choriale formée de
cytotrophoblastes et de mésoblastes extra-embryonnaires.

La cavité choriale se retrouve alors progressivement en contact avec la cavité amniotique du
fait de la croissance rapide de cette derniére et de la plicature embryonnaire (27).
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Figure 1 : Embryologie des membranes fecetales
A six a sept jours (A), neuf a dix jours (B), 11 jours (C) et 17 jours (D) de vie.

Source : Journal de Gynécologie, Obstétrique Et Biologie De La Reproduction (2008;37:579—-88)

B. Origine maternelle : la couche déciduale

Aprés sa migration dans les voies gynécologiques hautes, I'ceuf au stade de blastocyte finit
par s’implanter dans la profondeur de I'endométre. Le point de pénétration se referme
progressivement avec formation d’un caillot fibrineux qui est peu a peu recouvert par des
cellules épithéliales d’origine utérine. La décidue ovulaire correspond alors a la région de la
mugueuse utérine ainsi reconstituée et qui recouvre le chorion lisse sur son pdle anti
embryonnaire. La décidue pariétale correspond quant a elle a 'endomeétre sans rapport avec
les tissus embryonnaires, modifié par 'imprégnation hormonale (27).

C. Les accolements membranaires
Pour que les membranes fcetales s’organisent finalement en 3 feuillets : amnios, chorion et
décidue, les éléments décrits plus haut doivent se modifier et les cavités s’accoler.

a. Accolement de la cavité amniotique et de la cavité choriale

La croissance de la cavité amniotique est beaucoup plus rapide que la croissance de la cavité
choriale qui, sous l'effet de la compression subie, va devenir une cavité virtuelle avec
accolement des deux feuillets.
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c. Accolement choriodécidual

Au fur et & mesure de la croissance feetale, la décidue ovulaire se distend et s’amincit
conduisant & sa disparation totale. Le cytotrophoblaste, couche la plus externe du chorion,
vient alors s’accoler sur la décidue pariétale, terminant ainsi I'organisation en 3 feuillets des
membranes foetales entre 22 et 24 SA.

2. Structures anatomiques et propriétés biomécaniques

A. Organisation structurelle

La structure anatomique des membranes a été bien décrite initialement par Bourne (28-31) et
complétée par les données de Bryant-Greenwood (32) sur la matrice extra-cellulaire et
notamment sur le collagene (1).

Les membranes amniotiques sont constituées de deux couches d’origine foetale : 'amnios et
le chorion. Sur cette derniére s’accole le plus souvent des cellules déciduales d’origine
maternelle. Le diagramme de Bourne permet de synthétiser ces différentes couches et leur
composition (Figure 2) et de schématiser 'aspect anatomo-pathologique de la membrane
(Figure 3).

L’amnios, la plus fine des deux couches, mesure jusqu’'a 80 um d’épaisseur et présente 5
zones individualisables depuis le versant foetal jusqu’au versant maternel (33) :

- Epithélium amniotique : il est en contact direct avec le liquide amniotique. Cette couche
comporte des amnioblastes organisés en simple couche de cellules cuboidales, du
collagéne de type Il et IV, et des glycoprotéines qui constituent la membrane basale sous-
jacente.

- Membrane basale : c’est une mince couche composée de fibres réticulées qui s’accole a
la couche compacte.

- Couche compacte : son épaisseur est tres variable. Elle est constituée de collagéne de
type | et lll synthétisé par les cellules mésenchymateuses de la couche fibroblastique
sous-jacente. Cette zone, probablement la plus résistance de I'amnios, est rarement
épaissi par de I'cedéme et est peu infiltré par les leucocytes en cas d’inflammation de la
membrane.

- Couche fibroblastique : elle est la plus épaisse de I'amnios et consiste en un réseau de
fibroblastes intégré dans une masse de réticuline. Elle peut montrer une activité
macrophagique.

- Couche spongieuse : elle est en contact avec le chorion, et contient des protéoglycanes
et du collagéne en quantité importante ainsi que quelques fibroblastes. Elle permet le
glissement de I'amnios contre le chorion qui lui est fermement adhérent a la déciduale
maternelle.

Le chorion, plus épais que 'amnios, mesure jusqu’a 400 um, et est en contact avec 'amnios
sur sa couche interne et avec la déciduale sur sa couche externe. Il peut se décompenser en :

- Couche cellulaire : elle trés fine et est souvent absente sur les membranes a terme, et
consiste en un simple réseau de fibroblastes.
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- Couche réticulaire : trés épaisse, constitue la majorité de I'épaisseur du chorion et est
composée de quelques fibroblastes et d’un réseau de fibres réticulaires qui tendent a étre
paralleles.

- Membrane basale choriale : c’est la membrane basale de cellules trophoblastiques

- Couche de décidue et de cellules trophoblastiques: les cellules trophoblastiques
pénétrent de fagon variable dans la déciduale maternelle.

Les cellules de 'endomeétre se décidualisent dés I'implantation du blastocyte et se chargent
de glycogéne et de lipides, commencant ainsi a former la decidue. Elles sont entourées d’'un
abondant tissu extra cellulaire. Cette interface entre la mére et le foetus permet la diffusion de
nutriments depuis la mére vers le feetus et posséde un réle immunologique.

e Epithelium
o _ Bosement Membrone —— "
; Compoct Layer

Fibroblast Layer

Spongy Layer s

lular Layer

AMNION<

CHORIONS<

Figure 2 : Diagramme de Bourne montrant I'organisation multicouche de la membrane fcetale

Source : Postgradued Medical Journal (1962;38:193—201)
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Amnios :

Epithélium amniotique
Membrane basale
Couche compacte
Couche fibroblastique
Couche spongieuse

Chorion :
Couche réticulaire
Membrane basale

Décidue

Figure 3 : Coupe anatomo-pathologique d’'une membrane foetale a terme

Source : Lame scannée - Service anatomo-pathologique CBRS — CHU de Limoges

Chacune des différentes couches des 3 feuillets composant la membrane foetale présente une
architecture constituée par des protéines fibreuses et une matrice extra cellulaire
polysaccharidique de type protéoglycane. Les acteurs principaux de cette matrice extra
cellulaire sont les collagenes I, Ill, 1V, V et VI. Il existe d’autres éléments tels que la laminine,
I'élastine, la fibronectine, les intégrines et le plasminogéne (1). La Figure 4 résume la
répartition de ces différents composants.
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Figure 4 : Composition de la matrice extra cellulaire dans les membranes foetales

Sources : Placenta (1998;19:1-11) ; Journal de Gynécologie Obstétrique et Biologie de la
Reproduction (2013;42:105-16)

B. Propriétés biomécaniques

a. Collagéne et protéoglycanes

Le comportement biomécanique de ces membranes est dépendant de la qualité et de la
composition de la matrice extracellulaire et est notamment influencé par le type et la répartition
du collagéne dans celle-ci. Le collagéne total des membranes a été estimé comme comptant
pour 4 a 20 % du poids sec des membranes (34,35). En dehors de la quantité de collagéne,
c'est la maniére dont il s’entrelace en fibres réticulaires qui va participer a la résistance
mécanique des membranes. Toutefois cette réticulation du collagene ne semble pas étre mise
en cause dans la rupture prématurée des membranes bien que celle-ci soit associée a une
diminution globale de la quantité de collagéne (36).

Une étude danoise (37) a réussi a mettre en évidence le réle des protéoglycanes dans la
résistance des membranes et a décrit que 'amnios était tres fibreux et riche en décorine. Le
chorion lui, semblait étre moins fibreux et riche en biglycane.

