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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Introduction

Ce travail a été effectué au sein du groupe de recherche Dysfonctions Vasculaires et de
I'Hémostase appartenant a I’unité INSERM U1059 SAINBIOSE.

Les travaux qui vont vous étre présentés s’inscrivent dans la continuité du travail engagé par le
Professeur Céline Chauleur au sein du groupe de recherche sur la thrombose axé sur le theme

global de thrombose et grossesse.

Description des travaux de recherche du service

Sur cette thématique, les travaux de recherche se sont organisés autour de trois axes principaux.

- Laprévention :

La prévention de la survenue d’une maladie veineuse thrombo-embolique (MVTE) en cours de

grossesse a été et est I’objet de travaux au sein du DVH.

Etude STRATHEGE : Le Professeur Chauleur a mené a bien un PHRC dont I’objectif était de
proposer une thérapeutique anti-thrombotique adaptée avec [’utilisation d’un score
STRATHEGE validé par une méthode Delphi pour la prévention de la MVTE lors d’une

grossesse.

1% étape : Elaboration d’un score d’estimation du risque thromboembolique et/ou du risque de

pathologie vasculaire placentaire chez des femmes enceintes.

2°M ¢étape : Evaluation prospective multicentrique d’une stratégie thérapeutique anti-
thrombotique chez des femmes enceintes a risque thromboembolique et/ou a risque de
pathologie vasculaire placentaire, stratégie déterminée a 1’aide d’un score d’estimation du

risque.

Etude HIGHLOW : Le Professeur Chauleur avec le Docteur Andréa Buchmuller ont obtenu un
financement au PHRC 2014 pour cette étude dont I’objectif est de comparer 1’efficacité et la

tolérance d’une dose intermédiaire d’HBPM adaptée en fonction du poids versus une faible

14
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dose fixe d’HBPM chez des patientes a haut risque de récidive de MVTE. Il s’agit d’une étude

internationale.

- Laprédiction
Nous nous intéressons aussi a la prédiction des pathologies vasculaires placentaires (PVP).

Etude ANGIOPRED: Etude financée par un AOL en 2008. Prédiction du risque de pathologie
vasculaire placentaire et de maladie thromboembolique veineuse : place des facteurs
angiogéniques, de I’hémostase et de 1’écho-Doppler utérin. Il s’agit d’une étude de cohorte
prospective multicentrique de 200 patientes a haut risque de récidive de pathologies vasculaires

placentaires.

Etude VOLUPLA : Evaluation du volume placentaire en échographie pour la prédiction de la

survenue d’une PVP.

VOLUPLA 1 : Etude monocentrique prospective de cohorte ayant inclues 40 patientes dont
I’objectif était d’¢tudier le volume placentaire mesuré en échographie 3D et les taux
plasmatiques de D-Dimeres et de sEPCR (soluble endothelial protein C receptor) pour la

prédiction du risque de pathologies vasculaires placentaires.

VOLUPLA 2 : Etude prospective monocentrique de cohorte, réalisée au CHU de Saint Etienne
sur 1000 patientes de mai 2012 a juin 2016. Objectifs : (1) Etablir une courbe de référence du
volume placentaire en fonction de 1’age gestationnel, entre 12 et 22 SA (2) Evaluer le volume
placentaire mesuré a 12, 16 et 22 SA comme facteur prédictif du risque de pathologie vasculaire
placentaire chez des patientes a bas risque (3) Evaluer les facteurs influencant le volume
placentaire.

- Le traitement

Etude GROWTH : Héparine de bas poids moléculaire pour le traitement du retard de croissance
intra-utérin d’origine vasculaire. Essai randomisé multicentrique. Objectif principal : Evaluer
I’efficacité d’un traitement par énoxaparine a dose préventive administrée du diagnostic de
RCIU vasculaire jusqu’a a 36SA ou a I’extraction feetale, pour réduire le nombre de nouveau-

nés ayant un poids de naissance inférieur au 10éme percentile.
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Description de mes travaux :

Les travaux qui vont vous étre présentes sont le fruit de mon implication dans ces différentes

études au cours des trois derniéres années :
Etude ANGIOPRED :

- Analyse des facteurs angiogéniques : dans le cadre de mon master 2 recherche, j’ai réalisé les
dosages des deux facteurs angiogéniques SfLt1 et SEng au sein du laboratoire d’hématologie
du CHU de Nimes. L’analyse du dosage de ses facteurs angiogéniques a conduit a la rédaction

d’un article soumis.

- Analyse du TFPI : le dosage et I’analyse du TFPI dans cette population avait fait 1’objet du
mémoire de master 1 du Docteur Aurélie Di Bartoloméo. En retravaillant les données, j’ai
rédigé I’article qui a été accepté dans PLOS ONE Tissue factor pathway inhibitor for prediction
of placenta-mediated adverse pregnancy outcomes in high-risk women: AngioPred study.

- Analyse des données échographiques : L’intégration des données des facteurs angiogéniques
issues de mon travail de master 2 et des données d’échographie a 22SA a fait I’objet du mémoire
de DIU de grossesses pathologiques de Tiphaine Semay. Nous avons ainsi essayé d’évaluer
I’apport de ces deux examens biologique et échographique pour la prédiction du risque de

survenue de PVP.

- Sur ces mémes patientes d’autres dosages ont été réalisés notamment de facteurs de
I’hémostase. Je termine 1’analyse des données de la valeur prédictive des D-dimeéres et du temps
de génération de thrombine. L’objectif est de pouvoir intégrer toutes ces données aux données

cliniques dans un modele prédictif de ces PVP.

- J’ai également obtenu une bourse de recherche de I’association AIRE pour réaliser un dosage

de vitamine D sur les échantillons conservés en biothéque.
Etude VOLUPLA :

VOLUPLA 1 : L’étude VOLUPLA qui a fait ’objet de la thése du Docteur Fanget. Parmi les
40 patientes evaluées a 12, 16 et 22SA, 11 patientes ont presenté une pathologie vasculaire

placentaire. Les résultats préliminaires mettaient en évidence un lien entre le volume placentaire
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et la survenue d’une PVP mais ces résultats étaient connus de la littérature. Nous avons alors
travaillé sur des paramétres plus orignaux : la SEPCR et les D-Dimeéres. Nous avons mis en
évidence un lien entre le volume placentaire et le taux de D-diméres ce qui n’avait jusqu’alors
pas eté décrit. L’article a été publié dans PLOS-ONE. Relationship between plasma D-dimer
concentration and three-dimensional ultrasound placental volume in women at risk for placental

vascular diseases. Monocentric prospective study.

VOLUPLA 2 : Le Dr Fanget a obtenu le financement, construit et mis en place 1’é¢tude. Nous
avons terminé les inclusions de 1000 patientes en 2016 et parachevé le recueil des données. J’ai

participé aux inclusions, effectué 1’analyse des données et la rédaction de I’article.
Etude GROWTH :

J’ai élaboré le protocole d’étude qui a été retenu au PHRC régional 2015. Je suis le médecin

responsable coordinateur de 1’étude. Sept centres participent a 1’étude.

Dans les travaux qui vont vous étre présentés, nous nous sommes intéressés a la prédiction de
la survenue des PVP et a leur traitement. Ce document est divisé en deux parties distinctes une
partie bibliographique qui vise a remettre le travail effectué dans son contexte scientifique et

une partie expérimentale.
La partie bibliographique est elle-méme divisée en cing chapitres :

- Le premier chapitre s’intéresse a la définition et a I’épidémiologie des PVP

- Le deuxieme chapitre expose la physiopathologie de ces pathologies

- Le troisieme chapitre reprend les différents travaux sur la prédiction des PVP
- Le quatrieme chapitre parle de la prévention de la survenue de ces pathologies

- Le cinquieme chapitre traite du traitement de ces PVP.
La partie expérimentale correspond aux articles, publiés ou soumis, issus des travaux décrits.

L’ensemble du travail est enfin discuté dans une derniére partie et les études envisagées pour le

poursuivre y sont évoqueées.
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1. Définition et épidémiologie des PVP

Les pathologies vasculaires placentaires (PVP) correspondent & un groupe hétérogéne de
désordres multi-systémiques.

1.1 Versant maternel

Ces pathologies peuvent étre d’ordre maternel (pré-éclampsie (PE), éclampsie, hématome rétro
placentaire (HRP), hemolysis elevated liver enzymes low platelets (HELLP) syndrome). La
prééclampsie est définie d’aprés la ISSHP (International Society for the Study of Hypertension
in Pregnancy criteria) comme la survenue d’une hypertension artérielle aprés 20 semaines
d’aménorrhée (SA) avec une systolique > 140mmHg et/ou une diastolique > 90mmHg
retrouvée sur 2 mesures, associée a une protéinurie > 0,3g/24 h ou > 1 + a la bandelette urinaire
a 2 reprises sans infection urinaire associée (1). Elles sont fréquentes puisque la pré-éclampsie
complique entre 2 et 3% des grossesses (2). Elles sont aussi graves puisqu’elles sont
responsables en grande partie de la morbi-mortalité materno-feetale et contribuent de fagon
majeure aux naissances prématurées (2,3). La PE s'accompagne d'un accouchement prématuré
dans 15 a 67 % des cas, de retard de croissance intra-utérin (RCIU) dans 10 a 25 % des cas et
d'une mortalité néonatale de 1 a 2 % (4). La symptomatologie de la pré-éclampsie associant
céphalées, douleurs épigastriques, troubles visuels, cedémes, prise de poids... est souvent
brutale, de méme que son évolution vers des formes plus séveres : insuffisance rénale, cedéme

cérébral, hémorragies, cedéme aigu du poumon, HELLP syndrome ou crise d’éclampsie.

1.2 Versant feetal

Outre les complications maternelles, I’hypoperfusion placentaire induite peut étre responsable

de désordres foeto-placentaires (RCIU, mort feetale in utero (MFIU), fausses couches

spontanées a répétition (FCS)). Le college national des gynecologues obstétriciens francais
(CNGOF) a émis des recommandations sur le retard de croissance intra-utérin en Décembre
2013 (5). Le petit poids pour 1’age gestationnel (PAG) est ainsi défini par un poids isolé
(estimation de poids feetal (EPF) ou poids de naissance) inférieur au 10°™ percentile. Le RCIU
correspond le plus souvent a un PAG associé¢ a des arguments en faveur d’un défaut de
croissance pathologique : arrét ou infléchissement de maniére longitudinale (au moins 2

mesures a 3 semaines d’intervalle) ou une altération du bien-étre feetal : diminution des
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mouvements feetaux, anomalies des dopplers, oligoamnios (6). Ce seuil du 10°™ percentile est
recommandé également par 1’ American College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG)

(7). 10% des grossesses se compliquent par définition d’un PAG.

Quatre-vingts a 90 % des RCIU sont d’origine vasculaire (5). L’argument majeur pour une
origine vasculaire repose sur les anomalies de compliance des artéres utérines maternelles :
élévation des index de résistance des arteres utérines, diminution du flux diastolique et présence
de notchs au-dela de 24 SA. L’analyse est subjective (présence de notchs) et objective (index
de pulsatilité >1.45) (8). L’examen doppler des artéres utérines au deuxiéme trimestre apparait
étre I’examen le plus précoce et le plus sensible pour le dépistage des pathologies vasculaires
placentaires (9). L’index de résistance ombilical feetal est également un bon reflet de la fonction
placentaire (10). La diminution du flux diastolique apparait lorsque plus de 30% de la
vascularisation choriale est endommagée. La disparition complete du flux diastolique
correspond généralement a des dommages supérieurs a 60% (11,12). Les autres arguments
sont : le caractére asymétrique du RCIU, les anomalies de structure et de volume placentaire,
et I’oligoamnios (13). Le RCIU dit vasculaire est le plus souvent dysharmonieux (rapport
périmétre céphalique/périmétre abdominal inférieur au 10°™ percentile), le paramétre
biométrique le plus touché est le périmetre abdominal, le pdle céphalique étant conservé par le

phénomene d’épargne céphalique.

Le retard de croissance intra-utérin (RCIU) représente la troisieme cause de mortalité périnatale
en France et est associée a une morbidité importante (14). Le RCIU augmente le risque de
complication gestationnelle, la morbidité néonatale et la mortalité néonatale (15). Pour des
poids de naissance inférieur au 10°™ percentile pour I’Age gestationnel, le risque de décés
néonatal est doublé par rapport au poids normaux et se situe a 1.5% (16). Les études
épidémiologiques ont démontré que les feetus présentant un RCIU étaient prédisposés au
développement de troubles cognitifs mineurs, de difficultés scolaires dans 1’enfance et de
syndrome métabolique a I’dge adulte (obésité, diabéte de type 2, pathologies et accidents
cardio-vasculaires) (17,18). L’étude multicentrique prospective observationnelle PORTO a
évalué la valeur pronostique des différents parameétres échographiques sur la morbidité et la
mortalité périnatale. 1116 feetus présentant un petit poids pour ’age gestationnel (EPF<10°™
percentile) ont été inclus. Les anomalies du doppler ombilical et 1I’estimation de poids feetal
<3%me percentile étaient les plus fortement corrélé aux complications périnatales. Parmi ces

feetus dont I’estimation de pois feetal était <10°™ percentile, 28% des feetus ont été admis en
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soins intensifs néonataux, 5.2% ont présenté une complication majeure et 0.7% n’ont pas

survecu (19).

Les PVP sont des pathologies fréquentes et graves qui peuvent étre d’ordre maternel dont la

principale entité est représentée par la pré-éclampsie et d’ordre foetal avec principalement le

retard de croissance intra-utérin. Ces deux pathologies peuvent survenir indépendamment ou

étre associées.

2. Physiopathologie des PVP

La physiopathologie des PVP est particulierement bien expliquée dans les cours du MOOC pré-

éclampsie (https://www.fun-mooc.fr/courses/course-v1:USPC+37009+session01/about) dont

le cours a été publié dans la Presse Médicale par 1’équipe du Pr Tsatsaris (20).

2.1 Description des modifications placentaires et de I’endothélium maternel

2.1.1 1°¢étape = défaut de remodelage vasculaire utérin

La majorité du flux sanguin de ’utérus provient des artéres utérines. Au cours de la grossesse,
le flux sanguin utérin est multiplié par 10 en lien avec I’invasion trophoblastique des artéres

spiralées et une augmentation de 50% de la volémie maternelle.
Invasion trophoblastique normale

Les cellules du cytotrophoblaste vont envahir la caduque et le myometre, ainsi que la lumiére
des arteres spiralées. Cette invasion de la paroi des vaisseaux maternels par le cytotrophoblaste,
conduit & la destruction des cellules musculaires lisses et au remplacement partiel des cellules
endothéliales. Elle est responsable de la modification des caractéristiques d'élasticité des arteres
spiralées, permettant I'adaptation de la vascularisation de l'unité foeto-placentaire a la

croissance rapide du feetus (figure 1).
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Figure 1: Illustration de I’invasion trophoblastique physiologique des artéres spiralées.

http://www.embryology.ch/

Deux conséquences vont decouler de ses modifications : (1) La tunique de I’artére devient
atone, insensible aux éléments vasoactifs permettant ainsi une perfusion facilitée de la chambre
inter-villeuse. (2) Cette modification physiologique permet une augmentation du calibre des
arteres spiralées autorisant une augmentation progressive du débit sanguin adaptée aux besoins

en cours de grossesse.
Invasion trophoblastique anormale

La Iésion primitive a d’abord été décrite comme un déficit d’invasion du trophoblaste vers les
arteres spiralées utérines maternelles durant le second trimestre de la grossesse (21). Il en résulte
un défaut de remodelage avec persistance des cellules musculaires lisses et non remplacement
des cellules endothéliales par les trophoblastes (22). Cette anomalie de I’invasion

trophoblastique est illustrée par le figure 2.
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Normal

Figure 2 : Comparaison de I’invasion des artéres spiralées dans une grossesse normale et dans
une grossesse marquée par une pré-éclampsie (23).

La conséquence est que les arteres ont un calibre plus petit avec persistance de leur pouvoir

vasoconstricteur entrainant un défaut de perfusion du placenta.

Les pathologies vasculaires placentaires se caractérisent par une étape pré-clinique consistant

en un défaut d’invasion trophoblastique des artéres spiralées conduisant a une hypoxie

placentaire.

2.1.2 2%™ étape = hypoxie placentaire entrainant une dysfonction placentaire

L’hypoxie placentaire va se traduire par des anomalies morphologiques visible en
anatomopathologie. L.’examen anatomopathologique des placentas de grossesses compliquées
de RCIU a mis en évidence une association de Iésions multiples. Salafia et al. ont notamment
mis en évidence 5 grands types d’anomalies : (1) absence ou adaptation incomplete de la
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vascularisation utéroplacentaire, (2) nécrose fibrinoide / athérome, (3) présence de
trophoblastes  endovasculaires, (4) thromboses utéroplacentaires, (5) vascularite

utéroplacentaire chronique (24-26).

11 existe également une augmentation de I’index mitotique, une augmentation de 1’épaisseur du

syncytium et des marqueurs d’hypoxie (27).

L’hypoxie placentaire entraine une dysfonction placentaire dont les mécanismes précis sont

encore discutés.

2.1.3 3™ étape= maladie endothéliale maternelle

Dysfonction de I’endothélium maternel

La souffrance placentaire résultante induirait le largage de médiateurs dans la circulation
maternelle, responsable du développement d’une réponse endothéliale vasoconstrictrice
inadaptée, et du syndrome clinique et biologique développé par la mére lors de la pré-éclampsie.
L’activation des plaquettes et du systeme de la coagulation peuvent survenir tét lors de
I’installation de cette pathologie, avant que les symptdmes cliniques ne se développent (28). Un
déficit de production intravasculaire de prostacycline, vasodilatatrice et anti-agrégante
plaquettaire, et un exces de production de thromboxane A2, vasoconstricteur et pro-agrégant

plaquettaire, a pu étre argumenté (29,30).
Déséquilibre de la balance des facteurs angiogéniques

Un déséquilibre de la balance des facteurs angiogéniques pourrait étre responsable de la
dysfonction endothéliale maternelle. Ce déséquilibre serait secondaire a I’hypoxie placentaire.
Le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) est un mitogéne spécifique des cellules
endothéliales et joue un réle de promotion de 1’angiogenése. La sFIt1 (soluble Fms-like tyrosine
kinase) est un récepteur capable de se lier au VEGF et au PIGF (placenta Growth Factor) et
ainsi d’antagoniser leur action. Les études confirment qu’un exces de sFltl induit un état anti-
angiogénique dans le sérum des femmes atteintes de pré-éclampsie, qui peut étre levé par
I’apport exogene de VEGF et de PIGF. (31) Une augmentation de la sFltl et une diminution
du PIGF sont retrouvées en cas de pré-éclampsie et I’amplitude de ces anomalies biologiques
serait corrélée a la sévérité des pré-eclampsies et retards de croissance intra-utérins. (32,33)

Mais la valeur absolue de ses protéines varie selon les études. Ces anomalies biologiques
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seraient également présentes en cas de morts feetales in utero (34) et en cas de fausses couches
spontanées (FCS > 2) idiopathiques. (35) A partir de ces premiers résultats, d’autres protéines
placentaires ont été étudiées comme la soluble endoglin (S Eng) dont la présence en exces
entrainerait des dysfonctionnements endothéliaux responsables de pré-éclampsie (31,36,37) et
de retard de croissance intra-utérin. (38) Ces anomalies biologiques semblent précéder
I’apparition des PVP et pourraient donc permettre de prédire le risque de survenue de ces
pathologies. Le rdle prédictif du dosage de sFlt1, sEng et PIGF chez les femmes a haut risque
a également été décrit (39,40).

La littérature sur le sujet place les facteurs angiogéniques a différents niveaux de la prise en
charge (1) prédiction du risque de survenue d’une pré-éclampsie dans une population a bas
risque, (2) prédiction du risque de survenue d’une pré-éclampsie dans une population a haut
risque, (3) en cas de suspicion d’une pré-éclampsie ¢’est-a-dire au moment de I’événement. Peu

d’études s’intéressent se sont intéressées aux facteurs angiogéniques en cas de RCIU.

Au total, les modifications conduisant aux pathologies vasculaires placentaires sont résumées

dans la figure 3.

HTA, protéinure
Maladie HEWP
endothéliale
cwvo
Eclampsie
Débris syncytiaue
-Acides gras bbres
-SVEGFR-1
-Radicaux libres axydés
Cytokines
Oefau de Wi
(g sle villeux
remodelage Hypoperfusion (hyposie, hypaxie-réceyadnation,
vasculaire utérin stress oxydant)
Foetus
ROU, MFR
Placenta
Hypotrophie, Infarctus
8- 165A 22 -40SA

Figure 3 : Schéma de la physiopathologie de la pré-éclampsie. Lecarpentier et al. (20)
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2.2 Une pathologie mais deux entités

Deux formes de pré-éclampsie peuvent étre distinguées :

- la forme précoce ,ou Early Onset, survenant avant 34SA qui pourrait étre secondaire a

une anomalie de la placentation avec altération de la balance angiogénique. Cette forme

concerne les patientes avec un age avancé, hypertendues chronique, ou d’origine afro-

caribéenne. La mortinatalité est augmentée (OR 5,8 [4,0-8,3]) ainsi que la morbidité
sévere et la mortalité périnatale (OR 16,4 [14,5-18,6]) (41).

- la forme tardive, ou Late Onset, survenant apres 34SA avec une placentation normale

mais sur un terrain a risque cardio-vasculaire (42). Cette forme concerne plus souvent

les patientes jeunes, nullipares, ou avec un diabéte. Elle ne s’accompagne pas

d’augmentation de la mortinatalité mais d’une morbi-mortalité modérément accrue (OR
2,0 [1,8-2,3]) (41).

Ces différences sont illustrées par la figure 4 (43).

1.

Failed placental site
vascular remodeling

Maternal Maternal
“constitutional “constitutional
factors” factors”

Early Onset Term

Preeclampsia

Preeclampsia

2.
Failed placental site =~ Maternal
vascular “constitutional
remodeling factors”

e

)

=—1B] |

Figure 4: Différences de physiopathologie entre les PVP précoces et tardives. Roberts et al.

(43)

3. Prédiction du risque de survenue d’une PVP

En utilisant les criteres de recherche « preeclampsia AND prediction » dans pubmed, nous

obtenons 1154 réponses dont 31 méta-analyses. Cette abondance refléte a la fois I’intérét pour

le sujet mais aussi la difficulté a obtenir un mod¢le satisfaisant, ainsi que 1’hétérogénéité des

tests et des populations étudiees.
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3.1. Parametres cliniques

Les facteurs de risque cliniques de PVP sont connus et ont été utilisés dans des scores ou
nomogrammes pour tenter de prédire la survenue ultérieure de la pré-éclampsie. Les principaux
parametres cliniques ressortant dans la littérature comme des facteurs de risque sont: les
antécédents, le poids et I’indice de masse corporelle (IMC), la pression artérielle.

Une cohorte récente sur plus de 110 000 patientes de 1’équipe de Nicolaides et al. a confirmé
ses différents facteurs de risque (tableau 1) (44).

Tableau 1 : Principaux facteurs de risque de PVP (44)

Maternal and pregnancy characteristics in the screening population
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La pression artérielle moyenne mesurée dans des conditions standardisées entre 11 et 13 SA
présente pour un taux de faux-positifs de 10%, un taux de détection des PE précoces de 74%,
des PE tardives de 63% et des PE globales de 49%. En ajoutant une deuxiéme mesure entre 20

et 24SA, les taux de détection passent respectivement a 84, 66 et 53% (45).

En utilisant une association de facteurs maternels (caractéristiques maternelles et histoire
médicale), le taux de détection est de 40% des PE totales, 48% des PE avec naissance avant
37SA et 54% en cas de naissance avant 34SA avec un taux de 11% de faux positifs. Cette valeur
prédictive positive est mauvaise et ces facteurs utilises seuls ne sont pas utilisables en pratique
clinique (tableau 2) (44).

Tableau 2 : Valeur prédictive d’un nomogramme basé sur des caractéristiques cliniques (44)
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Les auteurs ont mis en évidence que ses parametres cliniques influencent également le délai a

I’accouchement en cas de pré-éclampsie (figure 5) (44).

Effect on mean time to delivery with preeclampsia
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Figure 5 : Effet des différents facteurs de risque sur le délai a I’accouchement en cas de pré-
éclampsie (44)

3.2. Parametres échographiques

3.2.1 Mesure du Doppler utérin

La mesure du Doppler des arteres utérines se fait par voie abdominale la plupart du temps, la
voie vaginale peut étre utile en cas d’obésité maternelle. L’artére utérine nait de 1’artére iliaque
interne et remonte latéralement le long du corps utérin. A I’aide du Doppler couleur en mode
pulsé sur le bord latéral de 1’utérus, 1’artere est repérée a 2 - 3 cm en dedans des épines iliaques.
La mesure du spectre se fait au-dessus de la crosse de I’artére utérine, sur sa partie verticale au
premier trimestre. Au deuxiéme et troisieme trimestre la mesure se fait sur la portion
ascendante, au croisement de 1’artére utérine et de 1’artére iliaque externe. Un flux parallele au
faisceau d’ultrasons a moins de 45° est recherché (18). Au premier trimestre, la mesure doit
étre réalisée en latérocervicale de fagon bilatérale. Par un mouvement de translation latérale,
I’artére utérine est repérée le long du col utérin a la hauteur de son orifice interne. La fenétre du

Doppler est positionnée dans I’axe du vaisseau a la partie verticale de I’artere utérine juste au-
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dessus de sa crosse. Les criteres de qualité de la mesure du Doppler utérin au premier trimestre

sont résumés dans le tableau 4 (46).

Tableau 3 : Criteres de qualité de la mesure des Dopplers des artéres utérines au premier
trimestre (46)

Critéres majeurs
Coupe para-sagittale : visualisation de la vessie, du col utérin et mesure
4 la hauteur de lorffice interne du col*
Angle dinsonation < 30°
Vitesse du flux > 60 emfs

Critéres rmineurs
3 a 5 complexes visualisés a I'écran
Réglage satisfaisant du gain et de la PRF
Précision de la mesure : position correcte des calipers de
vitesse systolique et diastolique. Dessin correct de ['enveloppe
spectrale (& autotrace » ou man el le)
Matdh utérin : interprétation correcte de sa présence ou de son
absence, le notch « pertinent » correspondant & un grade = 2
(flux vélésystolique = au flux télédiastolique)

PRF : Rulte Repetiion Frequency.
* La eoupe éant para-sagittale "orifice interne du eol n'est jamals visualisable
sur e cliché.

La courbe de Doppler utérin est unique et évolue au cours de la grossesse. En début de
grossesse, le flux sanguin est faible et les résistances vasculaires élevées donnant au signal
Doppler une diastole faible et une incisure proto-diastolique. Avec 1’invasion trophoblastique
et la modification des artéres spiralées, la perfusion placentaire augmente et la circulation utéro-
placentaire devient a haut débit avec de faible résistance. Il existe alors une disparition du notch
et une augmentation du flux diastolique. Lorsque 1’invasion trophoblastique est pathologique,
les résistances vasculaires sont augmentées et la perfusion placentaire est donc diminuée (47).

La classification des notchs utérins est illustrée sur la figure 6.
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Figure 6 : Schéma illustrant la classification des notchs. Notch de grade 1: profondeur de
I’incisure télésystolique au-dessus du flux telédiastolique (courbe rouge). Notch de grade 2 :
profondeur de I’incisure télésystolique au méme niveau que le flux télédiastolique (courbe
verte). Notch de grade 3: profondeur de I’incisure télésystolique au-dessous du flux
télédiastolique (courbe bleu clair). Notch de grade 4 : rapport A/C supérieur a 3 (courbe bleu
fonceé). (46)

3.2.2. Doppler utérin au deuxiéme trimestre

De multiples études ont évalué I’intérét de 1’analyse du Doppler des artéres utérines pour le

dépistage de la pré-éclampsie.
Population a bas risque

Dans la méta-analyse de Cnossen et al., le Doppler des artéres utérines lors de 1’échographie du
2°™¢ trimestre, réalisé dans une population a bas risque présente une sensibilité d’environ 40 %
pour 10% de faux-positif pour la pré-éclampsie. La performance pour le retard de croissance
intra-utérin n’est pas meilleure avec des sensibilités proche de 30% (tableau 4) (9). La valeur
prédictive positive pour la PE dans une population a bas risque varie entre 20 et 25% (48).

De ce fait, si un tel dépistage était préconisé dans une population a faible risque, moins d’un
quart des patientes ayant une anomalie des Dopplers utérins développerait effectivement une
pré-éclampsie ou une autre pathologie vasculaire placentaire. La majorité des patientes ainsi
dépistées serait donc soumise a une surveillance spécifique potentiellement anxiogéne et ne
développerait cependant aucune pathologie. Par ailleurs, la VPN élevée en cas de normalité des
Dopplers utérins n’a guére d’intérét clinique vu la faible prévalence de la pré-éclampsie dans

cette population (de I’ordre de 3 a 5 %).
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Tableau 4 : Valeur prédictive des anomalies du Doppler utérin au deuxiéme trimestre dans
une population a bas risque (9)

Ma. of Wa. of SansiTivity Specificiy Pasitive |Eelihood Megarive Hkelihood
Doppler indax" STLIES WATHTIET (955 00), % (95X CI), X ravho (955 Clj ramie [(95% CI)
Second trimester
Overall pre-eclampsia
Resistance mdex [> 0.58
or %0th Centie] 11 3ITE 74 (62-86) 79 [(71-87) 3.5 (2.1-4.B) 0.33 [(0.15-0.48)
Resistance index (= 0.70
or ¥5th centile] | 346 A1 (18-67) BE (B4-%1) 14 [1.7-57) OLET [0.42-0.90)
Pulsarility index T & 130 47 (25-58) 91 (B 96) 4.5 [1.7-7.3) 0.64 [0.47-0.82)
Ellaceral notching 7 36 965 43 [26-60) 93 (30T 6.5 (4.387) 061 [0.44-0.79)
Unilateral noching & BOG 3% [23-55) 92 [8B-95) 4.6 [1.37.9) 0.6T [0.480.86)
ANy natching B 4 205 74 (60-87) B4 [7E-92) 4.6 (2.07.3) 0.3 [0.15-0.48)
Resistance index or
noaching T B151 T (62-95) 83 [73-92) 4.5 [2.6-6.5) .16 (0.080.44)
Resistance ndex and
niotchineg 5 1654 T2 (4896 87 [79-%6) 5.6 (3.1-8.1) 0.32 (0.07-0.58]
Pulsarility index or
notching k3 18 563 A7 (44-51) 92 [8B-%6) 57 (2.9-8.4) 0.57 [(0.53-0.62)
Pulsarility index and
notching 1 17% 23 [14-35) 99 [9B-99) 7.5 {5.4-10.Z) 0.59 [0.47-0.71)
5D ravie 2 672 TE (BE-B4) 71 [(62-80) L6 (1.8-3.5) 0.34 [0.22-0.46)
AFC rana 3 1284 T4 (62-B6) 82 [71-92) 4.0 (2.457) 0.32 (0.20-0.43)
Haotch incex z B1% 12 {%-15) B6 [81-90) 0.8 {0.51.2) 1.00 [0.96-1.10)
57D or natching 2 1083 18 [18-37) BE [B4-92) 4 [1.2-1.5) 0LEZ (0.70-0.94)
Severe pre-eclampsia
Pulsarility index 1 15 392 T8 (B&-8T) 95 [4-95) 15.6 (13.3-17.3) 0.13 [0.15-0.35)
Bllateral notching 1 4 149 65 [38-B6) 95 (7496} 13.4 (B.517.4) 0.37 (0.18-0.62)
Ay notching | 4 149 TE (50-93) 85 (B4-BE) 50 {3.45.9) 0.28 [0.11-0.56)
Resistance mndex or
niotchineg 1 1058 TS (B0-92) 85 [B3-86) 5.3 (4.0-6.0) 0.24 [0.12-D.45)
57D ravio 1 122 100 (55-100) T4 [65-82) 3.5 [1.%3.9) 011 [0.01-0.65)

Une étude récente de Garcia et al. (UTOPIA study) a mis en évidence qu’un index de pulsatilité
moyen (moyenne des deux vaisseaux) supérieur au 90°™ percentile (>1,40) permettait la
détection de 59% des PE précoces et de 60% des RCIU précoces avec un taux de faux positifs
de 11,1% (tableau 5) (49).

Tableau 5 : Performance de I’IP moyen >1,40 entre 19 et 24SA (49)

Outcome Sensitivity (95% CI) (%) Specificity (95% CI) (%) LR+ (95% CI) LR- (95% CI)
PE = 34 weeks 58.6 (38.9-76.5) 88.7 (87.8-89.5) 5.18(3.7-7.1) 0.47(0.3-0.7)
PE = 34 weeks 38.4(30.4-46.7) 89.1 (88.3-89.9) 2.33(1.7-3.2) 0.84 (0.7-0.9)
Gestational hypertension 31.0(19.5-44.5) 88.6 (87.8-89.4) 2.73 (1.8-4.0) 0.78 10.6-0.9)
IUGR = 34 weeks 59.6 (44.2-73.6) 88.8 (88.0-89.6) 5.34(4.2-6.8) 0.45(0.03-0.6)
IUGR = 34 weeks 24.0(19.4-28.9) 89.2 (88.3-90.0) 2.22(1.8-2.7) 0.85(0.8-0.9)
PE and IUGR. = 34 weeks 36.2 (28.0-45.7) 89.0 (88.2-89.8) 5.68(3.9-8.1) 0.40(0.2-0.8)
PE and IUGR = 34 weeks 28.3(24.3-32.6) 89.9 (89.1-90.7) 2.91(1.6-5.3) 0.75 (0.6-1.0)
Small-for-gestational age 17.7 (14.0-22.0) 94,1 (93.4-94.7) 1.57 (1.2-2.0) 0.93 (0.9-1.0)

IUGR, intrauterine growth restriction; LR+, positive likelihood ratio; LR—, negative likelihood ratio; PE, pre-eclampsia.

Population a haut risque

Dans une population a haut risque, la présence d’un notch unilatéral (LR +20,2) ou d’un index

de résistance supérieur a 0,58 sont les plus performants. La sensibilité passe a 83% (tableau 6)
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(9). La valeur prédictive positive varie entre 30 et 50 % selon ’anomalie du Doppler utérin.
Seulement 5% des patientes avec un index de résistance inférieur & 0,58 de fagon bilatérale

développeront une pré-éclampsie (48).

Cette population est la seule concernée par cette analyse actuellement. Les index de pulsatilité
des artéres utérines supérieure au 95°™ percentile sont retrouvés chez 73% des patientes ayant
présenté une PE avant 34SA, 36% des PE entre 34 et 37SA et seulement 15% des PE > a 38SA.
La performance du Doppler des artéres utérines est & moduler en fonction des formes de pré-
éclampsie (tableau 6) (50).

Tableau 6 : Valeur prédictive des anomalies du Doppler utérin au deuxiéme trimestre dans
une population a haut risque (9)

Mo. of Mo. of Sensitivity Specificity Positive likelihood Megative likelihood
Doppler index* studies women (95% Cl), & (95K CI), % ratio (95% CI) ratio (95% CI)

Second trimester
Owerall pre-eclampsia

Resistance index (= 0.58
or 90th centile) 15 2137 B3 (46B-9E) T2 (61-B3) 3.0 (1.B-1.1) 0.24 (0.0410.44)

Resistance index (= 0.70

or 95th centile) 3 919 51 (22-80) B (B0-95) 4.0 (1.5-6.4) 0.57 (0.25-0.B8)

Pulsatility index B 547 39 (20-39) T8 (56 100) 1.8 (0.2-3.4) 0.78 (0.52-1.04)

Bilateral notching B 1081 7 (14-60) B9 (B3-95) 3.4 (1.+5.0) 0.71 (0.46-0.95)

Unilateral notching 1 103 83 (36-100) 96 (9059 0.2 (7.529.5) 017 (0.03-0.56)

Any notching B 916 63 (41-88) Ta [67-B4) 1.6 (1.B-3.4) 0.48 (0.22-0.75)

Resistance index or

notching | 16 B& (42-100) T8 (40-97) 1.9 (1.37.3) 0.18 (0.03-0.74)

Resistance index and

notching T 1218 57 (21-93) Ba (79-93) 4.1 (1.56.7) 0.50 (0.10-0.90)

Pulsatility index or

notching 1 BB 54 (37-T0) T4 [61-BT) 1.2 (1.3-3.B) 0.61 (0.44-0.87)

Pulsatility index and

notching 1 35 19 (5-42) 99 (97- 100} 1.0 (5.5-80.5) 0.82 (0.72-0.93)

AJC ratio 1 51 50 (7-93) 79 (64 B3) 1.4 (0.6-4.8) 064 (0.19-1.1)

Motch index 1 Q4 14 (0-58) BO (71-E8) 0.7 (0.1-2.9) 1.7 (0.61-1.21)

Di5 or notching 1 48 100 (35-100) 51 (35-67) 1.9 (1.0-2.1) 016 (0.02-0.99)
Severe pre-eclampsia

Resistance index (> 0.58

or ‘90th centile) 1 1B 80 (2B-99) T8 [36-93) 3.7 (1.45.3) 0.26 (0.05-0.B4)

3.2.3. Doppler utérin au premier trimestre

Dans la méta-analyse de Cnossen et al., le Doppler des arteres utérines lors de 1’échographie du
1°" trimestre, réalisé dans une population a bas risque présente une sensibilité d’environ 25 %
pour 5% de faux-positif pour la pré-éclampsie et de 40% pour 10% de faux-positif pour la pré-

éclampsie sévere (tableau 7) (9).
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Tableau 7 : Valeur prédictive des anomalies du Doppler utérin au premier trimestre dans une
population a bas risque (9)

No. of No. of Sensitivity Specificity Positive likelihood Negative likelihood

Doppler index*® studies WOmen (95% CI), % (95% Cl), % ratio (95% CI) ratio (95% CI)
First trimester
Overall pre-eclampsia

Pulsatility index 3 4966 25 (20-31) 95 (95-96) 5.4 (4.1-6.7) 0.78 (0.72-0.84)

Bilateral notching 1 626 90 (73-98) 70 (66-74) 3.0 (2.43.3) 0.14 (0.05-0.36)

Any notching 2 869 93 (87-98) 46 (43-48) 1.7 (1.61.8) 0.16 (0.04-0.28)
Severe pre-eclampsia

Pulsatility index 1 433 40 (12-74) 90 (87-93) 4.0 (1.67.3) 0.67 (0.35-0.93)

Mote: Cl - confidence interval, 5/ ratio - ratio of peak systolic to late diastolic velodity {also known as A/B ratio), A/C ratio - ratio of peak systolic to early diastolic
velocity, S/ D or notching = 5/D ratio with or without unilateral of bilateral early diastolic notching.
*See Box 1 Tor explanations of Doppler indices. The list of Doppler indices for each category varies depending on whether predictive studies were available.

Une méta-analyse plus récente de Velauthar et al. retrouve une sensibilité de 50% pour un taux

de faux positifs de 10% pour les pré-éclampsies précoces <34SA (tableau 8) (51).

Tableau 8 : Efficacité estimée de la mesure du Doppler des artéres utérines au premier trimestre
pour prédire la survenue de complications maternelles ou feetales dans une population a bas
risque (51)

Doppler  Studies Women Sensitivity Specificity Positive LR Negative LR

Outcome test (n) (mn) % (95% CI)) (% (95% CI)) (95% CI) (95% CI)
Early-onset pre-eclampsia FVW 7 38611  47.8(39.0-56.8) 92.1(88.6-94.6) 6.1(4.1-8.9) 0.57 (0.48-0.67)
Early-onset FGR FVw 4 26276 39.2 (26.3-53.8) 93.1(90.6-95.0) 5.7 (43-7.6) 0.65(0.52-0.81)
Pre-eclampsia at any gestation FVW 8 37971 26.4(22.5-30.8)  93.4(90.4-955) 4.0 (2.7-6.0) 0.79(0.74-0.84)
FGR at any gestation FVw [ 30454 15.4(12.4-18.9) 933 (90.9-95.1) 2.3(1.9-1.8) 0.91(0.88-0.93)
Notching 4 4785 58.5 (49.7-66.7) 56.1 (49.6-61.5) 1.3 (1.2-1.5) 0.74(0.65-0.84)
Late-onset pre-eclampsia FVW 3 33879 21.5(18.0-25.4) 90.3 (89.8-90.8) 2.2 (1.9-2.6) 0.87(0.83-0.91)
Stillbirth FVW 1 9859 14.5 (6.9-25.8) 91.3(90.8-91.9) 1.7(0.9-3.1) 0.94 (0.84-1.0)
Notching 1 76 100.0 (40.0-100.0) 3.9 (51.7-74.9) 2.5 (1.6-3.8) 0.16(0.01-2.2)
Placental abruption FVW 1 1123 44,4 (13.7-78.8) 95.2(93.8-96.4) 9.3 (4.3-20.3) 0.58(0.33-1.1)
Notching 1 243 100 (15.8-100.0) 43.2 (36.8-49.7) 1.5 (0.87-2.5) 0.39(0.03-4.9)
Composite adverse pregnancy FVW 3 4513 25.8 (15.5-39.7) 93.4(90.8-95.3) 3.9(2.8-5.5) 0.79(0.68-0.92)

outcome

FGR, fetal growth restriction; FVW, flow velocity waveform; LR, likelihood ratio.

Au premier trimestre, une mesure au niveau de l’orifice interne du col dans sa branche

ascendante présente la meilleure corrélation avec la mesure au 2°™ trimestre (Figure 7) (52).
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LIeA-PL 1% trimester

Figure 1 Sagittal view of uterine artery at level of internal cervical
os from ascending branch (Site A).

I
0.5 1.0 1.5 X0 15
UtA-PL: 2° trimester

Figure 4 Correlations between first- and second-trimester mean
uterine artery pulsatility index {UtA-PI) according to first-trimesser
cxamination site: Site A (o, ; B linear = 0,417} and Site B

[ AR ; B? linear = 0.243). The dashed dizgonal line represents
the optimal correlation.

Figure 2 View of apparent crossover (arrow) of distal uterine artery
with ipsilateral external iliac artery (Site B).

Figure 7 : Corrélation entre les index moyens de pulsatilité dans les artéres utérines au premier
et au deuxieme trimestre en fonction du site de mesure (52).

3.2.4. Efficacité du dépistage par les Dopplers utérins

L’étude UTOPIA, étude randomisée en ouvert, a évalué I’intérét d’une stratégie de dépistage
par l’utilisation de la mesure des Doppler utérins au premier trimestre associée a une
surveillance intensive si IP>95°™p versus pas de Doppler. Il n’existait pas de différence entre
les deux groupes pour les complications périnatales et maternelles. Dans le groupe depistage, il
y a eu plus d’administration de corticoides et plus de déclenchement pour RCIU. Il y avait une
tendance a une réduction des complications en cas de survenue d’une PE ou d’un RCIU dans

le groupe dépistage (figure 8) (49).
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Events Events

UtA Doppler MNon-Daoppler
Intervention [m=5923) [m= B&9) RE (95% CI)
Cesarean section 153 137 1.05 (0.85-1.30)
Induction of labor 393 343 1.08 (0.597-1.21)
Induction of labor for IUGR Bt 53 1.53 (1.10-2.12) —e——
Corticosteroid treatment 58 33 165 (1.09-2.51) —_—
MpS0, treatment 50 41 115 (0.77-1.72)
Composite score 740 i 115 (1.09-1.21) L

Figure 3 Forest plog showing relative risk (RR} of medical interventions in pregnant women with placenta-related complications, including
pre-eclampsia, intrauterine growth restriction (IUGR), placental abruption or stillbirth, sccording to whether they underwent second-
trimester wterine artery (UtA) Doppler assessment. M50y, magnesium sulfate.

Figure 8 : Intervention obstétricale en cas de dépistage ou non par le Doppler des artéres
utérines au deuxiéme trimestre dans une population a bas risque (49).

Au total, 1’étude du Doppler des artéres utérines au premier ou au deuxiéme trimestre en

population générale génére un taux de faux positifs trop important et ne modifie pas les

complications périnatales et maternelles. Elle pourrait par contre permettre d’améliorer la prise

en charge obstétricale en cas de PVP. La performance au premier trimestre est moins bonne

gu’au deuxiéme. Elle doit faire I’objet d’un contrdle qualité rigoureux et organiseé.

3.2.5. Intérét du volume placentaire

Mesure du volume placentaire

Le volume placentaire (VP) est mesurable dés le premier trimestre. La faisabilité (rapidité,
reproductibilité inter et intra observateurs) de la mesure du VP en 3 dimensions grace au logiciel
VOCAL est prouvée (53-55). Les Iésions en lien avec I’hypoxie placentaire sont fortement
corrélées a la survenue d’une mort foetale in utéro, mais elles sont difficilement visibles en
échographie 2 dimensions (56,57). Des équipes ont propose des mesures du placenta en 2
dimensions : épaisseur et longueur (58-60). Le risque relatif de survenue d’un RCIU est
multiplié par deux en cas d’hypotrophie placentaire (<10cm) a I’échographie de 20-22 SA (60).
Mais méme si cela est réalisable jusqu’a terme, il n’est pas retrouvé de lien entre ces mesures
et le poids du placenta apres délivrance. De plus, les placentas fundiques sont difficilement
appréhendés de cette facon (58). La mesure en 3 dimensions, qui permet de suivre les
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irrégularités a la fois de forme et de localisation du placenta, semble intéressante et son intérét
est prouvé (57,61). Le calcul de VP est beaucoup plus précis. La majorité des villosités
placentaires tertiaires étant en place deés le premier trimestre (62,63), cette mesure est réalisable
lors de 1I’échographie de 12 SA. Grace au logiciel VOCAL® (Virtual Organ Computer Aided
Analysis), I’acquisition du VP s’effectue en quelques secondes, et la reconstruction volumique
en moins de 5 minutes. Ce logiciel est considéré comme étant plus fiable que le mode
multiplanaire, et plus rapide que le Xi VOCAL® (61,64). Les données comparatives a ce sujet
concordent avec notre propre expérience. Nous utilisons une rotation de 30 degrés entre chaque
plan, ce qui nous semblait étre le meilleur compromis entre rapidité et reproductibilité (figure
9) (53).

RIC5-9-D/OB MI 0.8 CHU Nord ST ETIENNE - Mater

' VP3005 GA=11s5d 79cm/10/22Hz Tis 0.1 Docteur 10.06.2009 12:26:13

Figure 9 : Technique de mesure du volume placentaire. Acquisition du VP en échographie 3
dimensions sur Voluson E8. Travail de I’image (ajustement permettant de visualiser le placenta
entierement, amélioration du contraste entre placenta et myometre). Contour manuel du
placenta plan par plan autour d’un axe fixe de 30°
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Les mesures sont le plus souvent arrétées vers 21-22 SA, ce qui correspond aux données de la
littérature (57,65). La seule difficulté rencontrée concerne donc les placentas dont les limites
avec le myomeétre sont confuses. Le mode harmonique améliore toutefois le contraste dans les
cas difficiles (53). L’immense majorité des placentas allant jusqu’a 22 SA est donc exploitable.

Mais nous ne connaissons donc pas la progression du VP de 22 & 40 SA.
Courbe de volume placentaire

Plus le terme avance, plus le VP augmente. L’équipe de Hafner a démontré cette corrélation en
2001 sur une population de 356 femmes (66). Le VP augmentait de 111.1 ml (a 15 SA) a 114
ml (& 17 SA) (p < 0.031). Les moyennes de VP sont trés variables selon les équipes. Une seule
courbe de VP facilement utilisable lors de nos échographies de routine est disponible a I’heure
actuelle (67). Elle indique un VP moyen entre les 10°™ et 90°™ percentiles pour chaque semaine
de grossesse jusqu’a 40 SA. Cette courbe a été réalisée a partir de 295 patientes. Chaque patiente
a bénéfici¢ d’une mesure de VP. La distribution linéaire du VP en fonction de I’age gestationnel
a permis de calculer mathématiquement (par régression linéaire) le VP attendu a chaque age
gestationnel. La variabilité de la mesure du VP inter et intra-observateur, dans de bonnes
conditions d’échogénicité, et jusqu’a 22 SA, est faible. Cette reproductibilité est retrouvée dans
de nombreuses séries réalisées jusqu’a 18 SA (54,55,68) avec une corrélation inter observateur

allant jusqu’a 0.88 et intra observateur jusqu’a 0.95.
Prédiction du risque de PVP par le volume placentaire

La dysfonction placentaire peut s’accompagner d’un volume placentaire (VP) plus faible des le
premier trimestre et d’un poids de naissance diminué (69). Plusieurs études ont montré une
corrélation entre le VP et le poids de naissance (70-72). Ainsi Hafner et al. retrouvent sur une
large cohorte de patientes une sensibilité de 51.2% et une spécificité de 63.3% du VP seul,
mesuré au 2°™ trimestre, pour la prédiction du RCIU (65). Il existe une forte augmentation du
risque de RCIU, mort feetale in utéro (MFIU) et accouchement avant 32 SA en cas de VP faible

au premier trimestre (associé a une PAPP-A diminuée) (73).

L’équipe de Hafner at al. en 1998 puis en 2003 1’équipe de Thame et al. ont mis en évidence
que le VP a 14 et 17 SA a une influence significative sur le poids de I’enfant a la naissance
(p<0.00005) (65,70). En cas de PE sévere (associée a un RCIU), le placenta est plus petit a 12,
16, et 22 SA (62,74). Dans une population ayant des antécedents de pathologies vasculo-

placentaires, le risque relatif de petit placenta est multiplié par 7 (58). Cependant, la sensibilité
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de cette mesure au premier et au deuxiéme trimestre pour détecter un RCIU sévére est d’environ
50% et sa spécificité de 80 a 90%, avec une VPP de 0.28 et une VPN de 0.93 (65,71). Cela
correspond sensiblement aux valeurs des Dopplers utérins au 2" trimestre (63). Ces valeurs
sont trop faibles pour en faire un test de dépistage mais la combinaison VP et Doppler utérin
augmente le pouvoir de prédictivité (75). La taille du placenta au premier trimestre a en effet
une influence significative sur la persistance d’un notch uni ou bilatéral a 20-22 SA, méme si
la sensibilité reste modérée (65%) (72). Ils sont tous les deux en lien avec ’efficacité de
I’invasion trophoblastique au premier trimestre (63,72). En associant VP et Doppler utérin au
premier trimestre (IP >2.35), Rizzo et al. a obtenu une sensibilité de 83.3% et une spécificité
de 93.3% pour la prédiction des PE sévéres avec un accouchement inférieur a 32 SA dans une
population sans antécédent (76).

D’autres paramétres peuvent étre utilisés pour augmenter la prédictibilité de ces tests des le
premier trimestre. En cas de diminution du volume placentaire, I’activité sécrétoire du placenta
est déréglée. 11 y a un relargage d’hCG et d’alpha foeto protéine (aFP) (69) et la PAPP-A est
abaissée (77,78). Rizzo et al. retrouvent ainsi un VP diminué en cas de PAPP-A basse (<0.40
MoM) sur une cohorte de 84 femmes (76). Parmi elles, 32% de RCIU et 6% d’HTA sévére avec
RCIU étaient retrouvés. Dans le sous-groupe associant PAPP-A basse, VP diminué, et Doppler
ombilical anormal (IP supérieur au 95°™ percentile), les patientes ont présenté 100% de poids
de naissance inférieur au 10°™ percentile, 36% d’HTA, 45% de césarienne pour détresse feetale,
et un age gestationnel moyen de naissance de 32 SA. L’équipe de Proctor et al., en 2009,
retrouve dans une population avec PAPP-A inférieure a 0.3 MoM, alpha foeto protéine
augmentée (> 2 MoM) et VP diminué une valeur prédictive positive de 100% pour les RCIU

séveres (73).