La décorine a une interaction trés forte avec le collagéne de type | (38) et permet
I'organisation du collagéne fibrillaire, ce qui expliquerait 'importante fonctionnelle du
collagéne notamment dans I'amnios. Le biglycane présente une adhésion moins forte avec
le collagéne pouvant étre en lien avec les différences importantes des MEC de I'amnios et
du chorion, ce qui conduirait ainsi a une moindre résistance. De plus le biglycane entrerait en
compétition avec la décorine et nuirait & son organisation avec le collagene (39,40). Il a été
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rapporté des concentrations plus importantes de biglycanes dans la zone de faiblesse para-
cervicale des membranes en fin de grossesse (41).

L’acide hyaluronique semble aussi jouer un role important dans la dégradation de la résistance
des membranes. Certains auteurs ont remarqué que la concentration d’acide hyaluronique
augmentait au fur et a mesure de la grossesse, nhotamment dans la couche spongieuse de
I'amnios (ou se fait I'adhérence avec le chorion), jouant probablement un réle important dans
la rupture des membranes (37,41,42) en entrainant la séparation de 'amnios et du chorion.
En effet l'acide hyaluronique est connu pour entrainer un appel d’eau dans la matrice
extracellulaire, augmentant ainsi la pression intra tissulaire (43). Ce phénoméne de clivage
entre 'amnios et le chorion est visible sur les membranes foetales a terme (Figure 3).

Ainsi la désorganisation du collagéne et 'augmentation de la pression tissulaire en raison d’'un
apport d’eau dans la zone d’accolement entre 'amnios et le chorion entrainerait une altération
de la résistance des membranes.

b. Régulation de la matrice extracellulaire

La MEC est amenée a subir de nombreuses modifications au cours de la grossesse en raison
de la croissance du feetus et de la cavité amniotique. Ainsi la MEC subit tout au cours de la
grossesse des processus de dégradation et de renouvellement cellulaire finement régulés qui
peuvent conduire a une rupture des membranes en cas de déséquilibre. Deux mécanismes
principaux entrent en jeu dans cette régulation : les métalloprotéinases matricielles (MMP) et
'apoptose cellulaire. Ces deux éléments pourraient étre interdépendants. En effet, la
dégradation des tissus sous I'effet des MMP pourrait induire I'apoptose cellulaire et 'apoptose
cellulaire activerait elle les MMP (44,45).

Les MMP jouent un réle essentiel dans I'équilibre production/dégradation des membranes par
leur capacité a dégrader le collagéne et d’autres constituants de la MEC tels que les
protéoglycanes et la laminine.

La principale classe de MMP décrite dans les membranes foetales est celle des gélatinases.
Elle est notamment composée de la MMP2 et la MMP9 qui ont bien été explorées dans les
membranes fcetales. La MMP9 a une activité protéolytique décrite contre le collagéne IV et V
et est synthétisée principalement par les monocytes et les macrophages. Son expression est
induite lors de remaniement tissulaire important comme dans le développement embryonnaire,
les phénoménes de cicatrisation ou la prolifération tumorale. La MMP-9 est exprimée dans
'amnios, le chorion et la décidue en fin de grossesse et en quantité trés importante pendant
le travail. La MMP-9 apparait comme une enzyme majeure dans le processus de parturition et
certains auteurs ont méme proposé de l'utiliser pour induire la parturition (27,46-48).

La MMP-2 est physiologiquement exprimée par les cellules du stroma de la plupart des tissus.
Au niveau des membranes foetales, I'expression de MMP-2 est mal élucidée. Elle semble
s’exprimer au niveau de I'amnios pendant toute la gestation. Son expression augmente a
I'approche du terme et pendant le travail (27,49,50).

Deux autres classes de MMP ont été décrites au niveau des membranes foetales (27,51,52).
Les collagénases interstitielles (MMP-1, MMP-8, MMP-13) interviennent dans la dégradation
du collagéne fibrillaire, incluant les collagénes de type I, IlI, Il et VII. Les stromélysines,
essentiellement les MMP-3, sont produites dans un contexte infectieux et sont capables
d’activer les autres formes de MMP (53).
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Figure 5 : Expression des MMP et TIMPS dans la membrane fcetale

Source : Journal de Gynécologie Obstétrique et Biologie de la Reproduction (2013;42:105-16)

La régulation des MMP est le fait de facteurs qui augmentent leur expression et d’autres qui
vont la diminuer.

Les facteurs activateurs peuvent étre biochimiques ou mécaniques. Par exemple, les
cytokines comme les interleukines (IL) ou le Tumor Necrosis Factor o (TNF-o) dont la
production est stimulée par une colonisation bactérienne ou un processus inflammatoire sont
responsables d’'une augmentation dose-dépendante de la sécrétion de MMP-9 (54).
L’augmentation des tensions appliquées sur les membranes fecetales pourrait résulter d’'une
augmentation de la sécrétion de MMP-9 (55).

L’inhibition de I'activité des MMP est assurée par des protéines inhibitrices : les inhibiteurs de
métalloprotéinases matricielles (TIMPS). Quatre TIMPS différentes ont été décrites au niveau
de I'amnios et du chorion (56,57). Une augmentation de I'activité des MMP peut résulter soit
d’une augmentation de leur expression, soit d’'une diminution de I'expression des TIMPS (27).

Un autre mécanisme de régulation est I'apoptose. C’est une mort cellulaire programmeée
conduisant a la fragmentation de la cellule dans la matrice extra cellulaire. L’apoptose est
régulée par de nombreux facteurs aboutissant a une voie commune faisant intervenir la
mitochondrie, la protéine Bcl-2 et les caspases (27). Ces derniéres sont présentes a I'état
inactif dans le cytoplasme et peuvent étre activées par deux voies : la voie extrinséque et la
voie intrinséque. Aprés activation par I'une de ces voies, les caspases détruisent les
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constituants essentiels au bon fonctionnement de la cellule, incluant des protéines
structurelles du cytosquelette, des protéines du noyau ou des enzymes servant a la réparation
de 'ADN (58).

Au niveau des membranes fcetales, le processus apoptotique peut étre activé par les deux
voies intrinseque et extrinséque. Les cytokines et les prostaglandines sont impliquées dans le
processus apoptotique (44,59,60). Les concentrations de TNF-a et IL-1 présentes dans le
liquide amniotique augmentent pendant le travail et induisent 'apoptose (61,62).

c. Mécaniques des membranes

Les membranes s’affaiblissent avant méme le début du travail. Cet affaiblissement n’est pas
la conséguence unique des forces de tensions répétées sur les membranes mais résulte
également du processus biochimique conduisant a la diminution de leur résistance (63).

Bien gu’en fin de grossesse il existe un amincissement généralisé des membranes et une
perte de leur élasticité diminuant ainsi leur résistance ; il semble que l'affaiblissement des
membranes ne soit pas homogéne mais prédomine sur la zone en regard de ['orifice interne
du col de l'utérus. Cette zone de faiblesse est présente bien avant le travail dés le troisieme
trimestre. C’est dans cette zone qu’a lieu la rupture, une fois que les contractions du travail,
plus importantes et rapprochées, s’installent et que les contraintes subies par les membranes
augmentent (64-67).