Nous n’avons pas trouvé d’étude évaluant a la fois des facteurs de I’hémostase et le volume
placentaire.

Au total, la courbe normale de volume placentaire entre 12 et 22SA reste a établir sur une large

population. La mesure du volume placentaire associée aux margueurs Sérigues au premier

trimestre sont intéressants dans une population a risque.
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3.2.6 Echo-angiographie utéro-placentaire
Cette technique a été beaucoup étudiée par 1’équipe de Morel et al. a Nancy. L’angiographie
Doppler 3D permet une quantification de la vascularisation utéro-placentaire.
Technique de mesure

L’analyse débute par une acquisition de la zone d’intérét en mode Doppler énergie. Il faut

ensuite définir une zone d’intérét par tragage manuel ou biopsie virtuelle (Figure 10).

RAB 33008 Maternite BICHAT
10%em I TH: omnes 14082000 15:90:02

RAB $3008 HOPITAL LARIBOISIERE GYNIOBS
10.9em / THz 03.09 2009 1240730

A : biopsie virtuelle par segmentation sphérique ; B: segmentation manuelle. Image placentaire au
1¢¢ trimestre en mode Doppler énergie 3D.

Figure 10 : Différentes méthodes de segmentation placentaire a 1’aide du logiciel VOCAL®
(79)
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Apreés le tragage, un volume est automatiquement reconstruit par le logiciel et 3 parameétres sont
directement calculés : VI (Vascularization Index) : pourcentage de voxels colorés qui refléte la
densité des vaisseaux dans un volume étudié ; FI (Flow Index) : I’intensité de ces voxels est
cotée de 1 a 100, selon I’intensité des flux sanguins ; VFI (Vascularization-Flow index) : produit

des deux précédents représentant la perfusion du tissu (figure 11) (79).

Manual Tracing
30° Rotation

Figure 11 Définition du volume d’intérét par tragage manuel et résultats de la quantification de
la vascularisation par le logiciel VOCAL® (79)

Intérét en pratique clinique

Chez les patientes qui vont developper une PVP, les indices VI et VFI sont abaissées des le
premier trimestre et les trois paramétres V1, VFI et Fl sont diminués au 2°™ et au 3°™ trimestre
(80). Cette modification a été mise en évidence en cas de PE et de RCIU. La diminution des
indices apparait avant les anomalies de ’index de pulsatilité des artéres utérines (81,82). La

valeur prédictive apparait équivalente a la mesure des IP des artéres utérines en 2D (82).
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Compte tenu de la difficulté technique, cette technique reste a évaluer dans le cadre d’études.
Une étude est en cours pour analyser la corrélation entre les indices en écho-angiographie et

I’analyse morphologique du placenta au troisiéme trimestre (79).

3.3. Marqueurs biologiques

3.3.1 Facteurs de I’hémostase

De multiples biomarqueurs ont également été évalués pour prédire la survenue ultérieure d’une
pré-éclampsie. Ces marqueurs ont initialement été identifiés au sein d’études cas-témoins, leur
taux étant significativement accru en cas de prééclampsie par rapport a un groupe témoin.
L’hCG, I’alpha-foetoprotéine, 1’inhibine A, le thromboxane A2, le rapport PAI1/PAI2, la
fibronectine, le facteur Willebrand se sont avérés peu performants au premier trimestre pour
prédire la survenue d’une pré-éclampsie. Nous avons trouvé trés peu d’étude sur les D-dimeres,
le temps de génération de thrombine ou I’inhibiteur du facteur tissulaire (TFPI) et le risque de
PVP.

3.3.2 Facteurs angiogéniques

La littérature abonde sur les facteurs angiogéniques et la pré-éclampsie mais il convient de
différencier : (1) les études ayant évalué ces facteurs lors du diagnostic de PE comme outil
diagnostique (2) les études ayant analysé la valeur prédictive de la survenue d’une PE dans une
population a bas risque avant le diagnostic, (3) les études ayant recherché la valeur prédictive

de la survenue d’une PE dans une population & haut risque avant le diagnostic.
Valeur Diagnostique

Plusieurs études se sont intéressées a la valeur diagnostique et au role prédictif des facteurs

angiogéniques lors d’une suspicion de PE (tableau 9) (83).
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Tableau 9 : Principales études évaluant ’intérét diagnostique et pronostique en population a

risque pour le diagnostic de pré-éclampsie (83).

Hb Prévalence  modéle sen  spe WPP O WPHN  LHR+ LHR— AUC
patiemtes  PE (en%) S ) % (W
Levine et al. [5] 240 50 PIGF sFlt-1
SFlt-1/PLGF
Sibiude et al. [23] 36 42 PLGF = 55p (12 pg/mL) N 4,47 0,96
PIGF = Sep 95 0,1
Chapell et al. [23] 287 61 PLGF < 12 pg/mL 63 90 70 &7 6.4 04 0,87
Rana et al. [16] 616 29 Ratio sFIt1/PIGF =85 73 Q4 86 &7 12 0,29
Verlohren et al. [3] 1153 20 Ratio sFlt1/PLGF < 33 95 94 0,05 0,94
Ratio sFIt1/PLGF > B 88 .5 176
Zeislor et al. [28] 1050 19 Ratio sFIt1/PLGF < 38 20 78,3 99.3 0,86
{exclusion de la PE)
Ratio sFIt1/PLGF = 38 66,2 831 36,7 0,86
(prédiction de la PE)
Shaarschmidt et al. 34 100 PIGF sFlt-1
[29] 5Flt-1/PLGF
Baltajian et al. [20] 100 a0 Ratio sFIt1/PIGF =85 &0 a4 M

Mb: nombre; PE: preeclampsie; FP: faux positif; sen: sensibilite; spe: specificite ; VPP : valeur predictive positive ; VPN : valeur
predictive négative, LHR : likehood ratio ; AUC : aire sous la courbe.

L’équipe de Rana et al. a tout d’abord mesureé les taux plasmatiques de sFlt1, PIGF et du ratio
sFIt1/PIGF chez 616 patientes admises pour suspicion de PE avant 34SA. Le ratio sFIt1/PIGF
était plus élevé en cas d’issue défavorable dans les 15 jours (84). La méme équipe a ensuite
étudié le taux plasmatique de SEng chez 170 patientes admises pour la méme raison. Chez les
56 patientes ayant présenté une issue défavorable, les taux de SEng étaient significativement
plus élevés et étaient corrélés aux variations des taux de sFItl et SEng (85). Les facteurs
angiogéniques pourraient permettre de prédire une issue défavorable lors d’une suspicion de
PE. Verlorhen et al. ont comparé les dosage de sFltl et PIGF par méthode automatisée chez 71
patientes présentant une PE versus 595 patientes contrdle. Le ratio sFIt1/PIGF avait une AUC
de 0,95 pour la prédiction de la PE (0,97 pour les PE précoces) (86). La méme équipe a comparé
388 grossesses normales, 164 grossesses compliquées de PE, 36 patientes porteuses d’HTA
gravidique et 42 porteuse d’HTA chronique. Le ratio sFIt1/PIGF était augmenté dans tous les
groupes par rapport aux témoins. Un ratio tres élevé était associé a une diminution du délai

jusqu’a I’accouchement (87).

L’¢étude la plus récente est I’étude PROGNOSIS, essai prospectif multicentrique observationnel
dont I’objectif était d’évaluer la valeur prédictive du ratio sF1t-1/PIGF sur I’absence de survenue
ou la survenue d’une pré-éclampsie dans une population de patientes présentant une suspicion
de pré-éclampsie. Lors d’une premicre cohorte de développement, les auteurs ont validé un
seuil a 38 comme ayant la meilleure valeur prédictive. Dans la cohorte de validation, un ratio

inférieur ou égal a 38 avait une valeur prédictive négative de 99,3 % (95 % CI 97,9—99,9), une
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sensibilité de 80 % (95 % CI 51,9—95,7) et une spécificité de 78,3 % (95 % CI 74,6—81,7)
pour I’exclusion du diagnostic de prééclampsie dans la semaine. Un ratio sFlt-1/PIGF supérieur
a 38 avait une valeur prédictive positive de 36,7 % (95 % CI 28,4—45,7), une sensibilité de
66,2 % (95 % CI 54—77) et une spécificité de 83,1 % (95 % CI 79,4—86,3) pour la prédiction

d’une pré-éclampsie dans les 4 semaines suivant le dosage (Tableau 10) (88).

Tableau 10 : Valeur prédictive du ratio sFIt1/PIGF de la PE en utilisant un seuil a 38 (88)

Table 2. Validation of a Cutoff Point of 38 for the sFlt-1:PIGF Ratio in
Predicting Preeclampsia.®

Validation
Cohort

Development

Preeclampsia Cohort

percent (959 Cl)

Positive predictive value: rule in
Sensitivity
Specificity

40.7 (31.9-49.9)
74.6 (62.5-84.5)
83.1 (79.3-86.5)

Within 1 wk
Negative predictive value: ruleout  98.9 (97.3-99.7) 99.3 (97.9-99.9)
Sensitivity 88.2 (72.5-96.7)  80.0 (51.9-95.7)
Specificity 80.0 (76.1-83.6)  78.3 (74.6-817)
Within 4 wk

36.7 (28.4-45.7)
66.2 (54.0-77.0)
83.1 (79.4-86.3)

* Sensitivity was calculated on the basis of the number of participants in whom
preeclampsia developed within 1 week or 4 weeks. Specificity was calculated
on the basis of the number of participants in whom preeclampsia did not de-
velop within 1 week or 4 weeks. Maternal serum levels of sFlt-1 and PIGF were
both measured in picograms per milliliter.

Chez les patientes pré-éclamptiques ou suspectes de pré-éclampsie, le dosage sérique du PIGF
et du sFIt-1 maternel apporte des éléments pronostiques potentiellement tres intéressants. Mais
aucune ¢tude n’a comparé les issues maternelles et néonatales en cas de connaissance ou non
du dosage de ces facteurs angiogéniques. Le diagnostic de PE est souvent évident, le traitement
symptomatique et 1’issue est le plus souvent un accouchement a court terme ce qui laisse peu

de place pour un test diagnostic ou pronostic a ce stade.
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Valeur prédictive dans une population a bas risque

Les protéines SEng et sFItl mesurées dans la circulation maternelle de femmes pré-
éclamptiques sont élevées 6 a 8 semaines avant les symptémes (37,89). L’étude de Kusanovic
et al. aanalysé les taux de sFlt1, SEng et PIGF sur deux périodes 6-15SA et 20-25SA chez 1622
patientes a bas risque. Le ratio sFIt1/PIGF présentait une excellente valeur prédictive pour les
PE précoces (90).

Une méta-analyse a inclus 34 études dont 12 études de cohorte et 22 études cas/témoin dont les
criteres d’¢ligibilité étaient que le prélévement ait eu lieu avant le diagnostic clinique de pré-
éclampsie et avant 30SA. Cette étude a montré que les concentrations de PIGF et VEGF étaient
significativement plus basses avant pré-éclampsie : différence moyenne standardisée SMD
respective de -0,56 (95% CI -0,78 a -0,35) et -1,25 (95% CI -2,73 a 0,23). Les concentrations
de Sfltl et S Eng étaient significativement plus élevées avant pré-éclampsie : SMD respective
de 0,48 (95% CI 0,21-0,74) et 0,54 (95% CI 0,24-0,84). Pour PIGF et Sfltl, cette différence
¢tait d’autant plus importante que les tests étaient faits aprés 19 SA. Les sensibilités et
spécificités étaient identiques et respectivement de 75% pour PIGF (OR 9,0), 72% pour Sfltl
(OR 6,6) et 67% pour SEng (OR 4,2).

Les auteurs concluaient que la sensibilité et la spécificité de ces marqueurs étaient trop faibles
pour permettre 1’identification des pré-éclampsies en pratique courante et qu’il ne fallait pas
par conséquent les utiliser seuls. Les auteurs notaient aussi une grande hétérogénéité dans les
études en fonction de la période de réalisation des tests, de la fraction dosée (fraction libre ou
totale circulante), des populations testées (a bas ou haut risque) et dans la définition de la pré-

éclampsie. (91)
Valeur prédictive dans une population a haut risque

La littérature sur ce sujet est moins abondante et émane en particulier d’une €quipe, celle de
Maynard, Moore Simas et al.. Une premiére étude a analyse le taux de sFlt1, PIGF et du ratio
sFIt1/PIGF chez 94 patientes a haut risque lors de 3 périodes 22-26SA, 27-30SA et 31-35SA.
12 pré-éclampsies avait été retenues dont 5 avant 34SA et 7 au-dela de 34SA. Les auteurs
retrouvaient un taux de sFItl augmenté et de PIGF diminué en cas de PVP. Pour les PVP
précoces, ces taux étaient modifiés des 22SA et pour les PVP tardives apres 31SA. Le ratio

sFIt1/PIGF était plus performant que ces marqueurs seuls pour la prédiction des PVP (92).
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Les mémes auteurs ont ensuite comparé les dosages de sFIt1, PIGF et SEng chez 157 patientes
a haut risque et 50 patientes a bas risque dans les mémes fenétres gestationnelles. En analyse
multivariée, les modeles les plus performants pour la prédiction des PE précoces étaient (1) le
dosage de sFItl dans la deuxieme fenétre gestationnelle (28-31.6 SA) avec une AUC de 0.85,
une sensibilité de 67% et une spécificité de 96% et (2) le dosage de sFltl dans la premiére
fenétre gestationnelle (23-27.6 SA) associé aux variations de SEng entre les deux premiéres
fenétres d’AG avec une AUC de 0.91, une sensibilité de 86% et une spécificité de 96% (93).
Les mémes résultats étaient retrouvés par Teixeira et al. sur 71 patientes a haut risque. Les
dosages de sFItl, PIGF et de leur ratio étaient performants pour la prédiction des PE (AUC
respectivement de 0,90 p<0,0001, 0,78 p= 0, 003, 0,95 p <0,0001).

La troisieme étude émanant de la méme équipe a analysé sur les patientes les variations des
facteurs angiogéniques selon les facteurs de risque d’inclusion. Les facteurs angiogéniques
¢taient particuliérement modifiés en cas de grossesse multiple et d’antécédents de PE (94).
L’¢étude la plus importante en terme d’effectif est ’étude de Powers et al. ayant analysé le
dosage de sFlt1, PIGF, et SEng chez 993 patientes a risque. Les taux étaient significativement
différents au cours du troisiéme trimestre entre les patientes ayant présenté ou non une PE. En
les corrélant au terme de survenue de la PE, seul sFIt1 était significativement plus élevé 2 a 5
semaines avant le diagnostic clinique de PE et uniquement chez les patientes aux antécédents
de PE (40). La population des patientes a haut risque apparait étre celle chez qui les marqueurs

angiogéniques pourraient apporter le plus de bénéfices.

Au total, les facteurs angiogéniques présentent des performances trés variables en fonction des

tests utilisés. Il n’existe pas d’indication a leur utilisation en routine pour l’instant car leur

sensibilité reste faible.

3.4 Dépistage combiné

Les études proviennent en majorité de I’équipe de K. Nicolaides.

La toute premiere étude sur le dépistage combiné est parue en 2009. Poon et al. a évalué une
stratégie de dépistage combinant au premier trimestre des paramétres maternels (pression
artérielle moyenne, index de pulsatilité des arteres utérines) et des parametres biologiques

(pregnancy-associated plasma protein-A (PAPP-A) et placental growth factor (PIGF).
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L’algorithme permettait de détecter 93,1% des PE précoces, 35,7% des PE tardives et 18,3%
des HTA gravidiques pour 5% de faux positifs (figure 12) (95).
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Figure 12 : Détection de la PE précoce (ligne pleine), de la PE tardive (ligne en pointillés longs),
et les HTA gravidiques (ligne pointillée) pour un taux fixe de faux positifs en utilisant un
algorithme pour la PE précoce (A), pour la PE tardive (B) et pour les HTA gravidique (C),
basée sur la combinaison de parameétres maternels (PAM, IP des artéeres utérines) et biologiques
(PAPP-A et PIGF).

En 2016, ont paru 3 études de I’équipe de Nicolaides et al. évaluant I’efficacité d’un dépistage
combiné au premier, deuxiéme et troisieme trimestre. Il s’agit a chaque fois de la méme stratégie
combinée associant caractéristiques maternelles, Dopplers des artéres utérines, dosages du
PIGF et de la PAPP-A.

Au premier trimestre, O’Gorman a men¢ une étude sur pres de 36000 patientes a bas risque en
combinant des paramétres maternels (caractéristiques et histoire médicale, PAM et IP des
arteres utérines) et le dosage de la PAPP-A et du PIGF. Les auteurs ont mis en évidence que
chez les patientes ayant présenté une pré-éclampsie, les IP des artéres utérines et la pression
artériclle moyenne étaient plus élevées et a I’inverse la PAPP-A et le PIGF étaient diminués.
Ces modifications étaient plus importantes en cas de PE avant terme. Le dépistage combiné
permettait ainsi de prédire 75% des PE avant terme (95% IC, 70-80%) et 47% (95% IC, 44-
51%) des PE a terme, avec un taux de faux-positif de 10%. Pour les PE avant 32SA, le dépistage
atteint méme un taux de prédiction de 90% pour 10% de faux positifs (tableau 11). Les AUC
oscillaient entre 0,8 pour les facteurs maternels seuls et 0,9 pour le dépistage combiné (figure
13) (96).
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Tableau 11 : Taux de détection des PE avec accouchement avant et aprés 37SA pour des taux
fixe de 5 ou 10% de faux positifs par une stratégie de dépistage combinant facteurs maternels

et biomarqueurs (96)

TABLE
m;mamﬂm rates of 5% and 10% of preeclampsia with delivery at <32, 32-36.9, 37-30.9, and =40 weeks
pestation in screening by matemal factors, biomarkers, and their combination

[Fatza-posities rate (5% confidanca intereal)

% 10%
Mathod of zcresning <32 W 2 _FTTWE 37T 3TTWR 40 WK <32 Wk 2T _HTWK - 1Tk 40 W
Matornal faciors 42 (30-55) 34@27—40) 335 211626 53 (4065 48 {42-55) 41 3745 30 2536
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Figure 13 : Coubes ROC des différentes stratégies de dépistage des PE avant terme a gauche et
a terme a droite par les facteurs maternels en noir, mini-test combiné en vert, test biophysique

en bleu, test biochimique en violet, et triple test en rouge (96)
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Au deuxieme trimestre, le dépistage combiné incluait les caractéristiques démographiques et
médicales maternelles, la mesure de la PAM et des IP des artéres utérines, et le dosage du pIGF
et de la sFLt1. Le dépistage combiné permettait ainsi de prédire 99% des PE <32SA, 85% des
PE <37SA et 46% des PE > 37SA, avec un taux de faux-positif de 10%. Les taux de détection
¢étaient identiques que I’on intégre au non le dosage de sFItl. L’AUC pour la prédiction de la

PE<32SA par le dépistage combiné complet était de 0,995 (figure 14) (97).

FIGURE 2
Receiver operating characteristic curves for prediction of preeclampsia
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Results are shown at <32 (left), <37 (middle), and =37 wesks' gestation (right) by makemal factors (biack) and combination of maternal factors with
utering artery pulsatiity index (Diug, maan anenial pressure (green), serum placental growth factor [pumpe), soluble fms-like yrosing Kinase-1 (red), and
combination of maternal factors with uterne artery pulsatility index, mean antedal pressure, and serum placental growth fctor (bod black).
(allo et al. Sarond-rrimester soreaing for preaclampsia. Am [ Obster Gynecal 2014

Figure 14 : Coubes ROC des différentes stratégies de dépistage des PE avant 32SA a gauche,
>37SA au milieu et a terme a droite par les facteurs maternels + IP des arteres utérines en noir,
la PAM en vert, PIGF en violet, SFLT1 en rouge, et combinaison en noir épais (97)

La méme équipe a également propose un dépistage combiné entre 30 et 34SA. Ce dépistage
permet la détection de quasi tous les cas de PE avant 37SA et 50% des PE >37SA pour taux de
faux positifs de 5% (98).

L’utilisation combinée de ces marqueurs a été proposée par la Fetal Medicine Foundation
(FMF), mettant a disposition des cliniciens des algorithmes permettant de calculer un risque

individuel de préeclampsie pour leurs patientes. Les tests actuellement proposés en France
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reposent sur 1’algorithme de I’équipe de Kypros Nicolaides qui associe le dosage de plusieurs
biomarqueurs (PIGF- PAPP-A), le Doppler utérin au premier trimestre, la pression artérielle

moyenne et les antécédents maternels (figure 15).

Maternal factors

Maternal characteristics Medical history

Date of birth da-mm-yyyy O chronic hypertension
Height cm ft n [ Dpiabetes typel
Weight kg Ibs O piabetes type i

| Systemic lupus erythematosus

Racial origin ~
[ anti-phospholipid syndrome
Conception method ~
Obstetric histo
Smoking during pregnancy Cvyes Ono v
@] Nulliparous (no previous pregnancies at 224 weeks)
Mother of the patient had PE Oves OnNo

O Parous (at least one pregnancy at =24 weeks)

Pregnancy dating (select one of the methods below)
» Fetal crown-rump length (45-84 mm)
» Fetal head circumference (168-226 mm)

» Manual (any gestation)

Gestational age

Date of measurement

This application allows calculation of risks for PE based on maternal factors alone and in combination with any of the biomarkers. Biophysical and biochemical

markers should be obtained within the same gestational age block (11*? to 14%", 19*7 to 24*®, 3077 to 34*, 35*" to 37"° weeks).

Biophysical measurements

Iseful markers for all three trimesters are MAP and mean
Date of measurement Weight! MAP (mmHg) 5 Mean UTPI

1d-mm-yyyy g L = =

Biochemical measurements

Iseful markers in the first trimester are PLGF and PAPP-A and in the second and third trimesters are PLGF and sF

Date of measurement Weighti PLGF (MoM) PAPP-A (MoM) i sFLT-1 (MoM) i

dd-mm-yyyy

CALCULATE RISK

Figure  15:  algorithme  proposé par la  Fetal Medecine  Foundation
https://fetalmedicine.org/research/assess/preeclampsia

Au total, les différents taux de détections des tests sont résumés dans le tableau 12.
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Tableau 12 : Taux de détection des différents types de pré-éclampsie en fonction des tests
utilisés (99)

Table 1. Estimated detectlon rates of all preeclampsla and preeclampsia requiring delivery before 37

and 34 weeks gestation, at false-positive rates of 5 and 10%.

Screening test FPR (%) Detection rate, % (95% CI}
PE <34 weeks PE =37 weeks All PE
Maternal 5 42 (33-51) 36 (30-42) 30 (27-33)
characteristics plus 10 58 (49-67) 50 (44-56) 41 (38-44)
LIt-Pl 5 57 (47-68) 46 (40-53) 33 (30-38)
10 70 (81-78) 50 (53-65) 44 (41-47)
MAF 5 49 (40-58) 45 (39-52) 35 (31-37)
10 EE (55-73) &0 (54-68) 4B (45-51)
PAPP-A 5 48 (38-57) 42 (36-48) 31 (28-34)
10 &0 (51-583) CC (40-51) A4 (40-47)
FlGF 5 57 (18-66) o0 (44-KE) 35(32-38)
10 73 (64-B1) 66 (60-72) 47 (43-50)
MAP and Ut-PI 5 63 (54-72) 53 (47-59) 38 (35-41)
10 20 (71-8&) 70 (E5-TE) 52 (49-55)
PAPP-A and PIGF 5 57 (18-88) 40 (43-58) 33 (30-38)
10 77 (69-84) &7 (61-73) 48 (45-51)
L-PI, MAP and T &7 (58-75) SE (50-62) 38 (34-40)
PAPP-A 10 &0 (71-8&) &8 (62-74) 52 (48-55)
Ut-PI, MAP and 5 &0 (72-87) &6 (B0-72) 42 (38-45)
FlGF 10 89 (81-94) 77 (71-82) 54 (51-57)
Ut-Pl, MAP, PAPP-& & 76 (B-83) &3 (57-60) 40 (36-43)
and PIGF 10 28 (81-03) 75 (60-20) 54 (50-5E8)
FPR: Fakse: posRive rate MAF- Mezn artenial pressure; PE: Freeclampsias Ut-P: Uterine :I"l.'."'"r puisat] Ity Index

Ces stratégies combinées de dépistage semblent intéressantes mais de généralisation difficile.
D’aprés le Cngof en décembre 2016, il existe actuellement plusieurs arguments contre
’utilisation du dépistage précoce de la prééclampsie au premier trimestre de la grossesse :

» la faible valeur prédictive positive des tests ;

* la mauvaise reproductibilité¢ des performances prédictives quand le test est appliqué sur
d’autres populations que la population d’étude initiale (tableau 13) (100).

Tableau 13 : comparaison entre les performances rapportées et observées par les modeéles de
prédiction de la pré-éclampsie (100)

Table 3 Comparison of reported and observed performance of prediction models for early (= 34 weeks’ gestation) and late (= 34 weeks’
gestation) pre-eclampsia (PE)

Sensitivity (%)

Reported AUC (95% CI) at fixed 10% FPR Probability score

Reference PE rate* Reported Observed Reported  Observed Cut-off Optimal cut-off
Early pre-eclampsia

Parra-Cordero” 261917 — 0.70 (0.58-0.83) 47 29 0.0319465 0.0119318

Scazzocchio® 5170026 0.96 (0.94-0.98) T7(0.67-0.86)1 81 43 0.0347586 0.0090969

Poon® 8366737 0.95 (0.92-0.99) 0.78 (0.69-0.88)1 89 53 0.0045660 0.0020121

Poon'? 8366737 0.96 (0.96-0.99) 0.80 (0.71-0.89)1 95 52 0.0032741 0.0008496

Odibo'? 452712 0.85 (0.69-1.00) 0.86 (0.73-0.99) 68 80 0.0172392 0.0948812

Caradeux!* 61719 0.90 (—) 0.69 (0.59-0.80) 63 30 0.0882681 0.0539006
Late pre-eclampsia

Parra-Cordero” 2619/53 — 0.61 (0.55-0.68) 19 18 0.4106497 0.098239¢

Scazzocchio® S170/100 0.71 (0.66-0.76) 0.69 (0.64-0.75) 40 31 0.1643843 0.0488402

Only the first author is given for each reference. *Number in study/number with PE. 1P = 0.03 for comparison of reported and observed
area under the receiver—operating characteristics curves (AUC). Predictive scores were calculated to predict affected patients vs all other
women; probability score cut-off was chosen based on the highest sensitivity and specificity. FPR, false-positive rate.
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* I’absence de prévention ayant prouvé son efficacité a proposer aux femmes sans antécédents

chez qui le test prédit un risque accru de pré-éclampsie.

4. Prévention de la survenue des pathologies vasculaires placentaires

De nombreuses études ont étudié le concept « d’anticoagulation placentaire » avec des
antiagrégants plaquettaires et plus récemment avec des anticoagulants en prévention des

pathologies vasculaires placentaires.

4.1. Utilisation de I’aspirine

La référence actuelle, d’efficacité limitée, est I’utilisation de I’aspirine a faible dose.
Prévention primaire (avant le premier événement)

L’¢étude multicentrique randomisée frangaise ERASME a comparé dans une premiére partie
I’aspirine 100 mg utilisée pour la prévention des pré-éclampsies (PE) chez les patientes
nullipares. L’aspirine était débutée versus placebo entre 14*° et 20*® SA chez des patientes sans
facteur de risque. Les auteurs concluaient qu’il n’existait pas de différence significative dans la
réduction du risque de pré-éclampsie (28 of 1632 [1.7%] vs 26 of 1637 [1.6%]; RR, 1.08, 95%
C10.64-1.83) (101). L’aspirine d’apres cette étude ne présente donc pas d’intérét systématique
chez les primipares.

Tableau 14 prévention primaire du risque de pré-éclampsie par ’aspirine (101)

Table 2. Frequency of pre-eclampsia and related complications. Percentages are in parentheses.

Aspirin Placebo RR (95% CI)

Mothers (n = 1634) (n = 1640)
Hypertension 151/1632 (9.3) 13171637 (8.0) 1.16 (0.92-1.45)
Pre-eclampsia 281632 (1.7) 261637 (1.6) 108 (0.64-1.83)

With birth <32 weeks 311632 (0.2) 51637 (0.3) 0.60 (0.14-2.51)

With birth <37 weeks 81632 (0.5) 14/1637 (0.9) 0.57 (0.24-1.36)

Severe 91632 (0.6) 10/ 1637 (0.6) 0.90 (0.37-2.22)
HELLP syndrome 11/1625 (0.7) 571632 (0.3) 2.21 (0.77-6.33)
Placental abruption 13/1623 (0.8) 91628 (0.6) 1.45 (0.62-3.38)
Children® (n = 1645) (n = 1660)
Induced preterm delivery 4711642 (2.9) 42/1635 (2.5) 113 (0.75-1.70)
Birthweight < 3rd centile 4771643 (2.9) 281660 (1.7) 1.70 (1.07-2.69)
Birthweight = 10th centile 199/1643 (12.1) 189/1657 (11.4) 106 (0.88—1.28)
Perinatal death 12/1645 (0.7) 1171660 (0.7) 1.11 (0.49-2.50)

In utero 9 (0.5) 8 (0.5)

Neonatal 3(0.2) 3100.2)

Vascular cainse 6 (0.4) 6 (0.4)

Non-vascular cause 4(0.2) 5003)

Unknown cause 2(0.1) 0 (0.0)

* Births >22 weeks, medically indicated termination of pregnancy excluded.
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Prévention secondaire (en prévention de la récidive)

Une premiere méta analyse de la cochrane review en 2000 a porté sur 39 études (et 30 000
patientes) ayant étudi¢ D’efficacité et I’innocuité des antiagrégants plaquettaires chez des
patientes a risque de récurrence de pré-éclampsie ou ayant une pré-éclampsie en cours. Les
auteurs concluaient a une efficacité modérée mais significative de 1’aspirine pour réduire le
risque de récidive de la pré-éclampsie de 15%, de naissance prématurée avant 37SA de 8%, et
de mortalité périnatale de 14%. Il n’existait pas de différence significative sur la prévention des
petits poids de naissance pour 1’age gestationnel (102). Ces chiffres ont ensuite été confirmé
lors d’une nouvelle méta analyse en 2007. Mais les auteurs trouvaient une réduction
significative des petits poids de naissance pour 1’age gestationnel de 10% (103). La méta
analyse la plus récente, ayant inclus 31 études randomisées et 32 000 patientes concluaient a
une réduction significative de développer une pré-éclampsie de 10 % (RR=0,90 (95% CI 0,84—
0,97)) (104). Le bénéfice était surtout constaté lorsque ’aspirine était débutée précocement (au

cours du premier trimestre) et a dose suffisante (100-160 mg/jour) (figure 16).

Antiplatelets  Control Number  Relative risk Relative risk
/N n/N of trials (95% 1) (95% CI)
Pre-eclampsia 1321/15481 134015341 24 —— 0-90 (0-84-0-97)
Delivery <34weeks’ gestation 1018/15709 1111715523 26 —a— 0-90 (0-83-0-98)
Fetal/baby death before discharge  484/15412 L24/15260 23 —— 0-91 (0-81-1-03)
Small for gestational age infant 56810772 624/10654 20 —a— 0-90 (0-81-1.01)
Pregnancy with serious adverse 155278684 1716/8608 13 —-— 0-90 (0-85-0-96)
outcome® T 1
07 1 1%
Favours antiplatelet agents Favours control

Figure 16: Méta-analyse sur la prévention de la pré-éclampsie par les anti-agrégants
plaquettaires (104)

Une patiente aux antécédents de PVP passera d’un risque de récidive de 25% a 22% grace a la
mise sous aspirine. Les recommandations de I’ACOG de Mai 2013, concluent qu’il n’existe pas
de preuves suffisantes pour recommander [’utilisation de [’aspirine en routine pour la
prévention du RCIU (7). Le Cngof recommande de prescrire de 1’aspirine chez les femmes
ayant des antécédents de prééclampsies <34SA et/ou de RCIU<5°™ percentile dont 1’origine

vasculaire est probable.
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4.2. Utilisation d’HBPM (Héparines de bas poids moléculaire)

Des travaux préliminaires, tres limités, semblent suggérer que les héparines de bas poids
moléculaire pourraient étre efficaces. Les héparines de bas poids moléculaire (HBPM) ont
surtout été etudiées en prévention secondaire des pathologies vasculaires placentaires chez des
patientes a haut risque, dans le cadre particulier des fausses couches a répétition, chez les
patientes présentant une thrombophilie, et chez les patientes ayant un antécédent de pathologie
vasculaire placentaire. Des essais non-controlés, realisés en ouvert, ont exploré, lors de la
grossesse, l’effet d’une héparine de bas poids moléculaire (HBPM) utilisée a posologie
prophylactique de la thrombose veineuse, dans la prévention secondaire de la fausse couche,
chez des femmes porteuses d’une prédisposition biologique a la maladie thrombo-embolique
veineuse (thrombophilie). La référence de jugement était alors 1’incidence historique des
diverses complications de la grossesse, lors des grossesses précédentes. Ces essais ont montre,
lors des grossesses traitées, une incidence plus faible de la survenue et d’une PE et d’un RCIU
(105-107). Les changements décrits furent surtout enregistrés chez les femmes dont la
grossesse eut ensuite une issue favorable, sans PE ni RCIU. Dans une revue de la cochrane en
2010, Dodd et al. concluaient que les HBPM ne présentaient pas de bénéfice clair dans cette
indication, méme si leur utilisation permettaient de réduire significativement le risque de pré-
éclampsie, d’éclampsie, et des enfants ayant un poids de naissance inférieur au 10°™ percentile
pour 1’age gestationnel. 14 reports et 10 études portant sur 484 patientes seulement avait été
retenues (108). La mise a jour en 2013, visant a comparer le bénéfice d’un traitement
antithrombotique pour améliorer 1’issue materno-foetale chez des patientes considérées a haut
risque de pathologies vasculaires placentaires a inclus 18 reports et 14 études. Cette revue a mis
en évidence avec I’utilisation de I’héparine une réduction significative du risque de mortalité
périnatale (6 études ; 653 patientes ; RR 0.40; 95% (CI) 0.20 to 0.78), d’accouchement
prématuré avant 34SA (3 études; 494 patientes; RR 0.46; 95% CI 0.29 to 0.73) et avant 37SA
(5 études; 621 patientes; RR 0.72; 95% CI 0.58 to 0.90), d’enfant ayant un poids de naissance
inférieur au 10°™ p pour I’age gestationnel (7 études; 710 enfants; RR 0.41; 95% CI 0.27 to
0.61). Malgre cela, il existe selon les auteurs un manque de données fiables disponibles sur les

complications graves périnatales et sur les résultats a long terme (109).

Les recommandations francaises sur le RCIU n’évoquent pas le role préventif des HBPM. Les

recommandations de la SOGC de 2012 sur le dépistage, le diagnostic, et la prise en charge du
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RCIU reprennent en citation la revue de Dodd et al. de 2010 et arrivent a la méme conclusion
(110).

L’¢étude HEPEPE est venue clore le débat sur 1’utilité de 1’adjonction d’HBPM a I’aspirine pour
la prévention de la récidive de la pré-éclampsie. Cette étude randomisée a comparé
I’administration d’aspirine 100mg et placebo (n=122) versus [’association aspirine et
enoxaparine a dose préventive (n=122) en prévention de la récidive de la pré-éclampsie. Les
patientes possédaient un antécédent de pré-éclampsie diagnostiquée avant 34SA et ont été
inclues avant 14SA. Le critére d’évaluation principal était un score composite comprenant le
déces maternel, le déces périnatal, la PE, les petits poids pour 1’age gestationnel et les HRP. Il
n’existait pas de différence significative sur I’objectif principal. Une pré-éclampsie est survenue
chez 18% des patientes du groupe enoxaparine et 22% du groupe placebo. Les auteurs
concluaient que I’adjonction d’enoxaparine a 1’aspirine ne réduite pas plus le risque de récidive

d’une PVP par rapport a I’aspirine seule (tableau 15) (111).

Tableau 15 : résultats de 1’étude HEPEPE (111)

Table 3. Results —Primary and Secondary Outcomes

Enoxaparin— Aspirin
As pirin Alone
(n=122) (n=122) RR (95% Cl) ARR (%) (95% CI) P

Prinsary outcomse
Compaosite I'I'S-c'lri'.lidh:r 42 34.4) B0 @1.0) .84 {0.B1-1.16] b5 (—6.6t0 18.7) 29
Secondary outconmes
Elements of composie
rcirbid ity

Preeclampsia 22 [18.0) 27 @21} 081 10.49-1.35) 4.1 (=591 14.1} 42
SCA* 26 21.3) 33 27.3) 0.78 #0.50-122) 6 (=4.81016.7) 28
Placental abrupticn 3 25) 3 25) 1{0.21-4 .86 0(-39t03.9 1
Perinatal death 1 §0.8) 4 3.3) 0,25 §0.03-2.20) 25 (=111 6) A7
Maternal death L L
Orther secondary outcomes
Severe preeclampsia 16 {131} 17 13.9) 0.94 §.50-1.78) 0.8 (—0.08 w009 85
Severe preeclampsia at 11 (9.0 11 (9.00 1.00 {0452 22) 0{=72t07.2) 1
less than 34 wk of
gestation”

Preeclanipsia A4
Antepartum 21 {17.2) 23 {1849 0,59 i0.52-2.15) 21 (=77t 1)
Postparum 1 .8} 4 (3.3) Q.25 0.03-2.15) 3.1 (= 1.3t 7.4)

Eclamnpsia L L

HELLP zyndrome 2 {1.6) 2 {1.6) 1.00 0. 14-7.00) 0{=32103.2) i

Birth weight percentile* 35
10th ar greater 96 (TR.7) 88 F1.7)

Mild SGA {5th—1{th) 11 {9) 10{8.3) 1.01 §0.45-2.27) 0.1 (-84 10 8.2)
Severe SCA (les 15 {12.3) 23 (19.0) 065 0.36-1.18) 72{(=27tw17.1}
than 5thi

Dedivery gestational age A5
37 wk or greater B4 {6E8.9) 91 (74.6)

M-36 wk 20 {16.4) 10{8.2) 1.94 §0.96-3.94) 93 (=189 w© 0.2)
22-33 wk 16 {13.1) 19 (15.6) 093 0.50-1.70) 1.3 (-8.8t011.3)
Less than 22 wk 2 (1.6} 2 (1.6} 1.08 0.16-7.51) 0.2 {(=4.5t04.2)

Fetal death (22 wk of 1 &0.8) 3 2.5) 0.33 0.04-3.16) 1.6 (=1.510 4.8 62

gestation or greater)

Mennatal death 0 1 8.8} MNA 0.8 {(-0.Bta2.4) 1

Fetal loss {15-21 wk of 2 {1.6) 1 @0.8) 2 {0.18-21.8) 0.8 (-3.6t01.9) i

gestation|*

Early less (less than 15 wk LU 1 §.8) MNA 0.8 {(-08ta2.4) 1

of gestation]
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Le seul traitement efficace, une fois la maladie installée, est 1’arrét de la grossesse et la
délivrance du placenta. Peu d’études ont porté sur le traitement curatif des pathologies
vasculaires placentaires. La prise en charge d’un RCIU vasculaire repose principalement sur la
mise en place d’une surveillance active de la croissance, des Dopplers et des enregistrements

du rythme cardiaque feetal (>26SA) mais aucun traitement a visée curatif n’est utilisé.

5.1. Aspirine en cas de Dopplers pathologiques au deuxiéme trimestre

La deuxiéme partie de 1I’étude ERASME a comparé I’administration d'aspirine versus placebo
en cas d’anomalie de I’analyse des Dopplers utérins au deuxiéme trimestre chez des patientes
nullipares. La fréquence des pré-éclampsie n’était pas significativement différente entre les
deux groupe (28 of 1237 [2.3%] vs 9 of 616 [1.5%]; RR = 1.55, 95% CI 0.7-3.3) (112).

Tableau 16: prévention du risque de pré-éclampsie par 1’aspirine en cas de Dopplers
pathologiques au deuxiéme trimestre (112)

Doppler Placebo RR (95% CI)

Maternal outcomes® (n = 1244) (n = 616)
Aspirin (100 mg) n =237 n=10
Number of prenatal visits 4.6 [3.0]
Hospitalisation during pregnancy 7 163/615 (26.5) 1.03 (D88~ 1.21)
Pre-eclampsia 281237 (2.3) 9/616 (1.5) 1.55(0.7-3.3)
Pregnancy-related hypertension I01/1238 (8.2) 48/616 (7.8) 105 (0.8~1.5)
HELLP syndrome 471233 (0.3) 1/615 (0.2) 2.00(0.2-17.8)
Placental abruption 471229 (0.3) 3/614 (0.5) 0.67 (0.2-3.0)
Induced delivery before 37 weeks 4471237 (3.6) 18/612 (2.9) 1.22(0.7=2.1)
Caesarean for fetal indications” T1/1243 (5.7 35/616 (5.7) 101 {0.7-1.5)
Neonatal outeomes™ (n = 1249) (n = 627)
Birthweight <3rd centile 25/1246 (2.0) 12/627 (1.9) 1.05 (05-2.1)
Birthweight < 10th centile 133/1246 (10.7) 86627 (13.7) 0.78 (06-1.0)
Gestational age <37 weeks 11071249 (8.8) 494627 (7.8) L1308 -1.6)
Neonatal ransfer 63/1242 (5.1) 32/626 (5.1) 0.99 (0.7-1.5)
Perinatal death 8/1249 (0.6) 1/627 (0.2) 4.02 (0.5-32.0)

Antenatal T(06) 1 (0.1)

MNeonatal 1 (0.1) (LN (V)]

WVascular 200.2) [IN(0)]

MNon-vascular 2(0.2) 1{0.1)

Mot determined 4(0.3) 0

* Births >22 weeks, medically indicated termination of pregnancy excluded.
® Caesarean for uncompensated matemal hypertension, suspected TUGR, meconium-stained amniatic fluid or placental abruption.

55



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

5.2. Prévention orientée sur une stratégie de dépistage au premier trimestre

L’équipe de Nicolaides a conduit une étude similaire a 1’étude ERASME mais sur une
population sélectionnée par un dépistage combinant caractéristiques maternelles (données
démographiques, histoire médicale, PAM, IP des artéres utérines) et mesure de la PAPP-A et
du PIGF. 26 941 patientes ont bénéficié¢ de ce dépistage combiné ce qui a permis d’identifier
2971 patientes a haut risque. 1776 patientes ont été¢ randomisées et 878 ont recu de 1’aspirine

150 mg/jour et 898 un placebo. Le traitement a été instauré entre 11 et 24SA (figure 17) (113).

26,941 Women were screened for preterm
preeclimpsia

21971 (11.0%) Were at high risk fior pretermn
preeclampsia

337 Were exclhsded
753 'Were recesving aspirin
47 Had hypersensitivity to aspinn
17 Had peptic ulcer or blesding disorder
10 Participated in another dneg trial
1 Had miscamiage before mndomization
3 Had terminaticn of pregnancy
before mndomization

1641 Were eligibde for induwsion

| &55 Dedined to participate

k|

1776 Underwent randomization

ETE Were assigmed to recefve aspirin 498 Were assigned to receie placebo
TE ‘Withdrew consent Td4'Withdrew consent
7 ‘Were lost to follow-up 1 ‘Were lost to follow-up
T2& Were included in the primary analysss #21'Were inchaded in the primary analysis

Figure 1. Screening, Randomization, and Follow-up.

Figure 17 : Flowchart de 1’étude ASPREE (113)

Treize patientes soit 1,6% des patientes du groupe aspirine ont présenté une pre-éclampsie avant
37SA et 35 dans le groupe placebo soit 4,3% des patientes. Il n’existait pas de différence sur

les complications néonatales (tableau 17).
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Tableau 17 : résultats de 1’étude ASPREE (113)

Table 2. Outcomes According to Trial Group.
Aspirin Group Placebo Group Odds Ratio
Cutcome [N =T738) |N=522) (955 or 955 CIj*
Primary outcome: preterm preeclampsia at <37 wk of 13 (1.5 35 (4.3) 038 (0.20-0.74)
gestation — no. [36)
secondary outcomes according to gestational age
Adverse outcomes at <34 wk of gestation
Ary — no. (3] 32 (4.0) 53 (5.4) 0.62 (0.34-1.14)
Preeclampsia — no. {3¢) 3 [0.4) 15 (1.8} 0.15 (0.03-1.03)
Gestational hypertension — no. [34) 203 7i0.3) 1.02 (D.05-13.45)
small-for-gestational-age status without 7785 (0.9) 14/807 (1.7) 0.53 [0.16-1.77)
preeclampsia — no_ftotal no. (381
Miscamiage or stillbirth without preeclampsia 14 [1.5) 19 (2.3) 0.7 (0.31-1.95)
— . {8
Abruption without preeclampsia — no. (3€) 1{0.1) 3 (D.4) 036 (0LD2-7.14)
Spontanegus dalivery without preeclampsia 1Z (1.5) 12 {1.5) 1.07 (0.37-3.10)
— . {3
Adverse outcomes at-37 wk of gestation
Ary — no. (3] 79 (2.9) 116 (14.1} 0.69 (D.46-1.03)
Gestational hypertension — no. [3¢) & [1.0) 7 {0.9) 1.19 {0.31-4.56)
small-for-gestational-age status without 17785 {1.7) 18807 {2.2) 1.01 {0.42-2.45)
preeclampsia — no ftotal no. (381
Miscarriage or stillbirth without preeclampsia 14 (1.5) 19 {2.3) 0.78 (0.31-1.95)
— 0. {34
Abruption without preeclampsia — no. (3€) 2(0.3) 4 (0.5) 0.52 (0DE6-4.91)
Spontanegus dalivery without preeclampsia 40 (5.0) 49 (6.0) 083 [0.47-1.47)
— . (P8}
Adverse outcomes at=37 wk of gestation
Any — no. [5) 178 (22.3) 171 (20.8) 1.12 (D.82-1.54)
Preeclampsia— no. [3¢) 53 [5.6) 50 (7.0) 0.95 (0.57-1.57)
Gestational hypertension — no. [34) 72 (9.0 &2 (7.5) 1.24 (D.75-1.98)
small-for-gestational-age status without 54/785 (6.9) S6/B07 (6.9) 1.00 {0.60-1.66)
preeclampsia — no ftotal no. (381
stillbirth without preeclampsia — no. (3€) 2 (0.3) 2 (0.7) 1.01 {0.08-13.40
Abruption without preeclampsia — no. (3€) 2 ({0.3) 1(0.3) 1.05 (0.08-13.92)

* The confidence interval was 953 for the primary cutcome and 993 for the secondary outcomes.
+ The status of being small for gestational age was defined as a birth weight below the 5th percentile. The birth weight
for neonates delivered before 24 weeks of gestation was not recorded.

Malheureusement, les patientes avec un SAPL (2 patientes dans chaque groupe) et aux
antécédents de pré-éclampsie ont été inclues (environ 80 dans chaque groupe). Au total, pour
éviter 22 pré-éclampsie, il est nécessaire de dépister 26 000 patientes et de traiter 800 patientes
par aspirine. Sachant qu’une partie des patientes sur leurs antécédents auraient bénéficié d’une
prescription d’aspirine il s’agit donc probablement moins de 22 pré-éclampsies évitées. Les
résultats néonataux sont décevants.
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5.3. HBPM

Un essai italien ouvert et contr6lé a analysé 1’effet d’un traitement court, durant la grossesse,
par HBPM (énoxaparine, 4000 Ul/jour, 15 jours), sur I’index de résistance hémodynamique des
arteres utérines evalué par échographie doppler, chez des femmes ayant une hypertension de la
grossesse et chez des témoins, entre la 24°™ et 26°™ SA. Le traitement par HBPM s’est
accompagné d’une baisse de I’index de résistance des arteres utérines chez les femmes atteintes
d’hypertension gravidique traitées par HBPM, mais pas chez les hypertendues non-traitées, ni
chez les témoins. Un traitement court par HBPM, a posologie préventive, est donc capable
d’influer favorablement sur I’hémodynamique utéro-placentaire de femmes ayant une altération
de celle-ci (114). Deux études randomisées de Yu et al. menées en république populaire de
Chine ont ¢étudi¢ I’administration d’HBPM et d’héparine non fractionnée versus placebo
(n=107) et d’HBPM versus administration de dextrose de bas poids moléculaire en cas de RCIU
(n=73). Seule I’étude sur 73 patientes est accessible en anglais. La durée de traitement était
limitée a 14 jours. Les patientes étaient suivies échographiquement et biologiquement. Les
auteurs concluaient a une amélioration significative de la cinétique de croissance et de 1’issue
néonatale dans le groupe sous HBPM. L’age gestationnel moyen a la naissance dans le groupe
héparine était de 37,1 SA versus 36,2SA (p=0.0003) dans le groupe placebo et le poids de
naissance de 2877g versus 2492¢g (p=0.0000). Un examen anatomopathologique des placentas
a mis en évidence un indice d’apoptose placentaire moindre chez les patientes traitées par
HBPM (115,116). Aucune autre étude bien conduite n’a évalué I’effet d’'une HBPM en

traitement d’un RCIU vasculaire constitué.

5.4 Alternatives

Lefkou et al. a évalué D’efficacité de la pravastatine en cas de SAPL réfractaire a I’association
HBPM + aspirine. 21 patientes présentant une PVP sous HBPM + aspirine ont été inclues. 11
patientes ont recu en plus de la pravastatine 20 mg/jour et 10 patientes HBPM + aspirine
seulement. Dans le groupe contrble, les accouchements ont tous eu lieu avant terme et
seulement 6 nouveau-nés ont survécu. Sous statines, il a été constaté une amélioration des flux
placentaires et une évolution de la pré-éclampsie plus lente. Ces effets étaient observes apres

10 jours de traitement. Les patientes ont toutes accouchées proche du terme (117).
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La pré-éclampsie posseéde une prévalence de 1,5% a 18% en fonction des ethnies. L’aspirine
est le seul traitement recommandé en prévention secondaire chez des patientes aux antécedents
de pré-éclampsie avec un effet modeste de 10-15% de réduction relative de risque (104). La
vitamine D possede des fonctions extra-osseuses en agissant au niveau des cellules du muscle,
colon, prostate, sein, systétme immunitaire, pancréas... et du placenta. A 18SA, 88% des
patientes présentent une concentration sérique en 250HD <30 ng/ml. La prévalence de la pré-
éclampsie et du déficit en vitamine D est plus élevées chez les patientes a peau noire. Il existe
une variation saisonni¢re de la PE et du déficit en vitamine D. L’origine de la PE est
multifactorielle. Des études anciennes suggeérent une association entre taux bas de vitamine D
et PE (118) ou entre altération du métabolisme du calcium et de la vitamine D et PE (119).
Bodnar et al. dans une étude cas/témoin en 2007, rétrospective sur 1198 patientes primipares,
ont réalisé un dosage de 250HD avant 22SA. La prévalence de la PE était de 5%. Les
concentrations sériques de 250HD était 25% plus basse dans la population de PE. Une
concentration < a 15 ng/ml avant 22SA multiplie le risque de PE par 5 (120). Quatre méta-
analyses s’accordent sur le fait qu’une concentration basse en vitamine D augmente le risque
de PE mais concluent que la qualité des données rend nécessaire des essais avec une puissance

adéquate.

L’étude FEPED, étude frangaise multicentrique non publiée, a comparé en population générale
a bas risque le statut vitaminique D en début de grossesse dans un groupe de patiente avec PE
et un groupe sans PE. 3 dosages ¢étaient réalisés a I’inclusion entre 10 et 14 SA, a 32SA et a
I’accouchement (sang de cordon). 84 patientes ont présenté une PE sur 3093 patientes inclues
dont 75 aprés 32SA et 9 avant. Les résultats non encore publiés mettent en évidence une
prévalence du déficit <30 ng/ml de 75% a T1 et de 46% a T3. La prévalence du déficit <20
ng/ml était de 45% a T1 et de 15% a T3. Il existait une association entre survenue de la PE et

déficit en vitamine D au premier et au 3™ trimestre.