En plus de cette zone de fragilité, le processus mécanique des membranes fait intervenir une
séparation des feuillets de 'amnios et du chorion qui précéde quasiment toujours la rupture
totale de la membrane feetale (68,69). En effet, la force nécessaire a la rupture de ces deux
feuillets lorsqu’ils sont adhérents est bien supérieure a la somme des forces nécessaires a la
rupture de chacun de ces feuillets pris séparément (68). Les modifications du col favorisent
cette séparation en facilitant la protrusion des membranes.

L’amnios, bien que plus mince que le chorion, est beaucoup plus rigide et résistant que le
chorion qui est lui beaucoup plus extensible. Ainsi la résistance de la membrane est surtout
déterminée par 'amnios (70,71). Une fois la séparation de ces deux feuillets survenue, le
chorion, décrit comme étant moins résistant que I'amnios, se rompt. L’amnios poursuit alors
sa protrusion avant de se rompre a son tour (68).

Il est possible de résumer ainsi les éléments mécaniques conduisant a la rupture des
membranes :

1. Distension des membranes fragilisées
2. Séparation de I'amnios et du chorion
3. Rupture du chorion

4. Distension non élastique de 'amnios
5

Rupture de 'amnios

3. Evénements pathologiques fragilisant les membranes

N

Certains facteurs peuvent conduire a une fragilisation des membranes par rupture de
I'équilibre entre le renouvellement et la dégradation membranaire (27).
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A. L’infection

L’infection est connue comme étant un des mécanismes majeurs de la rupture prématurée
des membranes (72-74).

La contamination intra-utérine pourrait survenir selon les quatre modes suivants (27) :
- Lavoie vaginale par ascension de germes a travers le col utérin, la plus fréquente ;
- Lavoie hématogéne par transmission transplacentaire ;

- La voie péritonéale par contamination par les trompes de Fallope a la suite d’une infection
intrapéritonéale ;

- La voie trans-utérine a la suite d’'un geste invasif tel qu’'une amniocentése.

Une des hypothéses pour expliquer le lien entre infection bactérienne et prématurité serait que
les phospholipases bactériennes dégraderaient les phospholipides membranaires cellulaires
en acide arachidonique. Ce dernier est le principal précurseur des prostaglandines ce qui
pourrait ainsi provoquer la mise en travail. Une autre piste étiologique serait que les cytokines
inflammatoires pourraient a la fois activer des enzymes impliquées dans la synthése des
prostaglandines et a la fois inactiver les enzymes responsables de la dégradation de celles-ci
(75,76).

De plus, les cytokines sont des activateurs des MMP et il a été démontré un possible lien entre
la présence du streptocoque B et la fragilisation du chorion par une sécrétion de MMP-9 et
MMP-2 (77).

B. L’exposition insuffisante a la progestérone

Le r6le de la progestérone dans le maintien de la grossesse et la prévention de la prématurité
dont la rupture prématurée des membranes est encore sujet a controverse. Toutefois, il a bien
été mis en évidence une production de progestérone au niveau de 'amnios, du chorion et de
la décidue (78,79). La progestérone pourrait jouer un role sur la prématurité par ses propriétés
anti-inflammatoires (80). Il a notamment été retrouvé une expression plus faible d’IL-6 dans le
chorion en cas d’exposition a la progestérone (81). Chez I'animal, au niveau du col de l'utérus,
la progestérone diminue I'expression de MMP-1 et MMP-3 et augmente la sécrétion de TIMP
(82).

C. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif désigne les conséquences d’'un déséquilibre en faveur des oxydants de la
balance oxydants—antioxydants.

Les oxydants sont représentés par les radicaux libres de I'oxygéne (RLO), leur électron libre
leur conférant un impact important. Les métabolites de l'oxygéne ont un rdle dans la
destruction des pathogénes et des cellules tumorales, mais peuvent aussi avoir des effets
néfastes sur les cellules et tissus sains environnants lorsqu’ils sont produits en excés (27).

Les radicaux libres sont générés en permanence dans 'organisme (origine endogéne), mais
peuvent également provenir de sources exogenes (Figure 6).

La fumée de tabac contient des ions superoxydes, du peroxyde d’hydrogene et du NO qui
peuvent entrainer soit une atteinte de la matrice de collagéne, soit une consommation des
antioxydants (83,84).
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Les métrorragies en cours de grossesse peuvent étre responsables de la libération de radicaux
libres car les atomes de fer libres produits par la dégradation des molécules de globines
favorisent la conversion de peroxyde d’hydrogéne en ion hydroxyle. Elles créent aussi un
milieu favorable (le sang) a la croissance bactérienne, connue pour fragiliser les membranes
(85).

Acide

\ l(Mgm)i
—»> arachidonique
Hcaz), N

Prostaglandine

, - Rupture
4{@"& ¥ TIMPS
Bactéries -
Cellules

Immunité

Saignements / Tabac

Figure 6 : Mécanismes conduisant a la génération de RLO et a la dégradation des membranes
foetales

Source : Placenta (2001;22 Suppl A:S38-44)

D. Latension mécanique

L’hydramnios et les grossesses multiples, par augmentation de la tension subie par les
membranes sont responsables d’une fragilisation membranaire avec un risque plus important
de RPM (27,44,86).
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[1l.  Matériels et méthodes

1. Population

Nous avons réalisé une étude prospective, descriptive, monocentrique a I’'Hbpital de la mére
et de I'enfant du Centre Hospitalier Universitaire du C.H.U. de Limoges : IREM. Nous avons
inclus les patientes devant bénéficier d’'une césarienne programmée de janvier 2022 a mai
2022 inclus.

A. Critéres d’inclusion
Il était proposé une inclusion dans 'étude a toutes patientes ayant :
- 18ansouplus;
- Une césarienne programmeée ;
- Un age gestationnel supérieur ou égal a 37 SA ;
- Une grossesse singleton ;

- Signé le formulaire de consentement.

B. Critéeres d’exclusion
Les patientes étaient exclues de I'étude si elle présentait au moins un de critéres suivants :
- Refus de consentement ;
- Rupture prématurée des membranes a terme ;
- Mise en travail spontanée avant la réalisation de la césarienne ;
- Séropositivité VIH, VHC, VHB

- Complications obstétricales en dehors du diabéte gestationnel: Pré-éclampsie,
RCIU...

C. Recueil de données

Notre étude a été réalisée en collaboration avec I'équipe du centre de ressources biologiques
de I'Hopital Mére Enfant (CRB-HME) sous la coordination de la responsable opérationnelle
Madame El Hamel. Nos échantillons ont été inclus dans la collection biologique de I'Hopital de
la mére et de 'Enfant (CB-HME). Celle-ci a fait 'objet d’'une déclaration au Ministére de
'Enseignement et de la Recherche : CODECOH (déclaration, conservation et préparation a
des fins scientifiques d’éléments du corps humain) dans le cadre réglementaire DC-2011-1264
et a obtenu I'accord du comité d’éthique CPP Sud-Ouest Outremer IV, Limoges, France.

Toutes les patientes devaient signer un consentement éclairé de participation a la collection
biologique et toutes les données étaient anonymisées.
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Cette anonymisation, avec un numéro attribué dans la CB-HME, permettait & la fois la
protection des données des patientes mais également de réaliser I'étude anatomo-
pathologique des membranes en aveugle.

Les caractéristiques des patientes et les données de la grossesse étaient recueillies a l'aide
du logiciel informatisé FileMaker.

Les caractéristigues mécaniques des membranes étaient récupérées sous format Excel apres
les tests physiques.

L’épaisseur des membranes étaient mises en forme dans la base de données au format Excel.