D’autres traitements non liés au facteur thrombose ont été étudiés : I’administration d’oxygene,
la supplémentation en nutriments, le repos, les inhibiteurs calciques, les béta mimétiques, ...

sans preuve formelle de leur efficacité.
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PARTIE EXPERIMENTALE

1. Prédiction du risque de pathologies vasculaires placentaires

1.1. Utilisation de facteurs biologiques : étude ANGIOPRED

1.1.1. Valeur prédictive de I’inhibiteur du facteur tissulaire (TFPI) sur la survenue
de pathologies vasculaires placentaires chez des patientes a haut risque: étude
ANGIOPRED

Nous avons étudié différents facteurs de I’hémostase et notamment le TFPI. Ce facteur produit
par les cellules endothéliales intervient dans la cascade de la coagulation. Nous avons cherché
a étudier son évolution en cours de grossesse et lors du post-partum et ses variations en fonction
de la survenue d’une PVP.
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Hoaptal, Nimes, France, 4 Research Unit EAZS02, Maontpelier University, Monipellier, Fmnce, 5 Clinical
PFhanmmacology Uinit, University Hospital, Saint Etiennse, Framee
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Abstract

Objective
The study aimad to evaluate if the rate of tissue factor pathway inhibitor during pregnancy
and following delivery could be a predictive factor for placenta-mediated adverse pregnancy
outomes in high-risk women.

Methods

This was a prospactive multicentre cohort sthudy of 200 patients at a high dgk of cccurance
of ecurence of placenta-medated adverse pregnancy outcomeas conducted betwaen June
2008 and Octobar 2010. Measuramants of issue factor pathway inhibitor resistance (nor-
malized ratio) and tissue factor pathway inhibitor activity wene pedformed for the last 72
patents at 20, 24, 28, 32, and 36 waeks of gestation and during the postpatum pariod

Results

Overall, 15 patients presented a placenta-mediated adverse pregnancy cutcome. Thene
was no difference in normalized tissue factor pathway inhibitor ratios between patients with
and without placenta-mediated adverse pregnancy outcomes during pregnancy and in the
post-patum pedod. Patients with placenta-mediated adverse pragnancy outcomes had tis-
sue factor pathway inhibitor activity rates that were significantly higher than those in patients
without at as eay as 24 weeks of gastation. The same results were obsemnved following
delivery.

Conclusion

Amang high-rskwomen, the tissue factor pathway inhibitor activity of patients with gesta-
tiznal vascular complications is higher than that in other patients. Hence, these markers
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could augment a screening strategy that includes an analysis of anglogenic factors as well
as clinical and ultrasound imaging with Doppler measurement of the uterdne anerdes.

Introduction

Flacenta-mediated adverse pregnancy outcomes (or placental vascular pathology (FVE)) rep-
resents a heterogeneous group of multisystem disorders that can be maternal [pre-edampsia
(PE); edampsia; retroplacental hematoma; hemolysis; elevated liver enzymes; low platelets
(HELLP) syndrome] or foctoplacental through placental hypoperfusion, leading to intrauter-
ine growth retardation (IUGE) or oligohydramnios. PE complicates between 2% and 8% of
pregnandes[1], making placenta-mediated adverse pregnancy outcomes fairly common. It is
also responsible for many cases of foetomaternal morbidity and mortality, and a major con-
tributor to premature births. [2] PE is associated with preterm delivery in 15-67% of cases,
with [UGH in 10-25% of cases, and with neonatal mortality in 1%-2% of cases[3] Strategies
for predicting and preventing the occurrence of these potentially serious complications in
patients and foetuses remain a major challenge. The introduction of closer monitoring, trans-
fer to adapted level maternity, and antenatal steroids @n significantly reduce maternal and
foetal morbidity, which underscores the importance of early identification. [4] Onoe PE occurs,
the only curative treatment is delivery, and although placenta-mediated adverse pregnancy
outoomes risk factors are now well-known, there is still no validated screenin g strategy for pre-
dicting the occurrence of this pathology in high-risk patients.[56]

Pregnancy represents an acquired hypercoagulable state due to a higher concentration of
coagulation factors, low levels of anticoagulant, and reduced fibrinolysis. For example, during
pregnancy there is a physiological dearease in protein 5 and an increased expression of tissue
factor (TF) [Z]. TF plays a role in the extrinsic pathway of coagulation, because TF binds to
FVII and increases its activity. The resulting TF/VIla complex then activates factor X This
mechanism is regulated by TFPI (tissue factor pathway inhibitor) [8], a Kunitz-like protein
produced mainly by endothelial cells. Factor Xa and the TF/V11a complex are both inhibited
by TFFL, 80% of which is found in the vascular endothelium, with the remaining 20% found in
plasma (80% linked to lipoproteins and 20% free). Protein § enhances TFPI action [9,10], and
studies have shown that, outside of pregnancy, modulation of TFPQ rates is responsible for the
increased risk of venous thromboembaolism [11,12], particularly in women taking oral contra-
ceptives [13,14]. However, only a few studies have been published that examine TFPLin the
contextof pregnancy, with contradictory results[15,16].

The main chjective of our study was to evaluate the TFPI rate (TFFI resistance and TFPI
activity) as a potential predictor of placenta-mediated adverse pregnancy outcomes in high-
risk patients. The secondary objective was to evaluate TFPI evolution (TFFPI resistance assay
and TFFI activity assay) during 20-36 wecks of pregnancy and postpartum.

Materials and methods

Study population

The Angiopred study is a prospective multicentre cohort study of conseoutive patients at a
high risk of occurrence or recurrence of placenta-mediated adverse pregnancy outcomes, con-
ducted between June 2008 and October 2010 at the Obstetrics and Gynaeoology Department
of Saint Etienne and Mimes University Hospital and the Laboratory of Haematology at Nimes
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University Hospital. Two hundred patients were included in this study. We performed ana-
lyzes of TFPI only on 72 patients who were included in Saint Etienne.

Inclusion criteria comprised a history of one or more of the following: (1) diabetes (dictary
or insulin-dependent); (2) hypertension (previously treated before pregnancy or blood
pressure > 140/90 at two readings prior to 20 wedks' gestation); (3) obesity (BMI = 30) (4)
maternal age < 18 years or = 38 years; (5) chronic kidney disease (proteinuria = 300mg for 24
hours or creatinine = 1.5 mg/dl prior to 20 weeks gestation); (6) npus; (7) antiphosphalipid
syndrome; (8) family history of cardiovascular disease or VTE; (9] biological thrombophilia
without personal history of VTE or personal placenta-mediated adverse pregnancy outoomes;
(10) a history of one or more episodes of PVF; and (11) a personal history of VTE. The exclu-
sion criteria were as follows: (1) multiple pregnancies; (2) patients with a history of foetal
death due to congenital malformations, Bh incompatibility, or infections cause (3) 0GR with
a chromosomal, genetic, or infectious abnormality etinlogy; and (4] patients with placenta-
mediated adverse pregnancy outcome at inclusion.

The protoool was approved by the Ethics Committee and Institutional Review Board of the
University Hospital of Saint Etienne in March 2008 and all subjects provided written informed
consent. This dinical investigation was performed according to the Helsinki declaration of
1975, asrevised in 1996

Study design and evaluafion criteria

Atinclusion, patient demographic data were collected by interview, physical examination, and
consultation of obstetrical medical records. Blood samples required by this study were taken
alongside the conventional boratory tests for monitoring pregnancy.

The outcome was the ocourrence or recurrence of placenta-mediated adverse pregnancy
outocomes in spedfic accordance with the following ariteria: (1) foetal death at = 20 weeks of
gestation un related to foetal malformations, abnormal karyotype, or infections disease; (2) PE
defined according to the ISSHP (International Society for the Study of Hypertension in Preg-
nancy criteriali[ 17] (3) eclampsia defined as the presence of convulsions ina pre-eclamptic
patient; (4) abruptio placentas defined by the presence of externalized haemorrhage and/or
found on pathologic analysis of the placenta conducted in a context of preedampsia, uterine
contractions with no reaxation, or foetal distress; (5) HELLP syndrome; and (6) Small for Ges-
tational Age defined by a birth weight < the 10" customised centile.

Blood collection and laboratory methods

Blood samples were collected in tubes containing 0.12%9 mol L trisodium citrate, at the collec-
tion centre of the University Hospital of Saint Etienne and Nimes, at 20, 24, 28, 32, and 36
weeks, and during the postpartum period, for a total of six samples per patient. Postpartum
blood samples were performed & weeks after childbirth. After a single centrifugation (20
min; 2500 xg), 400 pl aliquots of plasma were collected and stored at —70° C until analysis.
Each analysis was then performed blind to the other analyses, All samples from each patient
were grouped in the same series of analyses. For the postpartum sample, two tubes were
tested; one after the first centrifugation and one after the second, so there were ultimately
seven samples per patient. Pooled normal (V) plasma from 34 healthy volunteers, excluding
any women who were using oral contraceptives or who were pregnant, was used as the refer-
ence plasma. To optimize the plasma management, the two assays (TFFI resistance and TFFPI
activity) were simultaneously realized on the same aliquots after defrosting at 37°C for ten
minutes.
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TFPI resistance

We used the assay described by tardy-Foncet et al. [L1]TFPI resistance is defined as a poor
anticoagulant response to TFPL To evaluate the anticcagulant activity of exogenous TEPL two
modified dilited thromboplastin times (dTT) were determined, one with and one without
exogenous TFPL For this purpose, two reagents were prepared: R1 and B2, R1 comprised a
Tris bovine serum antigen buffer (50 mmol L* Tris/HC], 100 mmaol L MaCl and 1 g L'of
bovine serum albumin, pH 7.5) containing 50 mmeol L~ Ca’12 and tissue factor (Thromborel
5, Behring, Paris, France), diluted to a final concentration of 1/150th. K1 is a referent dT7T. K2
had the same compaosition as K1, except for the addition of purified human TFPI (American
Diagnostica, Andresy, France), at a final concentration of 250 ng mL™Y, B2 is adTT with TEFI
(final TFPI concentration in the reagent medium: 83 ng/mL). After a 15-s incubation of 50mL
ofundiluted patient and control plasma samples at 37°C, clotting was initiated by adding 50
mL of the K1 solution, and the *dT'T without TFPT was recorded. Identical plasma samples
were then incubated with solation B2 to determine the ‘dTT with TFPI. Clot formation was
recorded for 240 s on a coagulometer (BCT Behring). All measurements were performed in
duplicate and the final result was considered the mean of the two measurements. Dietection of
thrombus formation was made by optic detection at 405 nm.

The variation coefficient anthorized for this measurement is 5%. TFFPI sensitivity ratios
were obtained by dividing the *dTT with TFFI” by the *dTT without TFPI'. For each series, we
also measured the TFPI sensitivity ratios of the reference plasma The TFPI sensitivity ratio of
the reference plasma was 2.01 (mean valie of 30 measurements). The normalized ratio was
then caleulated by dividing the TFPI sensitivity ratio obtained for each of the patient and con-
trol plasma samples by the TEPI sensitivity ratio obtained for the reference plasma.

TFPI activity assay

We used the assay described by Sandset ef al. [18]: the TFPI activity assay is based on the ability
of TEPlin the sample, with presence of FXa, to inhibit TE/FVla catalytic activity. The plasma
is incubated in the presence of tissue factor, F¥Xa, and FVIla which permit formation of TE/
FVIa/TFPLFXa. The residual TF/FVIla aatalytic activity is measured by adding FX and spe-
cific Xa chromogenic substrate.

The recombinant Tissue Factor (Dade-Innovin) was purchased from Dade Behring Sie-
mens (Saint Denis, France). The recombinant FV1la (Novoseven 60K L) was provided by
Movo Nordisk (Danemark). The bovine factor Xa (70 nkats), the bovine factor X (100pg), and
the chromogenic substrate C5-11 (kit biophen heparin 6) were purchased from Hyphen
Biomed (Neuville sur Oise, France). The polymerization fibrinogen inhibitor, Pefabloc FG 50
mg (Pentapharm) was distributed by Cryopep (Montpelier, France). The combined reagent is
prepared in the ice, by dilution Tris bovine serum antigen buffer (50 mmeol L™ Tris/HCL, 100
mmol L' Naland 1 g L' ofhovine serum albumin, pH 7.5), with TF (last dilution 1/100),
CaCl2 10 mmol L, Pefabloc (100 pG/ml), F¥a (1.3 nmal L), FV1a (10 nmol L") (last con-
centrations in the measurement). The plasma samples were defrosted at 37°C for 10 minutes
and had to be used within two hours. We took 25 pl from a 1/80 dilution in buffer TES [BSA of
each sample. A calibration range was made by six measurement points (0 to 150%) established
by the reference plasma and the control plasma. After adding 100 pl from combined reagent,
the incubation at 37°C for 30 minutes was realized, at which point 50 pl of a substrate reagent
composed of bovine FX (0.2 U/mL) and chromogenic substrate (2.5 mg/mL) were added for a
seoond incubation at 37°C for 30 minutes. The absorbance at 405 nm was measured by a spec-
trophotometer (Multiskan Ascent, Thermolab System), and a calibration curve was automati-
cally drawn. TFPI activity was expressed asa percentage compared to the control group values,
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Statistical analysis

Statistical analysis was performed using 5AS 9.4 and R statistical software, version 3.2.1. Cuali-
tative data were described by absolute and relative frequencies (expressed in %) and were com-
pared with Fisher exact test. Qruantitative variables were described by mean and stan dard
deviation and inter quartile range and were compared by Student’s t test. In the event of a non-
normally distributed variable (assessed by Shapiro-Wilk test), a Wilcoxon Mann-Whitney test
was performed. TFPI resistance and activity at each of the six visits (at 20, 24, 28, 32, and 36
weeks' gestation, and post-partum) in patients with placenta-mediated adverse pregnancy out-
comes and patients without were compared. TFFI plasma levels were summarised in boxplots
for cach of the five visits (30, 24, 28, 32 and 36 weeks) and were compared to post partum levels
using the Wilcoxon rank test. Tests were performed at the adjusted two-sided alpha level of
1%.

Results
Description of the study population

Between June 2008 and Cctober 2010, two hundred pregnant women were induded in the
study, which enabled the analysis of 934 plasma samples. All samples were collected prior to
the placenta-mediated adverse pregnancy outcome. TFFI assays were realized on 72 patients
inchided in the study at Saint Etienne, at different stages of pregnancy, aswel as in the post-
partum period. Demographics and inclusion criteria are summarized in Table 1. During the
study, 15 of the 72 patients had placenta-mediated adverse pregnancy outoomes with four PE,
eight IUGE, and three associations between PEand IUGE. There was significantly more diabe-
tes and history of placenta-mediated adverse pregnancy outcomes among patients with pla-
centa-mediated adverse pregnancy outcomes compared to patients without. However, other
demographic characteristics and indusion criteria were not statistically different between
patients with or without placenta-mediated adverse pregnancy outcomes.

TFPI resistance

The threshold value of the normalized ratio (WR) TFFI has been defined by a reference poal of
34 controls, and has been determined at0.70 (minimum value). The control group consisted
ofhealthy volunteer's women who were not using oral contraceptives and who were not preg-
nant. A value below 0.70 was associated with a TFPI resistance.

There was no difference regarding the normalized ratios TFPI betwern patients with and
without placenta-mediated adverse pregnancy outcomes during pregnancy or during the post-
partum period (Fig1).

For all patients, the normalised ratio of TFPI was constant and below 0.70 during preg-
nancy in every stage. It became normal in postpartum with a median normalized ratio of 0.81
globally (Fig 2). The differences between any stage of pregnancy and postpartum were constant
regardless of pregnancy stage (Table 2).

TFPI activity

TFPI activity values were higher in patients with placenta-mediated adverse pregnancy out-
comes than in patients without during pregnancy. This difference was statistically significant
at 24 weeks and close to statistical significance at 28, 32, and 36 weeks. During the postpartum
period, patients with placenta-mediated adverse pregnancy outcomes showed higher TFPI
activity values than patients without and this difference was statistically significant (p = 0.04).
(Table 3, Fig 3).

FLOSOMNE | hitps Jidolorg 0.1 571 /ipumsal pone 0173506 March 2, 2007 5/12

66



PARTIE EXPERIMENTALE

@ PLOS | ONE TF Flior placenta-medated advens e pregnancy outcomes prediction in high-rek women

Table 1. Patientcharacteristics at inclusion®.

Total Mo =72 Placen a-med lated Mo placenta-medi ated P value

averse pregnancy sverse pregnancy

outcomes No =15 outcome Mo =57
Demographic data: mean : standard deviation |mean S0 | median mean £ 50 e lan mean + 50 el an
median (Q1;03) (01-03) (01-0% (01-03)
Ape (years) FAHE | 30BETE E25 4.2 |ZRE(2RZ 307 £4T | 30,3271 0.19*®

339 -34.5) —33.7)
Giravidity 2EL10  |20(1.0-40) |35234 |3001.0-50) (24217 |20(10-50) |o.127*
Parity 1.1+£08  |[10(1.0-20) 113207 [1001.0-20) [11£08 |1.0(05-2.0) |o.g=""
BMI (K} 255461 |235(20.9 252462 | 24.2(204 255462 |23.4211 0.85""
-Z5.5 277} & 1)

Inclusion criteria n k) n % n k)
B30 kgim® 15 21.1 2 133 13 232 0.40®**
Emoking 2 28 1 6.7 1 1.8 031"
Crabetes 3 T.0 3 200 2 36 0LoE=""
Hodney digease o 0o 0 0.0 4] 0o Q=
Hyperension 4 56 1 [ 3 5.4 0.84%%"
Luspitsa 3 42 [i] 0.0 3 5.4 0367
Anitiphoapholipid Syndrome 3" 43 [1] 0.0 3 5.5 035"
Pergonal histony of venows thirom boembokam 13 21.1 1 6.7 14 25.0 Q.12"=""
Personal history of PVP 47 662 15 100.0 32 57.1 0.002"**
Famiilia hisiory 18 254 3 200 15 6.8 0.59%""

“data are available for 71 patents

® data avallable for 70 patents

* Students 1ieat

= Wilcouon Mann-Whitney teat

*% Fiaher exact st

No.: numiber of; BM1: Body Mass Indes; VT E: venous throm boembolism ; SO: standarddeviaton; 01 1% guartile; 0% 3™ quartie

For high-risk population studied, TFFI activity was significantly dear eased at 20 and 24
weeks of pregnancy compared with that in the postpartum period (p - 00001 and p = 0.0005
at20 and 24 weeks, respectively). Significant difference was not found in the rate of TFPI activ-

ity at 28 woeks compared with that in the postpartum period (Table 2).

Discussion

Our results showed that pregnancy induces TFPI exogenous resistance without any difference
betwren patients with and without placen ta-mediated adverse pregnancy outoomes. Further-
more, there was an increase in TFPI activity during pregnancy at 24, 28 and 32 weeks, as wdl
asin the postpartum period in patients who experienced placenta-mediated adverse pregnancy
outoomes compared to patients who did not, and this difference was present prior to the
occurrence of placenta-mediated adverse pregnancy outcomes.

Revealing TFPI resistance

TFPI exogenous resistance is involved in physiological hypercoagulahility, inherent in gravid
state, caused by acquired protein § deficiency and resistance to activated protein C (not assod-
ated with a factor V Leyden mutation ) [19]. Some studies suggest a concomitant action of
TFFl and protein 5. Hackeng ef al [10] showed inhibition of thrombin generation by the TFFI
| protein 5 system. Castoldi ef al. [9] noted that protein 5 deficiency was more frequently
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associated with a reduced rate of TFPL Tardy-Foncet ef al. reports TFFI NR (and PS activity)
measured in plasma of 7 women during pregnancy and 3 months after delivery. Median TFPI
MR values were statistically significan tly lower during pregnancy than 3 months after delivery
[20]. Our study also highlights the possibility of increased resistance to exogenous TFFPI during

pregnancy on a larger population.

TFPI activity assay

Our results demonstrated that the rate of TFPQ activity was significan tly higher overall in
patients with placenta-mediated adverse pregnancy outcomes. We believe that these higher
TFPI values match an overexpression of tissue factor, which is known to increase during preg-
nancy, and may correlate in partioular to placenta-mediated adverse pregnancy outcomes.

Several studies support this hypothesis, Godoi ef al. [21] showed significantly higher TFFPI
levels in pre-eclamptic women compared to those in normotensive pregnant paticnts and
non-pregnant patients, for which the results were significant before 34 weeks. Mo significant
differences in tissue factor rate were found between the three groups, and the tendency for
TFFI to increase in late pregnancy was demonstrated. Erez ef al [22] reported the same results,
distinguishing between placenta-mediated adverse pregnancy outcomes that results in foctal
growth restriction and in pre-eclhimpsia. TF concentrations were increased in both
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population s significantly, compared to those in pregnant women without placenta-mediated
adverse pregnancy outcomes, though TFPI concentrations were increased in pre-edamptic
patients only, with no significant difference in the foetal growth restriction group compared to
the healthy pregnant women group. Thus, TEPL/ TF ratio was significantly decreased inthe

Table 2. Evolution of TFA resistance and activity during pregnancy and postpartum

Gestational Age | Normalised ratio of TFPI Comparison with postpartum TFPI acthvity 3 Conpar s.on with postpartum
period period
mean+ 50| median (Q1 Absolute difference mean 50 | median (G1 Absolute difference
-Qa3) B5% CI -Q3) B5% 01
20 weeks 068 £ 0.06 | 068 (0.64— =014 (-0.16-0.12) TBO0 £19.9 | 765 (662 —B8.2(—-152,-1.1)
73} 1.1}
24 weeks 06T 006 | 066 (064— =015 (-0.1&-0.13) 799 +20.2 | 761 (BA5— —6.2(—1351.0)
7o) 20.3)
28 weeks 06T 007 | 06T (064— =015 (-7 -0 12) B32 +22.4 | BO2(BOT- —2.9(—105;4.8)
a7} 4.1}
32 weeks 066 £0.05 | 066 (062 —0.16 (-0 18 -0.13) B59 £23.3 | BAT (TO6- —0.4(-82; 7.4)
Q7o) 10:0.9)
36 weeks 066 £0.05 | UES (063 —0.16 (-0 19,-0. 14) BEB £229 | BAD(TTE- 29(-5.1;10.9)
068) 100.6)
Postpartum 082 £ 008 | 81 (076 _ B59 +223 |B2D(T22- _
period 0ET) 97.7)
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Table 3. Comparson of TFPlactivity during pregnancy in patients with placenta-medi ated adverse pregnancy outcomes and with out.

Gestational Age Placents-mediated adverse pregn ancy Mo placenta-mediated adverse Absolute difference Pwvaiue

outcomes pregnancy outcome a5%cl
mean £ S0 median (Q1-03) mean 50 median (1 -03)
20 weeks 84.6115.5 80.2(74.9-91.7) TE2 £ 206 7.2 (636-88.7) 83(-1.2,17.9) 0.15*
24 weeks 90.2£17.0 87.5(TE.6-08.3) TrO£203 a4 (552-88.9) 132(3.0;23.3 0.02*
28 weeks 93.1£16.7 B7.2(80.2-1056) BOG£23.1 75.5 (66.5-04.1) 125 (1.8, 23.1) 0.06"
32 weeks 96.6£19.1 94.2 (82 8-103.7) BIA£236 823 (6621008 132(1.1;25.3 0.06"
36 weeks 98.6+20.3 20.6(85.1-110.5) BEG+23.1 83,0 (76.4-99.0) 120 (-1.1;25.1) 010"
Postpartum perod GBEX278 82 (TEA-116.4) B2S 106 81.2 (50.7-95.9) 16.1(1.1; 31.1) 0.04%
* Wilcoxon Mann-Whitney test

INo.: nasmiber of ; S0: standard deviation; O1: 1* quartiie; 0: 3™ guartie

it oo iowg 0.1 371 ipuma pone 0173 5961003

PE group and increased in the foetal growth restriction group. The authors hypothesized pla-
centa-mediated adverse pregnancy outcomes (maternal or foetal) were phenotypically
expressed. Abdel Gader et al [23] compared total and free TFPI levels and found that pre-
edamptic patients show inoeased free TFPI levels compared to normal pregnancy paticnts
and those with gestational hypertension during pregnancy and postpartum (24 hours after
birth). The differences were significant. Ittel ef al [15] found higher concentrations of free
TFPlin non-pregnant patients compared to pregnant patients (with a normal pregnancy) in
the 1%, 2", and 3" trimester of pregnancy. Moreover, during the period of at least 12 weeks
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Fig 3. Patients with plscents-medi sted adverse pregnancy outcomes (PVF) showed higher median
TFPI activity values than patients without(No PYP) both during pregnancy and in the postpartum
period Thelower and upper lmits of the box represent e first and fird qeartiies respectively andthe heavy
lina inside theboo! the median. The honzontal line at e botiom and at e iop of sach plot represent thevale
of thelower and upper guarties respectively. The cncles represent he points that il outsidethe nom inal
ramge of e data indenmed from e upper and lower guarties. * p<0. 05, Wilcoxon Mann-Whiney st PP for
Placental Vascular Pamology.
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postpartum, they found that concentrations of TP were significantly lower among patients
who experienced a gestational vascular complication compared to non-pregnant patients,
which could correspond to a potential indicator of placenta-mediated adverse pregnancy out-
comes risk

(Other studies found decreased levels of TFPL in patients with placenta-mediated adverse
pregnancy outcomes: Aharon ef al, [24] showed significantly deaeased TFPI levels in patients
with placenta-mediated adverse pregnancy outcomes during pregnancy. Furthermore, the TF
I TFPI ratio was incr eased in this population, emphasizing the hypercoagulable mechanism in
the genesis of PE. They added that the decrease could be palliated bya LMWH treatment,
thereby increasing the rate of TFPL Teng et al. [7] demonstrated similar results.

Mormalized ratio of TFFI is hypersensitive to analytical test preconditions, with the risk
that traces of TF are present in the sample and can alone be responsible for a decrease in the
ratio.

Conclusion

Our study shows that the normalized TFPI ratio is not a disoriminating factor between patients
with placenta-mediated adverse pregnancy outcomes and without, although there were signifi-
cantly higher rates of TFFI activity in patients with placenta-mediated adverse pregnancy out-
comes than in patients without. Similar results are also desaribed in the literature, Thus, the
increase in TFPI levels in VP patients could match the over epression of tissue factor (TF). A
study combining clinical, sonographic, and dosage of angiogenic factors data for the prediction
of placenta-mediated adverse pregnancy outcomes in high-risk patients seems necessary to
establish an effective screening strategy.
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(PDF)
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1.1.2. Valeur prédictive des facteurs angiogéniques sur la survenue de
pathologies vasculaires placentaires chez des patientes a haut risque: étude
ANGIOPRED

Les facteurs intervenant dans la coagulation comme le TFPI sont modifiés en cas de PVP.
Nous nous sommes intéressés aux facteurs angiogeniques sur la méme population a haut
risque. L’article a été soumis le 11 juin 2017 et a été accepté avec révisions le 25 juillet 2017.
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Abstract

Objective: The study aimed to compare the level of two angiogenic factors, soluble fms-like
fyrosine kimase-1 (sF1t1) and soluble Endoglin (sEng), for the prediction of preeclampsia and
mtrauterine growth restriction in high-risk pregnant women.

Study design: A prospective multicenter cohort study of two hundred pregnant patients was
conducted between June 2008 and October 2010. sF1t1 and sEng, were measured by enzyme-
linked immunosorbent assay.

Result: Forty-five patients developed a placenta-mediated adverse pregnancy outcomes.
Plasma levels of sFlt]1 and sEng were higher in patients who will experience a preeclampsia
at 28, 32 and 36 weeks compared to patients with no complication. The same results were
observed for infrauterme growth restriction. Plasma levels of sFltl and sEng were not
significantly different for patients with preeclampsia compare to patients with mtrauterine
growth restriction.

Conclusion: In high-risk women, angiogenic factors are disturbed before the onset of

preeclampsia and this is true for intrauterine growth restriction.

Keywords: angiogenic factors; high-risk women; placenta-mediated adverse pregnancy
outcomes; preeclampsia; mtrauterine growth restriction; soluble endoglin; soluble fms-like

fyrosine kinase-1
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INTRODUCTION

Placenta-mediated adverse pregnancy outcomes (or placental vascular pathology (PVP))
represents a heterogeneous group of multisystem disorders that can be maternal [pre-
eclampsia (PE); eclampsia; retroplacental hematoma; hemolysis, elevated liver enzymes. low
platelets (HELLP) syndrome] or foetoplacental through placental hypoperfusion responsible
for intrauterine growth retardation (IUGR) or oligohydramnios. Placenta-mediated adverse
pregnancy outcomes are common, as PE complicates between 2% and 8% of pregnancies_ '
Severe placenta-mediated adverse pregnancy outcomes are responsible for much of the
foetomaternal morbidity and mortality and are major contributors to premature births. * PE is
associated with preterm delivery i 15 to 67% of cases, IUGR 1n 10% to 25% of cases and a
neonatal mortality in 1 to 2%.” The prediction and prevention of these potentially serious
complications 1s a major challenge for patients and foetuses. The infroduction of closer
monitoring, transfer in adapted level maternity and antenatal steroids can significantly reduce
maternal and foetal morbidity, explaining the importance of early identification.* Once PE
mstalls, the only curative treatment is delivery. Placenta-mediated adverse pregnancy
outcomes risk factors are now well known, but there is no validated screening strategy for
predicting the occurrence of placenta-mediated adverse pregnancy outcomes in these high-
risk patients 6

Recently, new pathophysiological approaches to placenta-mediated adverse pregnancy
outcomes were proposed. The pathophysiology go through endothelial dysfunction. It results
from an imbalance of angiogenic factors and is responsible for maternal signs of de novo
hypertension and proteinuria after 20 weeks of gestation.”® Vascular endothelial growth
factor (VEGF) 1s a specific mitogen for endothelial cells and plays a role in promoting

angiogenesis. Soluble fms-like tyrosine kmase (sF1t1) is a receptor able to bind VEGF and
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placental growth facter (PIGF) and thus antagonising their actions. Studies confirm that sFltl
excess induces an anti-angiogenic state in the serum of women with PE. which can be raised
by exogenous introduction of VEGF and PIGF.” Increased sFlt] and decreased PIGF are
associated with the risk of PE and the magnitude of these biclogical abnormalities is
correlated with the severity of PE and TUGR. " But the absolute value of these proteins vary
between studies. These biological abnommalities are also present in cases of in utero foetal
death ! and recurrent idiopathic pregnancy loss (= 2}.12 From these initial results, other
placental proteins have been studied, including soluble endoglin (sEng), whose presence in
excess leads to endothelial dysfunction responsible for PE 813 2nd TUGR ™ These laboratory
abnormalities seem to precede onset of PE and therefore could predict the risk of occurrence
of these pathologies. sEng and sFlt]l measwed in preeclamptic women are raised 6 to § weeks
before s*jﬂ:l:l;:nt-:uﬂ.ls.lj'l3 A recent meta-analysis included studies whose eligibility criteria were
that the sampling ocenrred before the clinical diagnosis of PE and before 30 weeks. The
meta-analysis showed that PIGF and VEGF levels were significantly lower and sFIt] and
sEng levels were significantly higher before PE. For sFltl and PIGF, this difference was even
more important when the tests were performed after 19 weels’ gestation The authors
concluded that the sensitivity and specificity of these markers wete too low to allow the
routine identification of PE; therefore, they should not be used alone ”* The predictive role of
sFlt1, sEng and PIGF levels in women at high risk has also been described ', but literature
on this high-risk population is much less abundant than on the low-risk population. We find
no other study comparning angiogenic factors for prediction of PE and IUGE.

The main objective of cur study was to compare these angiogenic factors for prediction of PE
and ITUGE. without PE. The secondary objectives were: (1) to evalnate the level of two
angiogenic factors, sFltl and sEng, as predictors of placenta-mediated adverse pregnancy

outcomes (both PE and IUGE) onset in patients at risk of developing placenta-mediated
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adverse pregnancy outcomes (2) to describe the evolution of angiogenic factors during

pregnancy between 20 and 36 weeks to deternune optimal period for dosing.

MATERIATLS AND METHODS

Study population

The AngioPred study is a prospective multicenter cohort study of consecutive pregnant
patients at high risk of occwtrence or recurrence of placenta-mediated adverse pregnancy
outcomes conducted between June 2008 and October 2010 m the Obstetrics and Gynaecology
department of Saint Etienne and Nimes University Hospital and Laboratory of Haematology
Nimes University Hospital.

Inchusion criteria were: (1) diabetes (n diet or insulin), (2) hypertension (previously treated
before pregnancy or hypertension = 140/90 twice before 20 weelks), (3) obesity (Body Mass
Index = 30) (4) maternal age younger than 18 vears or older than 38 years, (3) chronic
kidney dizease (proteinuria = 300mg for 24 hours or creatinine = 1.5 mg/dl before 20 weeks),
(6) lupus, (7) antiphospholipid syndrome. (8) family history of cardiovascular disease or
venous thrombeembolizm (VTE.) (9) biclogical thrombophilia without personal history of
VTE or personal placenta-mediated adverse pregnancy outcomes, (10) a history of one or
more episodes of placenta-mediated adverse pregnancy ocutcomes or (11) personal history of
VTE. The exclusion criteria were: (1) twin pregnancies; (2) patients with a history of foetal
death due to congenital malformations, Bh incompatibility or infectious cause; (3) IUGER.
whose etiology was a chromosomal. gene or infections abnormality or (4) the presence of a
placenta-mediated adverse pregnancy outcomes or VIE at inclusion

The protocol was approved by the Ethics Committee and Institutional Feview Board of the
University Hospital of Saint Etienne in March 2008, and all subjects provided informed

consent.
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Study design and evaluation criteria

All patients were inchided before 20 weels of gestation and gave their written consent. At
inclnsion, demographic data were collected by interview, physical examination and
consultation of obstetrical medical record. Blood samples provided in the protocol were taken
in complement to the conventional laboratory tests for monitering pregnancy.

The primary outcome was the occurrence or recurrence of placenta-mediated adverse
pregnancy cutcomes diagnosed according to the following eriteria: (1) PE defined according
to the ISSHP (International Society for the Study of Hypertension in Pregnancy criteria) with
or without ITUGR. :"¥ (2) IUGR. without PE defined by a birthweight < to the 10® customised
centile with nmibilical Doppler abnermalities. Preeclampsia was diagnosed if a previously
normotensive woman had 2 consecutive (4 hours apart) DBP measurements of =00 mm Hg
after the 20th week of gestation and proteinuria =300 mg in a 24-hour urine specimen.

The secondary outcome was the evelution of angiogenic factors during pregnancy between

20 and 36 weeks was also assessed.

Blood collection and laboratory methods

Blood samples were collected in tubes containing 0.129 mol L trisodium citrate at the
collection centre of University Hospital of Saint Etienne and Nimes at 20, 24, 28 32 and 36
weeks, totalling five samples per patient. The samples were sent to laboratories immediately
for analysis, and then centrifuged, aliquoted and stored at -80°C. Each analysis was then
performed blind to other analyses. All samples from the same patient were grouped in the
same series of assays. Analyses were carried out after defrosting for 10 min in a water bath at
37°C and centrifugation at 2500z. An enzyme-linked imnmnoserbent assay (ELISA) was
performed for the determination of sFltl and sEng at 20, 24, 28, 32 and 36 weeks using
Cuantikine® Elisa Human sVEGF E1FIt] and Human Endoglin/CD 105 commereial kits (B

& D Systems, Abingdom United Kingdom).
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Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SAS 9.4 and B, software for figures. Qualitative data
were described by absolute and relative frequencies (expressed in %0). Quantitative variables
were described by mean and standard deviation, and median and interquartile range and were
compared by Student's -test. In case of a non-normally distributed variable (assessed by
Shapiro—Wilk test), a Wilcoxon-Mann—Whitney test was performed. Tests were performed at
the adjusted two-sided alpha level of 1% (five times of comparison). Results were
snmmarised by boxplots.

For comparison of sF1t] and sEng plasma levels between patients with PE. with IUGE. and
patients with no placenta-mediated adverse pregnancy outcomes, group differences were
azsessed using Kmisleal-Wallis test. As distribution was skewed, a Dunn post-hoc test was
assessed for differences between two groups. Plasma levels of sFltl and sEng were compared
between patients who experienced a placenta-mediated adverse pregnancy outcomes and
patients who did not have for each visit (20, 24, 28, 32 and 36 weelks) The threshold value of
sFlIt] and sEng plasma levels for the prediction of PVP was determined at each gestational
age through the receiver operator characteristics (ROC) curve, calenlating the area under the

curve with 93% confidence intervals (95% CT).(19)

RESTULTS

Description of the study population

Between June 2008 and October 2010, 200 consecutive pregnant women were included in the
study that enabled the analysis of 934 plasma samples. The missing samples correspond to 2
patients having delivered before 24 weeks, & before 28 weeks, 12 before 32 weeks and 25
before 36 weeks. Only 4 patients have occasionally missed a sample. All samples were

collected prior to the event. Demographics and inchision criteria are summarised in Table 1.

81



PARTIE EXPERIMENTALE

History of placenta-mediated adverse pregnancy outcomes concerned 68.9% of the study
population.

During the study, 45 patients had a placenta-mediated adverse pregnancy outcomes, with 24
PE, including 9 associated with TUGR and 21 TUGEs without PE. The patients with placenta-
mediated adverse pregnancy cutcomes had significantly more chrenic hypertension and more
placenta-mediated adverse pregnancy outcomes history than patients without. Other
demographic characteristics and inclusion criteria were not placenta-mediated adverse

pregnancy cutcomes statistically different between patients with and without.
Prediction of PE with or without IUGR and IUGR without PE

All assay results of sF1t] and sEng are presented in Table 2. Kruskal-Wallis test of sFltl
plasma levels in the three groups showed significant difference at 28, 32 and 36 weeks
(respectively p= 0.007, 0.0003, 0.001). With a Dunn pest-hoc test, plasma levels of sFltl
were significantly higher in patient with PE compared to patients with no complication at 28,
32 and 36 week (respectively p = 0.03, 0,001, 0.002). Plasma levels of sFlt1 were
significantly higher in patient with IUGE. compared to patients with no complication at 28,32
and 36 weeks (respectively p=0.01, 0.01, 0,002). The difference did not reach significance at
20 and 24 weeks despite a trend to higher levels in patients with PE and with IUGE.. Patients
with PE compared to thus with [IUGE. have no significantly different plasma level of sFIt1 at

each stage of pregnancy.

Kiuskal-Wallis test of sEng plasma levels in the three groups showed significant difference at
28,32 and 36 weeks (respectively p=0.008, 0.0004, 0.002). With a Dunn post-hoc test,
plasma levels of sEng were significantly higher in patient with PE compared to patients with
no complication at 28, 32 and 36 weeks (respectively p= 0.03, 0.003, 0.003). Plasma levels of

sEng were significantly higher in patient with IUGE. compared to patients with no
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complication only at 28, 32 and 36 weeks (respectively p=0.02, 0.002, 0.14). The difference
did not reach significance at 20 and 24 weeks despite a trend to higher levels in patients with
PE and IUGE. Patients with PE compared to thus with IUGE. have no significantly higher

plasma level of sEng at each stage of pregnancy.

Prediction of placenta-mediated adverse pregnancy outcomes

Plazma levels of sF1tl were significantly higher in patients with placenta-mediated adverse
pregonancy cutcomes compared to other patients at 28 (p =0.002), 32 (p = 0.0001) and 36
weeks (p=0.0007). The difference did not reach significance at 20 weels despite a trend to
higher levels in patients with placenta-mediated adverse pregnancy outcomes (mean
difference (MD)) 4299 pg/ml., 95% CI -229.1 to 1085.9). sEng plasma levels were
significantly higher in patients with placenta-mediated adverse pregnancy outcomes than
other patients at 28 (p=0.002), 32 (p < 0.0001) and 36 weeks (p = 0.0003). The difference
did not reach significance at 20 and 24 weeks despite a trend to higher levels in patients with
placenta-mediated adverse pregnancy ouvtcomes (20 weeks MD 2.14 ng/mT._ 95% CI 0.04 to
4.25; 24 weeks MD 393 ng/ml. 95% CI -0.76 to 8.62). These results are sunumarized in

Figure 1 for sFltl and Figure 2 for sEng.

ROC curves were used to calculate threshold values coating the better sensitivity and
specificity for predicting placenta-mediated adverse pregnancy outcomes, PE and IUGE. The
area under the curve (AUC) were almost all equal 0.5 to 0.7 with low sensitivity and high
specificity (please see Table on http://hyper.ahajournals crg., 51 which includes ROC curves
analysis). There was also very high negative predictive value between 80 and 96 % with the

same result for PE and IUGE. These tests were more effective in late pregnancy.

DISCUSSION
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Among these high-risk patients, 22 5% presented a placenta-mediated adverse pregnancy
outcomes, with 12% being preeclampsia and 15.5% being intrauterine growth restriction.
This preeclampsia rate is similar to that reported in high-risk women in other studies 2! We
find no other report comparing maternal serum angiogenic factors, sFlt] and sEng, for the
prediction of both preeclampsia and intranterine growth restriction in a high-risk pregnant
population. We have shown in this high-risk population a significant increase in plasma
levels of sFlt]1 and sEng at each stage of pregnancy in patients who will experience a PE and
only later at 32 and 36 weeks for [UGE. compared to patients wheo will not have placenta-
mediated adverse pregnancy owtcomes. We also have shown higher plasma levels of sF1t1

and sEng for patients with PE compare to patients with IUGE. at each stage of pregnancy.

Diagnostic value

Several studies have investigated the diagnestic value and the predictive role of angiogenic
factors in a suspected PE. Rana ef al has first measured plasma levels of sF1tl. PIGF and
sF1t1/PIGF in patients admitted for suspected PE before 34 weeks. The sFIt1 / PIGT ratio was
higher in case of an unfavorable outcome within 15 days * The same team then studied sEng
plasma levels which were significantly higher.23 Verlorhen ef al compared sFltl and PIGF
plasma levels measured by antomated method in 71 patients with PE versus 595 control
patients. The sF1tl / PIGF ratio had an ATUC of 0.95 for the prediction of PE* The same
team compared normal pregnancies. pregnancies complicated by PE, patients with pregnancy
hypertension and patients with chronic hypertension. The sFIt1/PIGE ratio was increased in
all groups compared to controls. A very high ratio was associated with a decrease in the
period until dE]iVE'l‘_lr’.]i The diagnosis of PE is often obvious, the treatment is symptomatic
and the cutcome 15 nsually a short-term delivery which allow hittle place for a diagnostic or

prognosis test.
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Predictive value in low-risk population

sEng and sFit]l measured in preeclamptic women are raised 6 to 8 weeks before
S}rmpmms_ﬁ'm EKusanovic ef al. study analyzed the rate of sFItl, sEng and PIGF at two
pertods 6-15 weeks and 20-25 weels in 1622 patients at low risk The sFltl / PIGF ratio had
an excellent predictive value for early PE. A recent meta-analysis included study whose
eligibility criteria were that the sampling occurred before the clinical diagnosis of PE and
before 30 weeks showed that PIGE and VEGFE levels were significantly lower and sFltl and
sEng levels were significantly higher before PE. For sFltl and PIGF, this difference was even
more important that the tests were made after 19 weelks. Sensitivity and specificity were
identical and 75% respectively for PIGF, 72% for sF1t] and 67% for sEng. The authors
concluded that the sensitivity and specificity of these markers were too low to allow the

identification of PE in routine and that they should not therefore be used alone.”

Predictive value in high-risk population

The literature on this topic comes from the team of Maynard and Moore Simas. A first stody
analysed the rate of sFlt1, PIGF and sFIt1/PIGF ratio in 94 high-risk patients during 3
periods: 22-26 weeks, 27-30 weeks and 3135 weeks. Twelve PE (12.7%) had been
retained, including five before 34 weeks and seven after 34 weeks. The authors found an
increased rate of sF1t] and decreased rate of PIGF in cases of PE. For early PE, the rates were
meodified from 22 weeks and for late PE after 31 weeks. The sFl1t1/PIGF ratic was better than
the only marker for the prediction of PE.*! We found the same results in a larger study

population and with more events.

The same authors then compared the dosages of sFltl, PIGF and sEng in high-risk and low-

risk patients in the same gestational windows. In pmltivariate analysis. the best performing

10
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models for the prediction of early PE werte: (1) determination of sFIt1 in the second
gestational window with an ATUC of 0.83, a sensitivity of 67% and a specificity of 96%, and
(2) sFitl dosing in the first gestational window associated with changes of sEng between the
two gestational windows with an ATUC of 0.91, a sensitivity of 86% and a specificity of
96%.%" The same results were found by Teixeira ef al..”’

The third study from the same team analysed variations of angiogenic factors according to
inclusion risk factors. Angiogenic factors were particularly changed in the event of nmltiple
pregnancy and PE hismr}r.za

Powers et al. analysed the dosage of sFltl. PIGF and sEng among 993 at-risk patients. The
rates were significantly different in the third trimester among patients who experienced PE
compared to those who did not. By correlating to the occurrence term of PE. only sFltl was
significantly higher 2—5 weeks before the clinical diagnosis of PE and cnly in patients with
PE history.'” The population of high-risk patients appears fo be that in which the angiogenic

matkers could provide the most benefit.

The sample size in this study is small, with cnly 43 patients developing placenta-mediated
adverse pregnancy outcomes. Even if we have no preventive treatment and no curative
treatment for placenta-mediated adverse pregnancy outcomes, reliable prediction of
preeclampsia would allow for closer prenatal monitoring, earlier diagnosis and expeditions
intervention, with steroids for foetal ling, magnesinm for seizure prophylaxis,
antihypertensive medications and bed rest ! All consecutive patients meeting the eligibility
criteria and agreeing to participate in the study were included. Each of the clinical, biological
and witrasound results were evaluated centrally, blinded to the development of placenta-

mediated adverse pregnancy outcomes.

In high-risk population, angiogenic factors are disturbed before the onset of preeclampsia and
this is true for intranterine growth restriction. However, sensitivity remains low but the

11
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negative predictive value is good means that it is very unlikely that placenta-mediated
adverse pregnancy outcomes will occur in the case of a negative test. This could have clinical
utility in avoiding unnecessary intensive monitoring in patients at high risk A study
combining clinical, sonographic and dosage data of angiogenic factors for the prediction of
placenta-mediated adverse pregnancy outcomes on high-risk patients seems necessary to

establish an effective screening strategy.

Supplementary information is available at JPER's website
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Figure 1: Maternal serum levels of sElt]1 by gestational age and whether or not PVP
occurred in high-risk pregnant women. The lower and upper limits of the box represent the
first and third quartiles respectively and the heavy line inside the box the median. The
horizontal line at the bottom and at the top of each plot represent the value of the lower and
upper quartiles respectively. The circles represent the points that fall outside the nominal
range of the data inferred from the vpper and lower gquartiles. One value over 23000 picog/ml
was observed in the PVP group at 24, 28 and 36 weeks but is out of the figure. P values are

for comparisons between women with PVP and those with no PVP.

Figure 1: Maternal serum levels of sEng by gestational age and whether or not PVP
occurred in high-risk pregnant women. The lower and upper limits of the box represent the
first and third gquartiles respectively and the heawvy line inside the box the median The
horizontal line at the bottom and at the top of each plot represent the value of the lower and
upper quartiles respectively. The circles represent the points that fall outside the nominal
range of the data inferred from the upper and lower quartiles.. One value over 100 ng/ml was
observed in the PVP group at 24, 28 and 36 weeks but is out of the figure. P values are for

comparisons between women with PVP and those with no PVP.

Supplementary table 51, Table that illustrates ROC curves analysis of plasma levels of sFltl

and Seng for predicting PVP, PE and IUGE. at each gestational age.
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Table 1: Pafient characteristics af inclusion

Total PVF No PVP
P value
200 patients 45 patients 155 patients

Age (years)

mean + 5D 31850 314=31 31930 0.62

median (Q1-Q3)  314(281-357) 315(278-347) 314(281-36.1)
Gestity

mean £ 5D 28x19 28210 29=189 080

median (Q1—-Q3 2019 2(1-4) 2(1-4)
Parity

mean £ 5D 1.2£049 1308 12=10 039

median ((1-Q3) 1{(1-2) 1(1-2) 1(1-2)
BMI (Kg/nd)

mean + 5D 25463 16163 23263 0.26

median (Q1-Q3)  23.3(209-282) 257(213-289) 233 (208-273)
Smoking. n (%a) 26(13.4) T(15.6) 190128 063
BMI=30 (Kg/m") 37(19.4) 9(21.4) 28 (18.8) 0.70
Diabetes, m (%) LN 3(6.7) 5(3.3) 0.32
Eidney disease, n (%) 3 (2.6) 144 3240 034
Hypertension, n {%4) 18(9.2) 100223 8(5.3) 0.001
Lupus, n (%a) 15(7.7) 2044) 13 (8.9) 0.36
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Antiphospholipid

6(3.1) 1(22) 5(3.3) 0.70
Syndrome, n (%)
Perscnal history of

38(193) 7(15.6) 31204 0.47
WVTE, n (%)
Personal history of

135 (68.9) 33844 97(64.2) 0.01
PVP, n (%)
Famulial history of
cardiovascular

39199 6(133) BLY 0.21

dizease or VIE. n

(%

SD: standard deviation: Q1: 1* quartile; (3: 3™ quartile; PVP: Placental Vaseular Pathology or placenta-

mediated adverse pregnancy outcomes
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Table 2: Descriptive analysis of plasma levels of sFlt] and sEng for each gestafional age. Mean £ Standard Deviafion

No PVE VP Kruskal- Post-hoc analysis
N=155 Wallis
test
P value
Intraunterine growth Preeclampsia no PVPws PE
restriction without PE = N=24 no PVP v TUGR”
N=121 IUGR. vs PE®
sFIt]l (pg/ml)
20 weeks
mean + 5D 1064 =518 1217 £ 489 1737 = 3040 0.25 09101017
median (Q1-Q3) 947 (667-1310) 1125 (912-1621) 850 (601-1433)
24 weeks
mean + 5D 1165 + 566 1256 + 449 2802 = 6003 0.45 07670217 0.45
median (Q1-Q3) 1060 (739-1369) 1148 (1000—1372) 944(579-2191)

1
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28 weeks
mean + 3D 1299 £ 600 1673 = 661 3694 = 5664 0.007 0.03%; 0.01%;0.72°
median (Q1-Q3) 1195 (835-1603) 1544 (1309-2101) 1470 (881-2746)
32 weeks
mean + 5D 2049+ 1217 3611+ 2527 5460 = 4221 0.0003 0.001%;0.01%; 0.41°
median (Q1-Q3) 1776 (1308-2452) 2881 (1659-5027) 4340
(2145-7741)
36 weeks
mean + 3D 4817+ 3589 8004 + 5485 10420 £ 8589 0.001 0.002"; 0.0027; 0.60°
median (Q1—Q3) 3938 (2588-5686) 5834 (4188-11781) 5838
(4244-14991)
sEng (ng/ml)
20 weeks
mean + 3D 5.10=3.03 Tl4=61 732786 0.21 04 0.1% 0.51*
median (Q1-Q3) 4.63 (3.62-5.87) 5.56 (4.15-7.03) 487 (3.64-6.89)
24 weeks

22
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mean + 5D 522+3.12 6.07 =442

median (Q1-Q3) 4.39(3.76-5.87) 558 (3.6746.83)

28 weeks
mean + 5D 601307 850540
median (Q1-Q3) 345(424-6.77) 7.71 (5.01-10.16)
32 weeks
mean + 5D 894633 13.60 =736

median (Q1—-Q3) 7.26(3.53-10.20)  13.95 (8.67-18.16)

36 weeks
mean + 5D 1343921 1927975

median (Q1—Q3) 11.03(743-16.21) 21.11 (10.43-27.18)

1196=2126

6.0 (3.97-9.63)

16.45+2555

8858 (4431274

1701133
12.94

(7.23-26.72)

35443238
21.30

(11.92-47.68)

014

0.008

0.0004

0.002

0.05"; 0.687, 0.25

0.03"; 0.027: 0.88°

0.005" 0.002". 0.94*

0.003" 0.014" 0 40*

Data are presented a5 means + S0} (standard deviation) and median with 10 (1) and 3° (3] quartile. Group differences were assessed usmz Foruskal-Wallis fest. As

distribufion was skewed, a Dunn post-boc test was assessed for differences betwesn two zroups. PVE: Placental Vascular Pathology or placentz-mediated adverse pregnancy

cuteomes  Post-hoe amaly=i= between groups no PVE vz PE. ¥ Post-hoc analysis between proups no PVP wr TUGE. * Post-hoc analy=iz between proups IUGR vz PE.