2. Protocole de recueil de la collection biologique

Pour chaque patiente ayant donné son accord et signé le consentement éclairé, la césarienne
était réalisée dans les conditions habituelles. L'étude était proposée aux patientes par
Madame Nancy Valette, sage-femme de salle de naissance et les patientes étaient incluses
dans I'étude par les responsables de I'étude (le Docteur Coste Mazeau ou moi-méme). Aucune
procédure supplémentaire n’était demandée a 'équipe chirurgicale si ce n’est, une délivrance
manuelle (systématiguement réalisée dans notre service) « délicate ». Le placenta était
ensuite mis a 4°C dans le réfrigérateur de la salle de naissance jusqu’a préparation pour
analyse.

Le jour méme de la césarienne, le placenta était ensuite inclus dans la collection CB-HME ou
un numeéro anonymisé lui était attribué. 1l était ensuite cédé pour préparation avec :

- Ladécoupe de la partie en regard de I'orifice cervical des membranes (repérée a l'aide
de la position du placenta et de I'hystérotomie), qui était envoyée en anatomie
pathologique pour fixation et conservation ;

- La séparation du reste des membranes foetales de la masse placentaire, qui était
ensuite acheminée a température ambiante dans la journée au Centre Européen de la
Céramique a Ester Technopéle (distant de 15 min de 'THME) pour analyse mécanique ;

Cette étape était réalisée par I'un des 2 investigateurs de I'étude.

La masse placentaire restante était jetée sans analyse.
3. Protocoles de manipulation et d’analyse

A. Partie mécanique

Les manipulations techniques ont été réalisées soit par moi-méme, soit par le Docteur Sami
Ben Rhaiem, avec 'aide et sous la supervision du Docteur Nicolas Tessier-Doyen, enseignant-
chercheur a Ester Technopble a l'aide d’'une machine d’essais universels EZ20® fournie par
le fabricant Llyod (Figure 7), équipée d’un capteur 100 Newton (N). L’acquisition des mesures
a été effectuée a l'aide du logiciel d’essais NEXIGENplus®. Les tests mécaniques de
résistance étaient réalisés par traction uni-axiale.
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Figure 7 : Machine d’essais universelle EZ20® du fabricant Llyod

Chaque membrane acheminée a Ester Technopdle était étalée sur une planche de découpe
et il était préleveé, a I'aide d’un bistouri & lame froide n°11 et d’une régle plate, 1 & 4 échantillons
de 6 cm de large par 7 cm de longueur (Figure 8). Les membranes n’étaient pas rincées au
sérum physiologique pour ne pas abimer les tissus mais le liquide amniotique et le sang était
délicatement absorbés a I'aide d’'une compresse par tamponnement. La quantité d’échantillons
prélevables dépendait de la taille totale de la partie intacte de la membrane recueillie et variait
d’une patiente a l'autre. Généralement, 3 a 4 échantillons ont pu étre prélevés.
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Figure 8 : Découpe de la membrane feetale

La membrane ainsi obtenue était disposée, sans séparer les feuillets amniotique et chorion-
déciduale, entre deux pinces a becs larges congues pour s’adapter sur la machine EZ20®.
Une bande antidérapante rugueuse a grains de taille modérée de 240 grains/mm?2 (pour éviter
de déchirer les membranes) était accolée sur chaque mors pour éviter le glissement des tissus
(Figure 9). Notre position de départ était généralement de 45 mm entre chaque mors.

Figure 9 : Positionnement de I'échantillon testé entre les mors de la machine d’essai
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La manipulation était ensuite débutée avec une vitesse d’étirement imposée constante de 5
mm/minutes permettant I'obtention d’'une courbe force appliquée / temps (Figure 10). Le test
était poursuivi jusqu’a obtention d’'une rupture membranaire.

Rupture

Domaine non linéaire

Mise en charge

E 2 Domaine linéaire
[} —— élastique =zone
O osoA

61,5 d’intérét

u

0 50 100 150 200 250

Temps (secondes)

Figure 10 : Exemple de courbe lors d’un essai de traction uniaxiale

Les données brutes étaient alors traitées et organisées sous forme de courbes a l'aide du
Logiciel Excel®. Nous avons pour chaque échantillons tracé les courbes force (N) /
allongement (mm) et contrainte appliquée o (MPa) / déformation € (%). Sur cette derniére
courbe, nous avons repéré le domaine linéaire élastique et déterminé le module d’élasticité de
Young (E) en tragant la tangente a la courbe de ce domaine (Figure 11).

La contrainte appliquée o correspond a la division de la force appliquée par le produit de la
longueur initiale (L) et de I'épaisseur (e).

F

=Lxe

La déformation € est le ratio de la variation de longueur obtenue, soit la longueur finale (f)
moins la longueur initiale (L), sur la longueur initiale (L).
£—L

£ = ——

L

Le module de Young (E), pente de la courbe dans le domaine linéaire, est évalué en effectuant
la division de la contrainte appliquée o par la déformation «.

Plus le module de Young est élevé, plus le tissu est rigide. A noter que la rigidité d’'un matériau
est différente de sa résistance mécanique ou de sa dureté : il s’agit d’'une propriété intrinséque
indépendante du type de sollicitation mécanique et de la dimension des échantillons analysés.
Pour les matériaux biologiques, il semblerait que les tissus aient tendance a se raidir
légérement des les prémices de leur sollicitation mécanique, ce qui se traduit par des courbes
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Module de Young

contrainte-déformation un peu concaves et un module de Young effectif (tangente instantanée)

qui augmente avec la déformation.

Domaine linéaire
0,06 |

Contrainte ¢ appliquée (MPa)

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45% 50%

Déformation € (%)
Figure 11 : Détermination du module de Young a partir du logiciel Excel

Pour chaque échantillon, en dehors du module de Young, nous avons recueilli la force
maximale Fmax avant rupture (en Newton) et la contrainte maximale avant rupture cMax (en

MPa).
Ensuite, pour chaque patiente nous avons réalisé la moyenne des valeurs obtenues pour
chaque échantillon dont le recueil était satisfaisant techniquement.
Remarqgue : Ces manipulations initiales étaient réalisées sans connaissance de I'épaisseur
des membranes mesurée et intégrée aux calculs dans un second temps.

B. Partie anatomo-pathologique

Les échantillons de membranes foetales étaient adressés le jour de la césarienne au
laboratoire d’anatomie pathologique a I'état frais ou ils étaient ensuite fixés puis inclus en

paraffine.
L’échantillon de membrane était ensuite enroulé sur lui-méme en rouleau et il était réalisé une
coupe du bloc (sur une épaisseur de 3 ou 4 microns) au microtome puis un étalement de la

coupe sur une lame.
Monsieur Alain Chauvanel, ingénieur attaché de recherche clinique au laboratoire d’anatomie

pathologique, nous avons ensuite scanné les lames obtenues a laide du scanner

Sous la supervision du Docteur Véroniqgue Fermeaux, médecin anatomo-pathologiste, et de
NanoZoomer 2 0 RS® de la société Hamamatsu (Figure 12). Les images ainsi obtenues

étaient traitées a I'aide du logiciel NanoZoomer Digital Pathology (NDP).
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Figure 12 : Scan des lames d’histologie

Pour chaque patiente nous avons ensuite repéré la zone la plus reproductible pour la mesure
de I'épaisseur des membranes, c’est-a-dire la zone ou les différents feuillets membranaires
étaient le plus accolés sans infiltration d’oedéme et ou la décidue était la moins épaisse
possible (Figure 13).