23
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Figure 1: Maternal serum levels of sFlItl by gestational age and whether or not PVP occurred in high-risk
pregnant women,. The lower and upper limits of the box represent the first and third guartiles respectively
and the heavy line inside the box the median. The horizontal line at the bottorn and at the top of each plot
reprasent the value of the lower and upper quartiles respectively. The circles represent the points that fall
outside the nominal range of the data inferred from the upper and lower quartiles. One value cwer 25000

picog/ml was observed in the PVP group at 24, 28 and 36 wesks but is out of the figure. P values are for

comparisons between women with PVP and those with no PVP.
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Figure 2: Matemal serum levels of sEng by gestational age and whether or not PVP occurred in high-risk
pregnant women. The lower and upper limits of the box represent the first and third guartiles respectively
and the heavy line inside the box the median. The harizontal line at the bottom and at the top of each plat
reprasent the value of the lower and upper quartiles respectively. The circles reprasent the points that fall

outside the nominal range of the data inferred from the uppear and lower quartiles.. Ona valus aver 100

na/ml was cbserved in the PYP group at 24, 28 and 35 weeks but is out of the figure. P walues are for

comparisons between women with PVP and those with no PVP.
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ONLINE SUPPLEMENT

Supplementary table 81, Table that illustrates ROC curves analysis of plasma levels of sFlt] and Seng for predicting PI'P, PE and IUGR at

each gestational age.

Threshold FPV NPV AUC
Se 5 P valne
alue (e} p (*a) ) %) (95% CT) v
2 weeks PVP sFltl 1603 4.4 B84 31 80.1 0.55 (0.48; 0.62) 0.35
sEng 3.95 444 774 364 828 0.58 (0.51; 0.63) 0.14
FE sFltl 1673 20.8 B2.7 238 88.0 0.49 (0.35; 0.63) 0.2
sEng 6.57 375 85.2 281 898 0.55 (0.40; 0.70) 051
TUGE sFltl 209 76.2 458 156.0 934 0.61 (0.49; 0.74) 0.08
sEng 548 524 69.7 19.0 91.5 0.61 (0.47; 0.76) 012
2d weeks  PVP SFltl 1790 295 859 382 80.5 0.55 (0.48; 0.62) 0.34
sEng 545 36.8 68.2 34T 842 0.58 (0.51; 0.63) 016
FE sFltl 2007 34.8 829 348 89 0.52 (0.35; 0.68) 0.84
sEng 6.37 478 B3B8 jl4 91.2 0.63 (0.47; 0.78) 011
TUGE sFlil 4944 357 423 17.3 93.5 0.59 (0.48; 0.70) 012
sEng 5.52 524 68.2 18.6 205 0.53 (0.37; 0.69) 074
28 weeks  PVP SFlil 1266 714 56.8 323 874 0.66 (0.59; 0.73) 0.002
sEng .59 50.0 BT 338 85.9 0.66 (0.58; 0.72) 0.008
FE sFltl 2377 381 952 333 914 0.63 (0.48; 0.79) 0.09
sEng 9.63 476 945 35.6 926 0.64 (0.47; 0.E1) 011
TUGE sFltl 1307 76.2 58.2 208 944 0.68 (0.56; 0.81) 0.003
sEng 6.20 714 66.4 154 4.2 0.67 (0.52; 0.82) 0.03
i2weeks  PVP SFltl 3333 500 919 G0.0 884 0.71 (0.64; 0.78) 0.0002
sEng 127 343 85.6 528 892 0.71 (0.64; 0.78) =10.0001

URL: http:/fmc.manuscriptcentral.com/djmf Email: direnzo@unipg.it
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FE sFltl 4306 36.3 96.0 &80.0 953 0.75 (0.59; 0.91) 0.002
sEng 128 533 879 30.8 949 0.71 (0.56; 0.86) 0.006
TUGE sFlil 2736 350 832 306 932 0.68 (0.53; 0.83) 0.02
sEng 157 350 90.6 440 9338 0.72(0.57; 0.86) 0.003
Jowesks  FVP SF1tl 376l 367 48.2 26.5 4.4 0.70 (0.62; 0.7T) 0.001
sEng 210 533 877 485 896 071 (0.64; 0.78) 0.0004
FE sFlil 11028 433 942 385 95.6 0.73 (0.55; 0.90) 0.01
sEng N2 345 877 261 26.0 0.75 (0.59; 0.91) 0.002
TUGE sFlil 3960 84.2 50.3 15.8 95.9 0.68 (0.54; 0.8) 0.01
sEng 198 579 82.6 314 934 0.69 (0.53; 0.84) 0.02

PVP: Placental Vascular Pathology; PE: Preeclampsia; IUUGE: Intrautenine Growth Festnchon; Se: sensibility; Sp: specificity; PPV: Positive Predictive Value; NPV

predictive value; AUUC: area under the curve

URL: hitp:/imc.manuscriptcentral.com/dimf Email: direnzo@unipg.it
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1.1.3. Valeur prédictive des facteurs angiogeniques combinés a la mesure
des Dopplers utérins a 22SA sur la survenue de pathologies vasculaires
placentaires chez des patientes a haut risque: étude ANGIOPRED

Les facteurs angiogéniques sont modifiés avant la survenue d’une PVP. Nous avons intégré les
données de ces facteurs et des Dopplers utérins a 22SA afin d’évaluer la performance de cette
association pour la prédiction du risque de survenue d’une PVP. Nous attendons la publication
des données sur les facteurs angiogéniques pour la soumission de ’article.

Association of angiogenic factors and uterine artery doppler at 22 weeks of gestation for
predicting the risk of placenta-mediated adverse pregnancy outcomes: AngioPred
prospective multicenter cohort study.

Tiphaine Semay, MD?, Céline CHAULEUR MD, PhD*?, Jean-Christophe GRIS MD, PhD*#,
Céline CHAPELLE, MD?®, Silvy LAPORTE MD, PhD?®, Tiphaine RAIA-BARJAT MD*?

!Department of Gynaecology and Obstetrics, University Hospital, Saint Etienne, France
2INSERM UMR1059, University Jean Monnet, F 42023 Saint Etienne France.

% Laboratory of Haematology, University Hospital, NTmes, France.

“Research Unit EA2992, Montpellier University, Montpellier, France.

®Clinical Pharmacology Unit, University Hospital, Saint Etienne, France

The authors report no conflict of interest.

Correspondence:

Tiphaine Raia-Barjat

Department of Gynecology and Obstetrics

Hopital Nord, University Hospital, Avenue Albert Raimond
42270 Saint Priest en Jarez France

Phone: +33 -4 -77 82 86 09

Fax: +33 -4 -77 8289 54

104



PARTIE EXPERIMENTALE

Email: Tiphaine.barjat@chu-st-etienne.fr

Abstract

Objective: The study aimed to evaluate the association of the rate of two angiogenic factors,
soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt1) and soluble Endoglin (sEng)sFIt1 associated with the
analysis of uterine artery Doppler, for the prediction of placenta-mediated adverse pregnancy
outcomes onset in high-risk women.

Material and Methods: Prospective multicenter cohort study of two hundred patients at high-
risk of occurrence or recurrence of placental vascular pathology conducted between June 2008
and October 2010. Events of interest were foetal death after 20 weeks, preeclampsia, eclampsia,
abruptio placentae, HELLP syndrome, small for gestational age. Both angiogenic factors, sFit1
and sEng, and uterine artery Doppler were measured between 22 and 24 weeks.

Results: 200 patients were enrolled, including 45 patients presented a PVP. The presence of
bilateral doppler uterine abnormalities (resistance index > 0.60 or notchs) was more frequent in
the case of PVP (p <0.05). The average rate of sFlt-1 was higher in case of PVP (2064.1 pg/mL
versus 1164.8 pg/mL, p = 0.306) and also the rate of Seng (9.15 ng/mL versus 5.22 ng/mL, p =
0.105). The combination of the increase of both angiogenic factors, and the presence of doppler
uterine artery abnormalities predictive the occurrence of a PVP with a sensitivity, specificity,
positive predictive value and negative predictive value of 17.8 %, 99.4%, 88.9% and 80.6%
respectively.

Conclusion:

Keywords: Angiogenic factors, soluble fms-like tyrosine kinase-1, soluble endoglin, uterine

artery Doppler, placental vascular pathology, high-risk
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INTRODUCTION

Placental vascular pathologies (PVP) represent a heterogeneous group of multisystemic
disorders that can be maternal (preeclampsia (PE), eclampsia, retroplacental hematoma (RPH),
hemolysis elevated liver enzymes low platelets (HELLP) syndrome) or fetoplacental
(intrauterine growth restriction (IUGR), intrauterine fetal death (IUFD), miscarriage). They are
frequent : preeclampsia complicated between 2 and 8% of all pregnancies (1). They are also
serious since they are responsible for much of the maternal-fetal morbidity and mortality and
major contributors to premature births (2). The PE is accompanied by a premature birth in 15
to 67% of cases, by intrauterine growth restriction in 10 to 25% of cases and by neonatal
mortality 1 to 2% (3). Maternal symptoms of PVVP combining headache, epigastric pain, visual
disturbances, edema, weight gain ... is often brutal, as well as its evolution to more severe forms
. renal failure, cerebral edema, hemorrhage, acute pulmonary edema, HELLP syndrome or
eclampsia. Besides maternal complications, induced placental hypoperfusion may be
responsible for intrauterine growth restriction, oligoamnios, RHP... Two forms of preeclampsia
can be distinguished: the early form, or Early Onset, which could be secondary to abnormal
placentation with impaired angiogenic balance and later form, or Late Onset, with normal

placentation but with a cardiovascular risk (4).

Any strategy to predict and prevent, the occurrence of these potentially serious complications
is a major issue for patients and their fetus. The implementation of intensive monitoring,
transfer maternity suitable level, antenatal steroids can significantly reduce maternal and fetal
morbidity explaining the importance of early identification (5). Once pre-eclampsia installed,
the only curative treatment is delivery. PVP risk factors such as PE history, antiphospholipid

syndrome (APS), preexisting diabetes, multiple pregnancies, nulliparity, family history, pre-
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existing hypertension, obesity, age> 40 years are now well known, but there is no validated

screening strategy for predicting the occurrence of PVP in these high risk patients (6,7).

Recently new pathophysiological approaches to pre-eclampsia, intrauterine growth restriction
and fetal death have been proposed. The pathophysiology of preeclampsia goes through a
responsible endothelial dysfunction of maternal signs of de novo hypertension and proteinuria
after 20 weeks of gestation (WG). Current concepts suggest that the pathophysiology of pre-
eclampsia and intrauterine growth restriction results from an imbalance of angiogenic factors

(8,9).

VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) is a specific mitogen of endothelial cells and plays
a role in promoting angiogenesis. The sFltl (Fms-like tyrosine soluble kinase) is a receptor
capable of binding to VEGF and PIGF (placental growth factor) and thus antagonizing their
actions. The studies confirm that an excess of sFltl induced an anti-angiogenic state in the
serum of women with pre-eclampsia, which can be lifted by the exogenous VEGF and PIGF
(8). SFItl increased and PIGF decreased are found in case of pre-eclampsia and the importance
of these laboratory abnormalities is correlated to the severity of pre-eclampsia and intrauterine
growth restriction (10,11). But the absolute value of its proteins varies between studies. These
laboratory abnormalities would also be present in case of in utero fetal death (12) and idiopathic
miscarriage (> 2). (13) Based on these initial results, other placental proteins have been studied
as soluble endoglin (S Eng) whose presence in excess lead to endothelial dysfunction,
responsible of preeclampsia (8,14,15) and intrauterine growth restriction (16). These laboratory
abnormalities seem to precede the onset of PVP and therefore could help predict the risk of
occurrence of these diseases. The predictive role of dosing sFlt1, sEng and PIGF in women at

high risk has also been described (17,18). But the literature on this population is much poorer.
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During placentation, terminal uterine vessels, that supply the placenta, see their size increase
significantly, while their wall lining of trophoblastic elements and loses its musculo-elastic
envelope. It is the elasticity of the arterial walls which is responsible for the early diastolic flow
(notch) characteristic of a medium or high resistance aretrial flow. The study of the uterine
arteries is done by calculating the Pourcelot Resistance Index (RI) with Rl = (S-D) /' S; (S =
maximum systolic velocity and D = maximum diastolic velocity). The pulsatility index (Pl =
(S-D) / m, where m = mean velocity) is used less in France but it is the reference index in

English countries (19).

During normal pregnancy, a passage of a flow medium resistance to a low resistance flow is
systematic, with high diastolic velocity (20). This evolution is often acquired from the 4th
month. After this period, the resistance should be low and the RI should always be less than or
equal to 0.60 (21). Meanwhile, the early diastolic notch disappears between two months and a
half and five months and a half. The persistence of a notch beyond 26 weeks is a sign of poor
adaptation of the arterial system with pregnancy. Vascular pregnancy problems are caused by
faulty development of this process, so an early pathology. The drop resistance is insufficient
and placenta, poorly perfused, sees its own traffic degrading and cause of gestationnal
hypertension and / or fetal growth restriction, which will unfold in the second half of pregnancy
(uteroplacental vascular insufficiency). The realization of uterine Doppler is indicated in cases
of risk factors for placental vascular pathologies, pathology discovered during the pregnancy
like high blood pressure or intrauterine growth restriction (22). In practice screening in low-
risk populations, the achievement of Doppler remains controversial, in the absence of

established effective preventive treatment.

In a previous study (in press) performed on the same cohort, angiogenic factors and sFlt1 Seng

are increased in high-risk patients who experience PVP compared to patients who did not have
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PVP and at an early stage in the second trimester. These assays are not currently carried out to
identify patients in whom strengthen surveillance and provide corticotherapy. The diagnosis is
often late and brutal making complex management. The previous study showed that these
markers have too low sensitivity and specificity to be used alone but may be complementary to
a screening strategy including clinical and ultrasound with Doppler measurement of the uterine
arteries. A study combining clinical, sonographic and dosage of angiogenic factors for the
prediction of PVP among its high-risk patients seems necessary to establish an effective
screening strategy. Several studies also suggest the importance of the correlation between

angiogenic factors and Doppler studies in pre-eclampsia prediction in high risk patients (23,24).

The main objective of our study is to evaluate the rate of two angiogenic factors, sFltl and
Seng, correlated to the study of uterine Doppler as a predictor of the risk of placental vascular

disease in patients at risk of developing a PVP.
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MATERIALS AND METHODS

Study population

The AngioPred study is a prospective multicenter cohort study of consecutive patients at high
risk of occurrence or recurrence of PVP conducted between June 2008 and October 2010 in the
Obstetrics and Gynaecology department of Saint Etienne and Nimes University Hospital and
Laboratory of Haematology Nimes University Hospital.

Inclusion criteria were: (1) diabetes (in diet or insulin), (2) hypertension (previously treated
before pregnancy or hypertension > 140/90 twice before 20 weeks), (3) obesity (BMI > 30) (4)
maternal age < 18 years or > 38 years, (5) chronic kidney disease (proteinuria > 300mg for 24
hours or creatinine > 1.5 mg/dl before 20 weeks), (6) lupus, (7) antiphospholipid syndrome, (8)
family history of cardiovascular disease or VTE, (9) biological thrombophilia without personal
history of VTE or personal PVP, (10) a history of one or more episodes of PVP or (11) personal
history of VTE. The exclusion criteria were: (1) multiple pregnancies; (2) patients with a history
of foetal death due to congenital malformations, Rh incompatibility or infectious cause; (3)
IUGR whose etiology was a chromosomal, gene or infectious abnormality or (4) the presence
of aPVP or VTE at inclusion.

The protocol was approved by the Ethics Committee and Institutional Review Board of the
University Hospital of Saint Etienne in March 2008, and all subjects provided informed

consent.

Study design and evaluation criteria

All patients gave their written consent. At inclusion, demographic data were collected by
interview, physical examination and consultation of obstetrical medical record. Blood samples
provided in the protocol were taken in complement to the conventional laboratory tests for

monitoring pregnancy.
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The primary outcome was the occurrence or recurrence of PVP diagnosed according to the
following criteria: (1) foetal death > 20 weeks of gestation unrelated to foetal malformations,
abnormal karyotype or infectious disease; (2) PE defined according to the ISSHP (International
Society for the Study of Hypertension in Pregnancy criteria);?? (3) eclampsia defined as the
presence of convulsions in a preeclamptic patient; (4) abruptio placentae defined by the
presence of externalied haemorrhage and/or found on pathologic analysis of placentas
conducted in a context of preeclampsia, uterine contractions with no relaxation or foetal
distress; (5) HELLP syndrome; (6) small for gestational age defined by a birthweight < to the

10™ customised centile.

Blood collection and laboratory methods

Blood samples were collected in tubes containing 0.129 mol L™ trisodium citrate at the
collection centre of University Hospital of Saint Etienne and Nimes at 24 weeks. The samples
were sent to laboratories immediately for analysis, and then centrifuged, aliquoted and stored
at -80°C. Each analysis was then performed blind to other analyses. All samples from the same
patient were grouped in the same series of assays. Analyses were carried out after defrosting
for 10 min in a water bath at 37°C and centrifugation at 2500g. An enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) was performed for the determination of sFItl and sEng at 20,
24, 28, 32 and 36 weeks using Quantikine® Elisa Human sVEGF R1/FIt1 and Human

Endoglin/CD 105 commercial kits (R & D Systems, Abingdom, United Kingdom).
Ultrasound data

Ultrasound data were performed at 22 weeks: (1) gestational age, (2) fetal biometrics: biparietal
diameter, head circumference, abdominal transverse diameter, abdominal circumference, femur

length, fetal weight estimation and (3) Doppler analysis: resistance index (IR) and the presence
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of a notch on the right or left uterine artery doppler. The measurement of fetal biometry to 22
weeks and 32 weeks were considered pathological if growth was below the 10th percentile.
The uterine Doppler were performed through the abdomen. The uterine arteries were identified
in each of the patients by placing the probe in right iliac fossa and left. The recording was made
on the ascending part of the uterine artery, at the intersection with the external iliac artery, with
the help of color Doppler to properly locate the place of registration in pulsed mode. At least
three Doppler spectra were run on each side. The average RI was calculated and the presence

or absence of a notch was specified. RI higher than 0.60 was considered pathological.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SAS 9.4. Qualitative data were described by absolute
and relative frequencies (expressed in %). Quantitative variables were described as mean,
sensitivity, specificity, PPV, NPV, Likelihood ratio and positive and negative odds ratio. It were
compared by Student's t-test. In case of a non-normally distributed variable (assessed by
Shapiro—Wilk test), a Wilcoxon-Mann—Whitney test was performed. Plasma levels of sFlt1 and
sEng were compared between patients who experienced a PVVP and patients who did not have
PVP. Tests were performed at the adjusted two-sided alpha level of 1% (five times of
comparison).

The threshold value of sFItl and sEng plasma levels for the prediction of PVP was determined
at 24 weeeks through the receiver operator characteristics (ROC) curve, calculating the area

under the curve with 95% confidence intervals (95% CI).
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RESULTS

Description of the study population

Between June 2008 and October 2010, 200 consecutive pregnant women were included in the
study. All samples were collected prior to the event. Demographics and inclusion criteria are
summarised in Table 1. Median age was 31 years; median gestity was 2. History of PVP
concerned 68.9% of the study population.

During the study, 45 patients had a PVP, with 13 PE, 21 IUGR, 9 association PE and IUGRs,
1 association PE and abruptio placentae and 1 association PE with IUGR and foetal death. The
patients with PVP had significantly more chronic hypertension and more PVP history than
patients with no PVP. Other demographic characteristics and inclusion criteria were not

statistically different between PVP and no-PVP patients.

Uterine artery Doppler for patients with and without PVP

The data collected during the study of uterine Doppler ultrasound for the second trimester are
summarized in Table 2. When the Doppler abnormalities touched both uterine arteries (bilateral
RI> 0.60 or presence of bilateral notchs), this was significantly associated (p <0.05) to more of

PVP.

When abnormal uterine Doppler were used to predict the occurrence of PVP, the sensitivity,

specificity, PPV and NPV were respectively 46.7%, 83.2%, 44.7% and 84.3 % (Table 3).

sFIt1l and sEng results for patients with and without PVP

Regarding the determination of angiogenic factors, the average rate at 24 WG of sFIt-1 was
1164.8 pg / ml for patients who did not have PVP against 2064.1 pg / mL in the presence of
PVP (p = 0.306). The average rate at 24 WG of sEng was 5.22 ng / mL in the absence of PVP

and 9.15 ng / mL (p = 0.105) for patients who experience PVP. The sensitivity and specificity

113



PARTIE EXPERIMENTALE

of sFItl and sEng rates were studied using ROC curve. We chose for our study results
corresponding to the assay performed at 24 weeks, to study the correlation with data from the
uterine Doppler performed at 22 weeks in the second trimester ultrasound in our population at
risk. For sFlt1, the threshold of 1790.1 pg / mL was determined by the ROC curve with a
sensitivity of 28.9% and a specificity of 86.5%. For SEng, the threshold of 5.454 ng / mL was
defined by the ROC curve with a sensitivity of 53.3% and a specificity of 69.7%. These data

are summarized in Table 4.

Association of both angiogenic factors and ultrasound measurment

When using the combination of two factors increased sFlt-1 and angiogenic Seng and the
presence of at least one abnormal uterine Doppler, the sensitivity, specificity, PPV and NPV in
predicting appearance of PVP are respectively 17.6%, 99.4%, 88.9% and 80.6%.
The presence of sFlt-1 rate higher than 1790.1 pg / mL and bilateral notchs is associated
respectively to a sensitivity, specificity, PPV and NPV of 11.1%, 100%, 100% and 79.5% to

predict the risk of occurrence of PVP (Table 5).

The presence of Seng rate higher than 5.454 ng / mL and bilateral notchs is associated
respectively to a sensitivity, specificity, PPV and NPV of 13.3%, 99.4%, 85.7% and 79.8% to

predict the occurrence of PVP.
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DISCUSSION

This study shows that the combination of uterine artery Doppler abnormalities with
measurement of angiogenic factors is not very effective in the early detection of PVP. Indeed,
the sensitivity of our test is low (17.8%). However, the negative predictive value was good
(80.6%), meaning that it is very unlikely that PVP occurs in case of a negative test. This has
clinical utility in avoiding unnecessary intensive monitoring in patients at high risk.
We were looking for combining two criteria (Doppler and angiogenic factors) in our testing to
improve its predictive value. We note that a contrario test sensitivity is actually reduced (the
sensitivity fall of 46.7% to 17.8% compared to only dopplers anomalies and from 22.2% to

17.8% compared to angiogenic factors assays only).

Predictive value of uterine Doppler only

The pathophysiology of vascular placental pathology is still largely unknown. The most likely
hypothesis remains abnormal placentation, leading to many placental ischemia (26).

Cnossen et al. (21), performed in 2008 a large meta-analysis on the importance of the uterine
Doppler abnormalities in the screening and diagnosis of pre-eclampsia and intrauterine growth
restriction. The best time to carry out these Doppler is the second trimester. In patients at high
risk, in the presence of a high resistance index or uterine notch, the sensitivity and specificity
is about 86% and 78% respectively. In our study, the sensitivity was lower at 46, 7% and
specificity similar to 83.2%. This difference is explained by the lack of power of the study,

compared to the large meta-analysis of Cnossen et al.

Predictive value of the angiogenic factors assay only
Several studies have shown the involvement of changes in angiogenic factors in the

pathophysiology of PVVP. Levine et al. (27) showed in his case-control study that increased sFlt-

115



PARTIE EXPERIMENTALE

1 levels occur during each pregnancy, but that this increase was higher in the case of pre-
eclampsia, and about five weeks before the onset of pathology. A big question remains the
perfect time and the threshold to choose to perform this assay to predict at best PVP. In our
study, the thresholds chosen for the sFlt-1 and Seng were calculated in order to have better
sensitivity and specificity to 24 WG for our people; sFlt-1 threshold 1790.1 pg / ml we used is
very similar to that used in the study of Kulmala (28) to 1724.5 pg / mL, also studying the
Doppler correlation analysis uterine and sFIt-1 assay in predicting risk of PVP. Kulmala et al.
making these dosage between 16 and 18 WG and in patients at low risk. We find relatively
similar values for the predictive value of sFlt-1 assay for the PVP. Indeed, they found a
sensitivity of 57.1% against 28.9% in our study and a specificity of 69.7% versus 86.5%. During
his study, Diab et al. (29) showed that the positive predictive value (76%) of sFlt-1 assay to
predict the risk of PVP is better when this assay is performed in a high-risk population. On their
population that grouped 108 patients, including 33 who have preeclampsia, assay sensitivity of
sFIt-1 at 23 WG was 96% and specificity was 76%. We find sensitivity and specificity lower

probably because we have considered all PVP event and not just pre-eclampsia.