.
°

Figure 13 : Mesure de I'épaisseur membranaires sur 'image numérisée

4. Critére de jugement
Le critére de jugement principal était la contrainte maximale subie avant rupture cMax.

Les critéres de jugement secondaires étaient : la force maximale avant rupture Fmax, le
module d’élasticité de Young et I'épaisseur totale des membranes.
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5. Variables étudiées

Pour chaque patiente nous avons recueilli les variables suivantes : 'age maternel au moment
de linclusion, le nombre de grossesses antérieures (gestité), le nombre d’accouchements
antérieurs (parité), le statut obstétrical de primipare (1°¢ grossesse), I'IMC, un tabagisme en
cours de grossesse, la présence d’un diabéte gestationnel, I'origine géographique et le niveau
socio-économique. Ce dernier était déterminé par les données suivantes : métier, ressources,
couverture santé. En récupérant le pays d’origine de nos patientes, nous avons toutes pu les
classer dans 2 groupes différents : les patientes originaire d’Europe et d’Afrique de Nord, et
les patientes d’origine sub-saharienne ou antillaise.

6. Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées par le Professeur Preux au Centre d’Epidémiologie,
de Biostatistique et Méthodologie de la Recherche (CEBIMER) du CHU de Limoges.

Les résultats des variables quantitatives ont été présentés sous la forme moyenne + écart-
type et ceux des variables qualitatives exprimés en pourcentages. Les comparaisons de
moyennes entre groupes de sujets ont été réalisées par des tests de Mann-Whithney ou des
tests de Kruskal-Wallis. Les corrélations entre deux variables quantitatives ont été faites par
I'estimation de coefficients de corrélation de Spearman. Des analyses multivariées ont été
réalisées par des régressions linéaires multiples pas a pas descendantes pour chacun des
criteres de jugement (principal : cMax ; secondaires : Young, FMax, Epaisseur). Toutes les
variables indépendantes potentielles ont été entrées dans les modéles initiaux. Le seuil de
significativité p choisi pour I'ensemble des analyses statistiques était de 0,05. Le logiciel utilisé
était SPSS vs 25.
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V. Résultats

Nous avons inclus 33 patientes dans notre étude. Nous avons eu 3 refus de consentements.
Sur les 33 patientes incluses, deux patientes ont été exclues : une patiente pour laquelle nous
n‘avons pas reussi a réaliser les manipulations mécaniques en raison d'un probléme
technique et une pour laquelle nous n’avons pas pu obtenir I'épaisseur membranaire car
I'échantillon n'a pas pu étre acheminé dans les délais impartis au laboratoire d’anatomie
pathologique.

Au total, 31 patientes ont pu étre analysées. Les tableaux ci-dessous résument les caractéristiques de
notre population (Tableau 1

Tableau 2Erreur ! Source du renvoi introuvable.
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Tableau 2).

Tableau 1 : Statistiques descriptives des variables quantitatives

Variables quantitatives Moyenne Médiane  Ecart type

Age (années) 31,1 31 5,002
IMC 28,48 29 7,728
oMax (MPa) 0,178 0,14 0,16
Fmax (N) 2,596 2,58 0,695
Module de Young (MPa) 1,06 0,96 0,532
Epaisseur membranaire (um) 355,9 324 99,9
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Tableau 2 : Statistiques descriptives des variables qualitatives

Variables qualitatives Nombre Pourcentage
Statut obstétrical

Primipare 9 29
Multipare 22 71
Classification IMC

Insuffisance pondérale (<18,5) 2 6,5
Corpulence normale (18,55IMC<25) 11 35,5
Surpoids (25<IMC<30) 5 16,1
Obésité classe 1 (30<IMC<35) 5 16,1
Obésité classe 2 (35<IMC<40) 5 16,1
Obésité classe 3 (IMC=40) 3 9,7
Antécédent de prématurité

Non 28 90,3
Oui 3 9,7
Antécédent de RPM

Non 30 96,8
Oui 1 3,2
Tabagisme

Pas de tabagisme en cours de grossesse 19 61,3
Tabagisme en cours de grossesse 12 38,7
Diabéte gestationnel

Non 22 71
Oui 9 29
Origine géographique

Europe et Afrique du Nord 23 74,2
Afrique sub-saharienne et Antilles 8 25,8
Niveau d'étude

Non scolarisé 5 16,1
Ecole primaire 2 6,5
Secondaire collége 10 32,3
Niveau bac lycée 6 19,4
Enseignement supérieur 8 25,8
Niveau socio-économique

Bas 8 25,8
Moyen 21 67,7
Haut 2 6,5
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Lors de la réalisation des tests de traction uni-axiale pour I'étude du comportement mécanique
des membranes, nous avons observé 3 types de courbes pour les échantillons testés (Figure

14):

Un tissu sur lequel une précharge d’environ 0,02 MPa a été prealablement appliquée
avant le démarrage de I'expérience et avec un domaine linéaire présentant une pente
plutét abrupte ;

Un tissu prenant la charge plus progressivement et avec un domaine linéaire
présentant une pente plut6t raide ou intermédiaire ;

Un tissu prenant la charge trés lentement dont le domaine linéaire présentait une pente
plus douce.
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=== \ise en charge lente et domaine linéaire a pente douce

Figure 14 : Modéles de comportement des membranes fcetales a la traction uniaxiale

Les études de corrélations n’ont pas mis en évidence de dépendance significative entre notre
critére de jugement principal cMax et les variables d’intérét étudiée (Tableau 3).

Dans I'étude de nos criteres de jugement secondaires, nous avons mis en évidence une
corrélation significative entre certaines données (Tableau 4) :

Une corrélation positive entre I'origine géographique Afrique sub-saharienne et Antilles
et 'épaisseur membranaire (moyenne 432 versus 329, p = 0,043) ;

Une corrélation négative entre la Fmax avant rupture et le statut obstétrical de
primipare (moyenne 2,16 N versus 2,77 N, p = 0,02) ; ainsi qu'une corrélation positive
entre la Fmax avant rupture et la présence d’un diabéte gestationnel (moyenne 3,02 N
versus 2,42 N, p = 0,033) ;
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Ainsi, les patientes d’origine sub-sahariennes ou antillaises présentaient des membranes
foetales plus épaisses sans impact ni sur la force maximale appliquée ni sur la contrainte
maximale appliquée.

Les membranes des patientes primipares avaient, quant a elles, une force appliguée avant
rupture inférieure par rapport aux patientes multipares et les membranes des patientes avec
un diabete gestationnel présentaient une force appliquée avant rupture plus importante que
les patientes sans diabéte. Toutefois ces résultats n’étaient pas retrouvés pour la contrainte
maximale appliquée.

Nous n’avons pas retrouvé de corrélation significative entre le module de Young et les
variables étudiées (Tableau 3).

Tableau 3 : Significativité des corrélations et comparaisons bivariées selon les tests de Spearman et
Mann-Whitney

ocMax (p) Fmax (p) Young (p) Epaisseur (p)

Age 0,434 0,864 0,283 0,357
IMC 0,987 0,096 0,685 0,447
Primiparité 0,273 0,02 0,273 0,915
Gestité 0,689 0,453 0,422 0,131
Parité 0,987 0,103 0,202 0,389
Antécédent de prématurité 0,503 0,122 0,867 0,777
Antécédent de RPM 0,452 0,516 0,258 0,968
Diabéte gestationnel 0,654 0,033 0,781 0,356
Tabagisme 0,617 0,857 0,704 0,12
Origine géographique 0,464 0,295 0,52 0,043
Niveau socio-économique 0,74 0,437 0,674 0,58

Tableau 4 : Comparaison descriptives des corrélations significatives

de jugeme ariable Moyenne Ecart-type Significativité (p)
s okl oo
Fmax (N) ufipare — - 2 -

Absence de diabéte gestationnel 2,42 0,62 0.033
Diabéte gestationnel 3,02 0,72 ’
E t Afri N 2

T (153 ur.ope e rlque-du ord . 329 63 0,043
Afrique sub-saharienne et Antilles 432 146

Les analyses multivariées par régressions linéaires multiples pas a pas descendantes n’ont
pas permis de mettre en évidence d’association significative entre les variables étudiées et le
critere de jugement principal cMax (Tableau 5).
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Tableau 5 : Résultats finaux des régressions linéaires multiples?

oMax Aucune

Frnax Gestité (quantitatif) -0,265 0,103 -8,886 0,016
Parité (quantitatif) 0,432 0,141 1,06 0,005
Antécédent de

Young prématurité 0,731 0,117 1,344 0,021
Origine géographique
sub-saharienne ou

Epaisseur antillaise 102,513 26,654 178,372 0,01

Nous avons de nouveau mis en évidence I'association significative entre des membranes plus
épaisses et I'origine géographique sub-saharienne ou antillaise (B = 103,513 ; 1Cgs% [26,654 ;
178,372] ; p = 0,01).

Lors de ces analyses, I'antécédent de prématurité était associé a un module de Young plus
important et donc a des membranes plus rigides (B = 0,731 ; ICosy [0,117 ; 1,344] ; p = 0,021).

Nous avons observé gue I'augmentation du nombre d’accouchements antérieurs (en quantité)
était associée a une Fmax avant rupture plus élevée (B = 0,432 ; ICgse [0,144 ; 0,720] ; p =
0,005). Le nombre de grossesses antérieures ressortait significativement de l'analyse
multivariée, mais aucune conclusion n’était possible étant donné que l'intervalle de confiance
passait par 0.

Les tests de corrélation de Spearman ont confirmé la corrélation positive attendue entre la
contrainte appliqguée oMax et la force maximale appliquée Fmax (r = 0,586 ; p =0,001) et ont
permis de mettre en évidence :

- Une corrélation négative significative entre cMax et épaisseur (r = -0,460 ; p =0,009)

- Une corrélation négative significative entre le Young et I'épaisseur (r = -0,376; p
=0,037).

Ainsi dans notre étude, les membranes foetales les plus épaisses ont tendance a étre moins

rigides et a avoir une moindre résistance avec une contrainte maximale applicable plus faible.

Par ailleurs, nous n’avons pas retrouvé de corrélation significative entre le module de Young
et Fmax (r = 0,043; p =0,817) ou oMax (r = 0,256 ; p =0,165), et nous n’avons donc pas mis
en évidence de lien entre la rigidité des membranes et leur résistance.

1 Les variables entrées dans les modéles étaient : age, gestité (quantitatif), parité (quantitatif), primiparité, IMC (quantitatif),
antécédent de prématurité, antécédent de RPM, tabagisme, diabéte gestationnel, origine géographique, niveau socio-
économique
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V. Discussion

La rupture prématurée des membranes est un événement obstétrical fréquent dont la
physiopathogénie est encore mal comprise. Notre étude avait pour objet d’apporter de
nouveaux éléments de compréhension sur d’éventuels liens entre fragilisation mécanique des
membranes et facteurs de risques de rupture prématurée des membranes.

Il est classiquement décrit 4 méthodes de tests mécaniques des membranes foetales (87) :

- Les essais de traction uniaxiale : une traction est appliquée sur le tissu dans un seul
axe ;

- Les essais d'inflation biaxiale : la membrane est bloquée dans un systeme d’anneau
circulaire puis est gonflée jusqu’a rupture par du liquide ou du gaz ;

- Les essais de perforation biaxiale : une sonde est appliquée a une vitesse constante
sur le centre de la membrane maintenue tendue par le méme type d’anneau circulaire
jusqu’a rupture ;

- Les essais de traction biaxiale planaire : la membrane est maintenue dans un plan
planaire avec mise en place de tractions selon des axes x et y simultanément.

La méthode de test la plus populaire ces dernieres années (87) est I'essai par perforation
biaxiale qui simulerait de facon plus réaliste la physiologie intra-utérine avec la pression
appliquée par le liquide amniotique et plus tard le mobile feetal sur la zone de faiblesse
cervicale (88,89). Un des éléments intéressants de cette technique, est que les forces
appliquées diffusent plus ou moins sur les tissus environnants en fonction de la taille de la
sonde. Ainsi une sonde de dimensions plus importantes aura tendance a créer des ruptures a
distance du point de pression, comme lors de tests d’inflation, alors que lors de I'application
d’'une sonde de petite taille, la rupture se produit au contact de la sonde avec peu de diffusion
aux tissus environnants (90). Pour plusieurs auteurs, cette méthode est donc plus
représentative des contraintes in vivo (90-94). Toutefois, la géométrie trés compliquée de ce
type de test rend difficile I'analyse des données et bien souvent la contrainte ¢ et le module
de Young E n’ont pas pu étre calculés par les auteurs. Chua et Oyen (87) avaient néanmoins,
eux, réussi, a 'aide d’'un modele analytique tres complexe (95), a calculer a postériori o et E
a partir des données de ces études. Bien que discutable, nous avons fait le choix de la traction
uniaxiale pour sa simplicité de mise ceuvre, pour la disponibilité de I'équipement et pour sa
proximité géographique avec notre centre de prélévement pour la réalisation de nos tests. De
plus, déterminer expérimentalement la loi de comportement en traction des membranes
(courbes contrainte / déformation) peut présenter un intérét dans l'objectif d’alimenter en
données fiables les logiciels de modélisation numériqgue du comportement mécanique de
certaines parties du corps humain.

Dans notre étude, la contrainte maximale appliqguée avant rupture était en moyenne de 0,178
MPa (DS 0,16 ; médiane : 0,14). Une méta-analyse portant sur d’autres études ayant testé
comme nous I'ensemble de la membrane (sans séparation de 'amnios et du chorion), avec
des méthodes de tests différentes, retrouvaient une valeur plus faible aux alentours de 0,09
MPa pour un age gestationnel > 37SA (87). Toutefois les études analysées utilisaient des
membranes de foetus nés par voie basse et donc déja soumises aux modifications
biochimiques du travail et & une rupture préalable. Plus récemment, Verbruggen et al (96), a
partir des travaux avec tests d’inflation de Buerzle et al (71), ont modélisé par ordinateur une
oMax a 0,145 MPa a 40 SA, ce qui se rapproche des chiffres observés dans notre étude. lls
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notent néanmoins que cette valeur, appliquée a la membrane chorio-amniotique dans son
ensemble, correspondrait en fait a une contrainte appliquée a 0,989 MPa si 'amnios était pris
séparément, ce qui va dans le sens d’une rupture débutante par le chorion.

Dans notre étude, la force maximale avant rupture Fmax était en moyenne a 2,6N (DS : 0,695 ;
médiane : 2,58). Oxlund et al avaient mis en évidence, lors d’essais de traction uniaxiale, une
Fmax bien plus faible & 0,95N lors d’'une étude portant sur les membranes de feetus nés a
terme par voie basse et avaient rencontré des difficultés a tester 'amnios et le chorion
simultanément (70). lls avaient alors reproduit leur expérience avec des membranes de foetus
nés a terme par césarienne programmeée et avaient observé une Fmax plus important & 1,39N
(97). Ces chiffres plus faibles pourraient s’expliquer par le fait que cette équipe réalisait les
tests de tractions en immergeant la membrane dans une solution de Ringer Lactate a
température ambiante (pH 7,4). Nous n’avions pas souhaité immerger ni rincer la membrane
au sérum physiologique car nous avions remarqué, lors de nos essais préliminaires, que les
feuillets chorio-amniotiques avaient tendance a se séparer ; alors que la séparation de ces 2
feuillets participe a l'affaiblissement des membranes (68,69). Cet écart avec nos résultats peut
également s’expliquer par le fait que les membranes foetales sont considérées comme
[égérement anisotropiques, c’est-a-dire que leurs caractéristiques sont dépendantes de la
direction dans laquelle elles sont testées, ce qui aurait un impact sur nos tests de tractions
uniaxiale. Toutefois, en laboratoire, I'effet de cet anisotropie est considéré comme trés
modeste voire inexistant (98,99).

Nous avons retrouvé un module de Young a 1,06 en moyenne (DS : 0,532 ; médiane : 0,96)
mais, comme le font remarquer Chua et Oyen dans leur méta-analyse (87), il est trés difficile
de comparer ce résultat a la littérature en raison de I'hétérogénéité des résultats. Pour
comparaison, Helmig et al, dans leur essai de traction uniaxial, mettaient en évidence un
module de Young a 7,1 MPa pour les 7 membranes foetales obtenues par césarienne
programmeée a terme, et testées sans séparer le chorion et 'amnios (97). Cette difficulté
d’homogénéisation des résultats des différentes études peut s’expliquer par le caractére
viscoélastigue des membranes (88,89). Ce comportement est considéré comme étant
intermédiaire entre un solide et un liquide. La particularité d’'un matériau viscoélastique est que
sa loi de comportement mécanique dépend du temps, et par voie de conséquence, de la
vitesse de sollicitation. |l entraine un délai entre application d’une force sur la membrane et
I'atteinte de son équilibre finale de déformation en réponse a cette force. Ainsi Oyen et al font
remarquer que la réponse charge/déformation n’est pas forcément bien représentée par la
simple de la partie linéaire de la courbe (89). Ce caractére viscoélastique est bien visible sur
la modélisation de nos 3 types de courbes contrainte /déformation. En effet, les membranes
avaient une trés forte capacité de rétractation sur elles-mémes au moment du prélévement
des échantillons. Malgré toutes les précautions prises concernant la reproductibilité de chaque
étape dans la mise en ceuvre du protocole expérimental, notre technique de découpe de la
membrane pouvait conduire & des échantillons de tailles Iégérement différentes compte-tenu
de cette rétractation. Puisque nous nous attachions a laisser le plus souvent possible la méme
longueur de tissu (45mm) entre les 2 mors en début de test, cela pouvait amener a des
membranes trés tendue d’emblée, avec une mise en charge immédiate et une courbe débutant
immédiatement sur le domaine linéaire (courbe orange). A l'inverse, une membrane moins
tendue en début d’essai (sans précharge préalable) mettait plus de temps a atteindre son point
d’équilibre et a se mettre en charge (courbe rouge).

La mesure de I'épaisseur est nécessaire pour la mesure de la contrainte. Nous avons mesuré
'épaisseur des membranes a 355,9 um en moyenne (SD: 99,9 ; médiane : 324). Cette
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mesure s’est faite en dehors des membranes testées mécaniquement sur des coupes
histologiques sur des tissus fixés en paraffine, enroulés sur eux méme puis coupés au
microtome. Ainsi I'épaisseur mesurée en histologie n’était pas forcement la méme que celle
des membranes testées. De plus, I'épaisseur en histologie n’était pas uniforme avec des zones
d’épaisseur différentes sur un méme échantillon ce qui constitue un biais a notre étude. Pour
essayer de réduire ce biais, sans pouvoir s’en affranchir complétement, nous avons essayé,
pour chaque mesure, de prendre la zone la plus reproductible (zone avec le minimum de
décollement entre le chorion et 'amnios ou bien décidue la moins épaisse). Oxlund et al. puis
Helming et al. ont repris dans leur étude la technique de Lavery et al. consistant & mesurer
I'épaisseur des membranes en les placant entre 2 plaques de plexiglass. Ces auteurs
mesuraient ensuite la différence au micrométre entre les 2 plaques avec membranes et les 2
plaques sans membrane (70,97,100). Alors que Lavery et al. décrivaient une épaisseur
moyenne des membranes a terme a 545 um, Helmig et al trouvaient une épaisseur moyenne
a 191 pm. Cette méthode de mesure est néanmoins a risque de sous-estimer I'épaisseur de
la membrane écrasée par le plexiglass. Borazjani et al. ont mesuré I'épaisseur des membranes
en plagant les échantillons sur une plate-forme en acier et les ont analysés avec un profileur
de surface optique sans contact. lls décrivent des valeurs autours de 450 pm (101). La
description classique des membranes par Bourne au microscope électronique de tissus fixés
évoquait des valeurs pouvant atteindre jusqu’'a 480 um (33). Récemment, Zhang et al. ont
utilisé linterférométrie pour calculer I'épaisseur des membranes lors d’essai de tractions
biaxiales planaires. lls ont étudié I'épaisseur membranaire en position initiale et sa variation
au cours du test. L'épaisseur moyenne mesurée dans leur étude en début de test était a 425
pum (102).

Notre étude est, a notre connaissance, la seule qui a cherché a étudier I'impact de facteurs de
risque clinigue de RPM sur la résistance mécanique des membranes fecetales. Bien qu’aucun
lien n’ait été mis en évidence avec notre critere de jugement principal, 'analyse des critéres
de jugements secondaires est compatible avec certains éléments de la littérature.

Les résultats publiés en 2019 d’'une cohorte franco-canadienne de 7866 patientes incluses sur
5 ans retrouvaient un risque de rupture prématuré des membranes en cas : d'IMC < 18,5 (aOR
= 2), de primiparité (aOR = 2,52), d’antécédent de RPM (aOR = 2,75), de faible niveau
d’éducation maternelle (aOR = 2,39) et de diabéte gestationnel (aOR = 1,87) (19). D’autres
auteurs ont décrits comme facteurs de risques un IMC élevé (= 30 ou plus), 'dge maternel ou
encore I'ascendance continentale africaine (14-18).

Nous retrouvons une Fmax plus faible chez nos patientes primipares qui serait en faveur d’'une
résistance plus faible des membranes foetales chez celles-ci. De plus, un nombre
d’accouchements antérieurs élevés s’accompagne d’'une augmentation de la Fmax dans notre
étude ce qui va dans le sens d’'une plus grande faiblesse des membranes chez les patientes
primipares. Toutefois ce résultat n’est pas retrouvé pour cMax ce qui invite a la prudence. Il
est possible que nos effectifs aient été trop faibles pour mettre en évidence une différence
significative. Un biais dans le recueil des épaisseurs des membranes foetales ayant modifié
les calculs de ocMax est une autre explication plausible.

Nous avons mis en évidence une plus grande Fmax chez les patientes avec diabéte
gestationnel. Ce résultat nous parait difficilement explicable sur le plan physiopathologique et
en discordance avec I'étude de Bouvier et al qui le décrivaient eux comme un facteur de risque
de rupture prématurée des membranes (19). Il est possible qu’a terme I'effet sur la mécanique
des membranes soit différent d’avant 37 SA.
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Il ressort de nos résultats que plus I'épaisseur des membranes augmente plus la rigidité
(module de Young) et plus la contrainte maximale avant rupture diminuent. Cet élément peut
s’expliquer possiblement par une répatrtition différente du collagéne et par un infiltrat d’'cedéme
plus important dans les tissus les plus épais mais également par le fait qu’un clivage survenu
entre 'amnios et le chorion fait augmenter I'épaisseur de membrane mais fragilise de ce fait
la membrane. Nous avons retrouvé une épaisseur de membrane significativement augmentée
chez les patientes d’origine géographique sub-saharienne et antillaise. Etant donné que dans
notre étude l'origine géographique n’était significativement pas associée a des modifications
de oMax et Fmax il est difficile de conclure quand a ce paramétre.

L’ascendance continentale africaine a été écrite comme un facteur de risque de RPM dans
des études américaines mais, pour les études s’intéressant de maniére globale a la
prématurité, il n’était retrouvé une augmentation du risque de naissance prématurée que chez
les patientes avec un phénotype de peau noire nées aux Etats Unis et non chez les patientes
immigrées d’origine africaine (103,104). L’origine ethnique est un facteur de risque de
prématurité controversé ou, bien qu’il y ait eu des appariements sur les facteurs de risques
confondants dans les études menées aux Etats Unis, ces résultats ne sont pas retrouvés en
dehors de ce pays, notamment au Canada ou ce facteur de risque n’a pas été démontré (105).
Ces différences observées entre patientes a peau noires d’origine américaine et les patientes
a peau noires d’origine africaine pourrait s’expliquer par le fait que les éléments génétiques
qui déterminent le phénotype de peau noire ne soient pas les mémes que ceux qui sont
responsables de complications obstétricales comme la RPM (106). Cette sensibilité a la RPM
des patientes afro-américaines pourrait s’expliquer par la survenue de mutations dans
plusieurs génes codant pour des protéines impliquées dans l'atténuation de la réponse
immunitaire innée ou la protection de I'héte contre les infections microbiennes et les produits
microbiens (107). Modi et al. ont mis en évidence des mutations non-sens chez les nouveau-
nés de patientes afro-américaines dans les génes DEFB1 et MBL2 qui codent pour des
protéines antimicrobiennes et qui défendent les membranes foetales contre les agents
infectieux (108). Wang et al. ont également travaillé sur le géne SERPINH1 qui code pour une
protéine participant a la synthése du collagéne. Ce géne serait plus fréquemment muté chez
les patientes afro-américaines et prédisposerait a la RPM (109).

Pour parfaire et compléter notre étude, il nous semblerait intéressant de poursuivre notre
travail expérimental portant sur 'analyse des propriétés mécaniques des membranes fcetales
a terme par 'analyse biochimique (collagéne, élastine) de ces membranes selon les facteurs
de risque de RPM que nous avons étudiés. De plus, nous avons fait nos tests sur des
membranes de feetus a terme pour pouvoir tester des membranes non modifiées par le travail
et non dégradées par I'accouchement voie basse ; et celles-ci ont peut-étre un comportement
différents des membranes des foetus non a terme.
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Conclusion

La rupture prématurée des membranes est un évenement obstétrical fréquent dont la
physiopathologie est a ce jour incomplétement comprise.

Nous avons mis en évidence une plus grande fragilité mécanique des membranes chez les
patientes primipares pouvant expliquer la plus grande fréquence des ruptures prématurées
des membranes avant terme chez ces patientes.

Nous n’avons pas mis en évidence d’'impact sur la résistance des membranes feetales de 'age
maternel, de I'IMC, du tabagisme en cours de grossesse, de lorigine géographique
européenne ou sub-saharienne ou bien encore du niveau socio-économique.

Nous avons retrouvé une plus grande fragilité des membranes, et une baisse de leur rigidité,
guand leur épaisseur augmentait.
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Influence des facteurs de risque de rupture prématurée des membranes sur la
résistance élastique des membranes fcetales a terme

Objectifs : La rupture prématurée des membranes avant 37 semaines d’'aménorrhée est une
complication obstétricale fréquente. L'objectif de notre travail était d’étudier la résistance
mécanique des membranes foetales chez les femmes porteuses d’un facteur de risque clinique
de rupture prématurée (RPM).

Méthodes : Nous avons réalisé une étude descriptive de janvier a mai 2022. Nous avons
inclus les patientes devant bénéficier d’'une césarienne programmeée a terme et pour chaque
patiente nous avons recueilli la contrainte maximale (cMax), la force maximale (Fmax) et le
module de Young lors d’essais de traction unixiale sur les membranes fcetales ainsi que
I'épaisseur membranaire. Nous avons comparé les valeurs obtenues en fonction de certains
facteurs de risques cliniques de RPM tels que I'age, ''MC, la gestité, la parité, la primiparité,
un antécédent de rupture prématurée ou de naissance prématurée, un tabagisme, un diabéte
gestationnel, 'origine géographique et le niveau socio-économique.

Résultats : Nous avons analysé 31 patientes. Nous n’avons pas mis en évidence de lien entre
les facteurs de risque étudiés et notre critere de jugement principal cMax. Nous trouvons une
Fmax plus faible chez les patientes primipares (p=0,02) mais augmentant avec la parité des
patientes (p=0,005). Le diabéte gestationnel est associé a une Fmax plus élevée (p=0,033).
L’origine géographique sub-saharienne est associée a une épaisseur plus importante
(p=0,0043). Nous avons mis en évidence que plus I'épaisseur membranaire augmente, plus
la cMax (p=0,009) et le module d’élasticité diminuent (p =0,037).

Conclusion : Les patientes primipares semblent avoir une résistance mécanique des
membranes plus faible que les patientes ayant eu un ou plusieurs accouchements. Sur le plan
mécanique, les membranes les plus épaisses sont plus fragiles et moins rigides.

Mots-clés : rupture prématurée des membranes ; facteur de risque ; biomécanique

Influence of risk factors for preterm premature rupture of the membranes on the elastic
resistance of term fetal membranes

Objectives: Preterm premature rupture of the membranes (PPROM) is a frequent obstetric
complication. Our study analyzed the link between women with a clinical risk factor for PPROM
on the mechanical resistance of the fetal membranes.

Methods: We performed a descriptive study concerning women with elective caesarean
delivery from January 2022 to May 2022. We collected the maximum stress (oMax), the
maximum force (Fmax) and elastic modulus during unixial tensile tests and membrane
thickness in histology. We compared the values according some risks factors of PPROM: age,
BMI, gestation, parity, primiparity, history of premature rupture or premature birth, smoking,
gestational diabetes, geographical origin and socio-economic level.

Results: We analyzed 31 patients. We did not highlight any link between the risk factors
studied and our primary endpoint cMax. We demonstrated that the more the thickness
increases, the more cMax (p=0.009) and the modulus of elasticity decrease (p=0.037). We
found a lower Fmax with primiparity (p=0.02). Furthermore, it increases with patient parity
(p=0.005). In our study, gestational diabetes is associated with higher Fmax (p=0.033). The
sub-Saharan geographical origin was associated with a greater membrane thickness
(p=0.0043).

Conclusion: Primiparous women probably have lower mechanical resistance of the
membrane than women who have had one or more deliveries. Mechanically, the thickest
membranes are weaker and less stiff.

Keywords: preterm premature rupture of the membranes; risk factors; biomechanical