Predictive value of the combination angiogenic factors assay and analysis of uterine artery
Doppler

Abnormal uterine dopplers are a way to predict a progression of pregnancy to placental vascular
pathology, and as the variation of certain angiogenic factors. These data were analyzed
simultaneously in several studies.

Stubert et al. (31) became interested in pre-eclampsia screening in patients at low risk with
dopplers anomalies and showed that the extent of angiogenic factors (placental growth factor
and sFItl) increased specificity (86, 8%) to predict a pre-eclampsia.

In its prospective study, Kulmala (28) is interested in 314 patients between 16 and 18 WG for
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which it sought abnormal uterine Doppler and assaying sFlt-1. 14 patients had preeclampsia.
Their study showed that the association of abnormal uterine Doppler and plasma sFlt-1 assay
was not useful for predicting the set of pre-eclampsia with a sensitivity, specificity, PPV and
NPV of 28.6%, 95.7%, 23.5% and 96.6%. These values are relatively close to the data found in
our study with a sensitivity, specificity, PPV and NPV of 17.8%, 99.4%, 88.9% and 80.6%.
Thus, associating two angiogenic factors not mainly improves test efficiency in PP prediction.
Thus, this test is promising screening test but it could be also interesting with o goal of
diagnosis. This is what shows Tobinaga and al. in a case-control study (30) : pre-eclamptic
patients have fms-like kinase-1 tyrosine rate and Seng increased and they are directly correlated
with increased resistance of uterine arteries. Gomez-Arriaga et al. (23) examined the patients
with the diagnosis of preeclampsia was suspected or confirmed during pregnancy. During their
study, they analysed the pulsatility index of the uterine arteries and sFlt-1/PIGF ratio when the
suspicion or diagnosis of pre-eclamspia. Their analysis subgroup covers the 32 patients in
whom the diagnosis was confirmed. By combining the two factors, they find as predictive value
of pre-eclampsia sensitivity, specificity, PPV and NPV, 67%, 35%, 38% and 64%. These values
are quite heterogeneous compared to those found in our study. So the question is what

angiogenic factor - it most interesting to dose and any abnormal uterine Doppler is to remember.

Several studies suggest that the correlation of uterine Doppler abnormalities associated with
increased angiogenic factors would be relevant for predicting pre-eclampsia early occurring
before 34 WG (28,30). Indeed, for example, Kulmala and al. show when dissociating early pre-
eclampsia occurring before 34 WG of all pre-eclampsia, the predictive value of Doppler
abnormalities of association and the elevation of sFlt-1 levels is greatly improved : the
sensitivity increased from 28.6% to 80%. A new analysis of our study population would be

interesting to perform.
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CONCLUSION

For the moment no preventive treatment exists to effectively treat a PVP in case of very early
detection. The interest for further studies on this disease is to rapidly identify patients at very
high risk and therefore adapt our surveillance targeted to reduce maternal and neonatal
complications related to this disease. Studies concerned with the correlation between the
evolution of angiogenic factors and the presence of uterine artery Doppler anomaly are still few
and evoke the possibility of early detection of placental vascular disease. These results need to
be confirmed by further studies, prospective and higher power. However, initial data are

promising in the PVP recidivism screening of patients at risk.
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Table 1: Demographic characteristics of the study population

Total
No PVP PVP
200 P value
155 patients 45 patients
patients

Age (years)
mean £ SD
31.8+5.0 31.9+5.0 31.4+5.1 0.62
median
314 314 315
(Q1-Q3)
(28.1-35.7)  (28.1-36.1) (27.8-34.7)
Gestity
mean + SD
29+19 29+19 29+20 0.80
median
2(1-4) 2 (1-4) 2 (1-4)
(Q1-Q3)
Parity
mean + SD
1.2+09 1.2+1.0 1.3+0.8 0.59
median
1(1-2) 1(1-2) 1(1-2)
(Q1-Q3)
BMI (Kg/m?)

mean + SD 254 +6.3 252+6.3 26.1+6.3

median 23.5 23.3 25.7 0.26

(Q1-Q3) (20.9-28.2)  (20.9-27.5) (21.3-28.9)
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Smoking, n (%) 26 (13.4) 19 (12.8) 7 (15.6) 0.63
BMI > 30
(Kg/m?), 37 (19.4) 28 (18.8) 9 (21.4) 0.70
n (%)
Diabetes, n (%) 8(4.1) 5(3.3) 3(6.7) 0.32
Kidney disease, n
5(2.6) 3(2.0) 2 (4.4 0.36
(%)
Hypertension, n
18 (9.2) 8 (5.3) 10 (22.2) 0.001
(%)
Lupus, n (%) 15 (7.7) 13 (8.6) 2(4.4) 0.36
Antiphospholipid
6 (3.1) 5(3.3) 1(2.2) 0.70
Syndrome, n (%)
Personal history
38 (19.3) 31 (20.4) 7 (15.6) 0.47
of VTE, n (%)
Personal history
135 (68.9) 97 (64.2) 38 (84.4) 0.01
of PVP, n (%)
Familial history
of cardiovascular
39 (19.9) 33 (21.9) 6 (13.3) 0.21

disease or VTE, n

(%)
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Table 2: Doppler parameters of the study population (n, %)

Total No PVP PVP
P value
(n= 200) (n=155) (n=45)
Unilateral Rl >0,60 26 (13%) 19 (12,3%) 7 (15,6%) 0,61
Bilateral R1 >0,60 19 (9,5%) 7 (4,5%) 12 (26,7%) < 0,05
Unilateral notching 13 (6,5%) 7 (4,5%) 6 (13,3%) 0,08
Bilateral notching 11 (5,5%) 4 (2,6%) 7 (15,6 %) <0,05
RI: resistance index
Table 3: Predictive value of Doppler uterine abnormalities in PVP
PVP PVP Se Sp VPP VPN LR LR OR
+ - (%) (%) (%) (%) + - 1C95%

Unilateral IR >0,60 7 19 156 87,7 269 782 13 10 13[0,5-3,3]
Bilateral IR >0,60 12 7 26,7 955 63,2 81,8 59 08 7,7[29-20,5]
Unilateral notching 6 7 13,3 955 46,2 791 30 09 33[1198]
Bilateral notching 7 4 156 974 63,6 79,9 6,0 09 7,0][2,1-23,6]
At least one

doppler 21 26 467 832 447 843 28 64 43[21-89]

abnormality

Se : sensibility, Sp: Spécificity, VPP : positive predictive value, VPN : negative predictive value, LR : likelihood ratio, OR : Odds Ratio
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Tableau 4: Predictive value of angiogenic factors increase in PVP

PVP + PVP - Se Sp VPP VPN LR LR OR
(%) (%) (%) (%) + = 1C95%
Sflt-1 >1790,1 13 21
289 86,5 382 80,7 21 08 26][1,2-57]
pg/mL (28,9%) (13,5%)
SEng >5,454 24 47
53,3 69,7 33,8 83,7 18 0,7 26][1,3-51]
ng/mL (53,3%) (30,3%)
Association of 10 13
222 916 435 802 2,7 08 3,1[1,3-7,6]
the two (22,2%)  (8,3%)

Se : sensibility, Sp: Spécificity, VPP : positive predictive value, VPN : negative predictive value, LR : likelihood ratio, OR : Odds Ratio

Table 5 : Predictive value of the association of increased angiogenic factors and uterine
doppler abnormalities in PVP

PPV NPV OR
PVP+ PVP- Se(%) Sp(%) LR+ LR-
(%) (%) C195%
sFlt-1 >1790,1 pg/mL
+ SEng >5,454 ng/mL 5
0 11,1 100 100 79,5 0,9
+ bilateral notching (11,1%)
sFlt-1 >1790,1 pg/mL
+ SEng >5,454 ng/mL 8 1 33,3
178 994 889 806 275 08
+ at least one Doppler (17,8%) (0,6%) [5,6-195,9]

abnormality
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sFitl
sFIt-1 >1790,1 pg/mL
2 1 7,2
+unilateral notching 4,4 994 66,7 782 69 10
(4,4%) (0,6%) [0,9-55,6]
sFIt-1 >1790,1 pg/mL
5
+ bilateral notching 0 11,1 100 100 79,5 0,9
(11,1%)
sFIt-1 >1790,1 pg/mL
3 1 11
+ unilateral R1>0,60 6,7 99,4 75 786 10,3 09
(6,7%) (0,6%) [1,6-76,7]
sFIt-1 >1790,1 pg/mL 4
0 8,9 100 100 791 0,9
+ bilateral Rl >0,60 (8,9%)
SEng
SEng >5,454 ng/mL +
4 2 7,5
unilateral Notching 8,9 98,7 66,7 799 6,9 09
(8,9%) (1,3%) [1,5-36,4]
SEng >5,454 ng/mL +
6 1 23,7
bilateral Notching 13,3 994 857 798 20,7 0,9
(13,3%) (0,6%) [3,9-144,7]
SEng >5,454 ng/mL +
5 5 3,8
unilateral RI1>0,60 11,1 96,8 50 789 34 09
(11,1%) (3,2%) [1,1-12,9]
SEng >5,454 ng/mL+ 6 2 11,8
13,3 98,7 75 797 103 09
bilateral R1>0,60 (13,3%) (1,3%) [2,6-52,7]

RI: resistance index, Se : sensibility, Sp : Spécificity, PPV : positive predictive value, NPV : negative predictive value, LR : likelihood ratio, OR :
Odds Ratio, Cl 95 % : confidence interval at 95%
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1.2. Utilisation du volume placentaire: étude VOLUPLA

I1 existe donc un lien entre les facteurs de I’hémostase, les facteurs angiogéniques et la

survenue d’une PVP. Nous avons ensuite étudié la relation entre certains facteurs de

I’hémostase et le volume placentaire.
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Abstract

Introduction

The aim of this study was to correlate placental volumes deduced from three-dimensional
ultrasound and virtual organ computer-aided analysis (VOCAL) software with systemic con-
centrations of D-dimer and scluble endothelial protein G receptor (SEPCH).

Methods

This was a monccentric expermental prospective study conducted from October 2008 to
July 2009, Forty consecutive pafients at risk of placental vascular pathology (PVP) recur-
rence or occurrence werne included. Placental volumes were systematically measured three
times (11-14, 16-18 and 20-22 waeks of gastation (WG)) by two independant scnogra-
phers. D-dimers and SEPCA plasma concentraficns wene measured using ELISA kits
(Enzyme Linked ImmuncSorbent Assay).

Results

Eleven patients had a PVP. The plasma D-dimer level was positively comelated with placen-
tal volume (F = 0.45, p < 0.001). Asmaller placental velume and placental gquotient was avi-
denced in women who developed a PVP at the three gestational ages, and the difference
was more pronounced during the third exam (20 WG). Ne obvicus cormelation could be dem-
onstrated between the development of a PVP and the levels of D-dimer and sEPCR. There
was no significant difference in the values of placental volumes measured by the two
sonographers.

PLOS OME | DOL10.1371 joumnsal pone 0156583 June 13, 2016 11
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P
@PLOS | OMNE Relationship between D-Dimer and Uttrasound Placental Volume
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Conclusion

The placenta growth could be a major determminant of thie el evation of D-dimer during preg-
nancy. Considermtion of placental volume could allow for medulation of the D-dimer concan-
trations for restoring their dinical interast.

Introduction

A placenta in pre-eclampsia (PE) or in intrauterine growth restricion (IUGE) & often the site
of multiple infarcts that generate placental hypoperfusion [1-3]. The introduction of three-
dimensional (30) ultrasound techniques enables the placental volume up to 22 weeks of gesta-
tion (W) to be determined quickly and easily. Some authors tried to find out whether or not
the placentas of PE women or small-for-gestational age (5GA) foetuses have different growth
characteristics compared to those of uncom plicated pregnandes. However, even if many stud-
ies found smaller placental volumes in PE women and SGaA foctuses, this method alone is not
able to predict a PVP [4-10]. It seemed interesting to us to evaluate the link between placental
volume and two bioassays that increased during pregnancy or expressed by the placenta.

D-dimer levds increase progressively during a normal pregnan oy, which alters thar clinical
utilityin the diagnosis of venous thromboembolism, This increase is proportional with gesta-
tional age [11-13]. Some authors described higher levds of D-dimer in patients with TUGE,
gestational hy pertension, preeclampsia and abruptio placentae than in normal pregnancies
[14-16]. The placenta growth could be a major determinant of the elevation of the D-dimer
leve during pregnancy but relation between placental volume and D-dimer levels has not been
studied.

sEPCR (soluble endothdial protein C receptor) is an endothdial cell membrane ghyoopro-
tein that binds Protein C and activated Protein C (APC) [17-20]. sEPCR plays a critial role in
foeto-maternal blood coagulation control and in preventing th rombosis at the maternal-
embryonic interface [20]. The trophoblast constitutively expresses tissue factor and sEPCR so
that s EPCE could be in relation with placental volume. The link between placental volume,
plasma D-dimer and sEPCR levds and PVP is currently insufficiently docomented.

The objective of this study was to correlate placental volume with systemic concentrations
of I-dimers. The secondary objectives were to correlate placental volume with systemic con-
centrations of sSEPCE; evaluate placental volume, plasma D-dimer and sEPCR levds for the
prediction of placental vascular pathology in high-risk women; assess the feasibility of placental
volume measurements deduced from 30 ultrasound scansat 12, 16 and 22 wedks of gestation;
and determine the corresponding interchserver reproducibility.

Materials and Methods

Patients

This is a monocetric prospective longitudinal study arried out in our hospital. From October
2008 to July 2009, all women at 12 WG with a previous PVP or at risk of having a PVP because
ofa chronic vascular discase (hypertension, previous thromboembolic events or thrombophilic
disorders) were incloded. The study was approved by the University Hospital of Saint Etienne
institutional review board and ethics committes, and all subjects provided written informed
consent. This clinical investigation was performed according to the Helsinki declaration of
1975, as revised in 1996. Exclusion criteria were multiple pregnancies and aneuploidies.
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PVPs were defined by (1) fetal death > 20 WG unrelated to fetal malformations, abnormal
karyotype or infectiouns disease; (2) PE defined according to the International Society for the
Study of Hypertension in Pregnancy criteria (ISSHP) as the occurrence of hypertension after
20 WG with a systalic > 140 mmHg and/or diastolic > 90 mmHg found on two measures,
associated with proteinuria > 0.3 g/ 24h or > 1 + on dipstick 2 imes without associated uri-
nary tract infection; (3) edampsia defined as the presmoe of convulsions in a preeclhmptic
patient; (4) abruptio placentae defined by the presence of externalised haemorrhage and/or
found on pathologic analysis of placenta conducted in a contect of preeclampsia, wood uterus
or fetal distress; (5) Hemolysis, Elevated Liver eneyme and Low Platelet count (HELLP) syn-
drome defined by the combination of hemolysis (LDH = 600 IU, bilirubin > 1.2 mg/dl, or
presence of schizncytes in peripheral blood), elevated liver enzymes and platelets < 100,000,
and (6) SGA defined bya birthweight < to the 10™ customised centile,

Demographic data, medical history, pathologies during pregnancy, treatments and undesir-
able events were collected.

Ultrasound

Flacental volume and blood samples were performed at 11-14, 16-18 and 20-22 WG, The pla-
cmtal site was determined in 200 real-ime mode using a transabdominal 3.5 MHz volume
transducer (GE Voluson 730). The scanning plane was chosen at the place where the largest
placental surface area was visualised. The placental volume was then scanned in this plane and
saved; this procedure was repeated until a satisfactory image of the entire placenta was obtained
[7]. The virtual organ computer aided analysis (VOCAL) technique was used to obtam a
sequence of 6 sections of the placenta, each aftera 307 rotation from the previous one. Ineach
ofthe 6 planes, the contour of the placenta was drawn manualy, which took approxmately 60
seoonds. The equipment automatically displayed the reconstructed image and its volume in
cm”. During the second time, the placental volume was measured by a second sonographer
(52). The results of the first sonographer (51) were mlmown in order to compare the measure-
ments and calanlate intra- and interohserver agreements.

Measurements could not be performed on exactly the same day of gestation. Therefore we
have calculated a quotient of placental volume divided by the number of gestational days (pla-
cental quotient [P()] = placental volume'number of gestational days). Thus, we obtained 3
quotients: PQ1 (12 WG), PO2 (16 WG) and PO3 (20 WG) (8).

Biology
All blood samples were collected in anticoagulated tubes, 9 volumes of blood for 1 voluome of
anticoagulant solution (0.10% M trisodium citrate).

Followinga double centrifugation at 2500 ¢ for 20 minutes, aliquots were snap frozen and
immediatdy stored at -80°C. These aliquots were to be analysed in a single round at the end of
the work. Laboratory workers were blinded to the results of placental volume measurements
and to the development of a PVP. D-dimer and sEPCR concentrations were quantified by com-
merciallyavailable ELISA lats (Asserachrom, Stago, Asniéres, France). Testing was performed
in duplicate according to the manufadurer's instructions in the Laboratory of Haematology,
University Hospital, Nimes, France.

Statistical analysis

The different analyses were perfformed using the StatView™ software. Qualitative variables
were reported as absolute and relative frequencies (expressed in %) and compared using Fish-
er's exact test. Quantitative variables were described by mean and standard deviation and
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median and interquartile range and were compared by Student’s #test. In case of a non-nor-
mally distributed variable (assessed by a Shapiro- Wilk test), a Mann-Whitney U-test was per-
formed. Group comparability between patients with a FVF and patients presenting no PVP
was verified on the demographics and baseline characteristics.

We also used Spearman’s rank-order corrdation to elucidate a linkage between placental
volume and D-dimer and between placental volume and sEPCR with their corresponding
regression graphs.

A Wilcowon rank-sum test was used to compare quantitative data between the different
groups. The results were summarised in abox plot.

The non-parametric regression proposed by Passing and Bablod: was used to estimate the
relationship between placental volumes measured by the two ohservers. This linear regression
procedure has no special assumptions regarding the distribution of the samples and the mea-
surement errors. The result does not depend on the assignment of the methods (or instru-
ments) to X and Y. The slope B and intercept A are calcolated with a 95% confidence interval.
These confidence intervals are used to determine whether or not there is only a chance differ-
ence between B and 1 and between A and 0. For all analyses, a statistical significance was estab-
lished at p < 0.05.

Results

Forty conseotive patients with eligible criteria were induded from October 2008 to July 2009,

The patients’ characteristics and inclusion ariteria are summarised in Table 1. Eleven FVP
cases occurred. § neonates were SGA babies, 4 patients devdoped PE and one patient devel -
opead severe PE associated with SGA. No patient had thromboembolic isswes. Demographic
characteristics were not statistically different between patients who experienced a FVEP (FVP4+
group) and those who did not (PVP- group), except for gestational age at delivery (earlier for
FVP + group) and birth weight (lower in PVP+ group). Indusion criteria were not statistically
different between the two groups, except for history of fetal growth restriction, which was more
frequent in the FVP+ group.

Flasma D-dimer level was positively corrdated with placental volume (r= 045, p - 0L.001;
PVP-r =045, p <0.001; PVP+ r=049, p <0.001; Spearman rank test) (Fig 1). No relation
between sEPCR and placental volume have emerged from ouranalysis (r= 003, p = (LG5; PVP-
r=0.07; FVP+ r= 002 Spearman rank test) (Fig2).

We found a significant difference between placental volumes or PO} values according to the
presence absence of a PVP during the pregnancy under foous. Placental volumes were smaller
in @ses of PE or SGA, a difference that was significant as early as the first sonography (12 WG
61.5 cm”® for the PVP- group versus 51.0 cm® for the PVP+ group, p = 0.04) but was more pro-
nounced during the third exam (20 WG 2318 em” for the PVE- group versus 155.8 cm’ for the
FVP+ group, p = 0.004) (Table 2). We found no significant difference between plasma D-
dimer levels values or plasma sEPCR level values according to the presenoe or absence of a
PVP (Table 2).

The distributions of the placental volume, plasma D-dimer leveds and sEPCR levds are pre-
sented as box plots in Fig 3. The mean placental volume was 586 cm® for $1 versus 61.3 for 82
at 12 WG, 127.9 an” versus 132.5 at 16 WG and 2144 cm® versus 200.7 at 20 WG. The mean
PQ) value was 0.7 for §1 versus 0.71 for 82 at 12 WG (p =068), 1.1 versus 1.2 at 16 WG
(p=10.571and 1.5 versus 1.4 at 20 WG (p = 0.38).

With a Passing-Bablock linear regression analysis, the agreement between placental volumes
or PQ measured by the two observers was excellent. The slope and intercept were not signifi-
cantly different from 1 and 0, respectively.
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Table 1. Patients' characterstics.

Total n = 40 PYP—n =23 PYP+n=11 P
value

Demographic data: mean + standard mean + 50 median (Q1-03) mean+ S0 median (Q1-03)  mean + 5D median

deviation median (G1;03) (Gn-a3)

Age (years) 3.5+ 51 320(275-35.5) 31T+56 320(2T.0-36.0) 309137 31.0 0.7
(28.5-33.5)

Gesfity 28+20 2.0 (1.0-4.0) 27120 2.0(1.0-4.0) 31+20 25(2.0-375 086

Parity 1511 1.0 (1.0-2.0) 1411 1.0(1.0-2.0) 1.8+ 1.1 20(1.0-20) 04

BMI (Kigim®) 248153 234 (211-279) 255156 232(21.5-30.3) 226139 236 0.2
(19.3-24.6)

Tem of delivery (WG} 384122 3BE(ITT-306) 3B/9+19  3[2(3B1401) 369124 374 0. 006
(36.6-38.3)

Birih weight (grams) 30257 + 5479 30725 3305+ 3934 3200 245781 613.5 2845 0. 0004

(2815.0-3373.8) (2987 5-3497,5) (23B0-2T55)

Treatment: n % n %% n %

Low-gdose agpinn, 100 mg per day 17 425 1 37.9 6 54.5 0.5

Prophylactic LMWH 4,000 units per 1 275 9 3.0 2 18.2 0.7

day

Two freatments T 17.5 6 20.7 1 9.1 0.7

No treatment 5 125 3 10.3 2 182 0.6

Inclusion criteria n % n % n %

Chinonic: hypertension 1 25 0 a 1 9.1 0.3

Systemic Lupus Erythematosus 2 5.0 2 6.9 0 0

Anti-phospholipid Syndrome 3 7.5 2 6.9 1 a1 1

Venous thromboembolic history 1 275 ) 31.0 2 18.2 0.7

Thirmibophilia ] 125 4 13.8 1 9.1 1

History of PVP

Preedampeia 7 175 3 10.3 4 36.4 0.08

Abruptio placertae 2 5.0 2 6.9 0 0 1

Vasawar IUGR < 10th percen e 4 10.0 0 [i] 4 36.4 0,004

Feetsl death = 1W0WG 8 200 5 17.2 3 27.3 0.7

At least 2 eanly mizcamages < 10WGE 10 250 ) 31.0 1 9.1 0.2

dai 10,1371 fournal pone 01 58583 001

Discussion

We proved that the plasma D-dimer level was positively corrdated with placental volume. To
our knowledge, this & the only study that investigated this rela ionship. The value of D-dimer
during pregnancy is higher than normal in 15% of patients in the 1st trimester, 71% in the sec-
ond trimester and 9% in the third trimester [21] Recent studies have tried to establish new
reference intervals of D -dimer levels in pregnant women according to trimester. Reference
intervals of D-dimer were determined by Ercan ef al. as 110-400 ng/mL, 140-750 ng/mL and
160-1300 ng/mL in first, second and third trimester, respectively [22]. Therefore, other studies
have tried to establish new thresholds of D-dimer references for each trimester to predict the
risk of thrombosis in pregnant women. Nishii et al studied the correlation between venous
Doppler ultrasound of the lower limbs and D-dimer levels for the detection of venous throm-
boembolism disease (VTE) in a population of asymptomatic patients [11]. The authors showed
that in the third trimester of pregnancy, the average value of the D-dimer positive ultrasound
group was significantly higher than in the negative group. They conduded that D-dimer levels
could not be used alone for screening VTE; however, it would be interesting to perform an
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ultrasound in pregnant women with D-dimer leveds greater than 3200 ng/ml in the third tri-
mester and would improve the asymptomatic VTE detection rate

Many studies have shown that D-dimer leves are raised in women with PE compared toa
normotensive pregnancy [23-25]. Ho et al. suggested that D-dimer levels could be used as

Table 2. Uttrasound and blood s amples results.

Gestational window

Placental Volume (em’)

Total

PVP —

PVP +

P value

Placental Quotient
Total

PVP —

PVP +

P value

D-dimer (ng/mi)
Total

PVP —

PVP +

P value

sEPCRH (ngimil)
Total

PVP -

PYP +

P valus
Gestational window

Placental Volume growth

Total

PVP -
PVP +
P value

12 weeks
mean + 50 median (Q1-03)
5861180 530 (438-T1.9)
61.5217.7 542 (48.3-T3.4)
51.0+17.3 41.0 (30.1-64.8)
0.04
mean + 50 median (0103}
0.68 £0.20 062 (051-0.83)
0.71 1019 066 (0.58-0.85)
0.59 £0.20 048 (0.44-0.74)
0.03
mean + 50 median (Q1-03)
411.7 £155.6 3700 (2085505 5)
4133+ 1682 3700 (204.0-481.0)
407 2+119.3 4035 (3203507 5)
(i =]
mean + 50 median (0103}
1640 +98.3 1468 (24.4-180.5)
1571 £88.1 1353 (933188.7)
183.9+120.2 1532 (1080164 8)
053
12 to 16 Wesks
mean + 50 median (Q1-03)
13294745 1268 (B34171.4)
1207 £720 1179 (B4.7-154.8)
141 2 837 14290 (88.3-190.4)
0&7

16 weeks
mean + 50 median (Q1-03)
1278 +322 1270 (99.6-1489)
1330 £ 324 1316 (109.1-1518)
1128 +276 1025 (95.2-1258)
008
mean + S0 median (O1-03)
1121029 1.0 (0.87-1.30)
1.18 £0.29 1.18 (0.95-1.35)
087 £0.23 0.0 (0.81-1.08)
(10
mean + 50 median (Q1-03)
E219+2031 4820 (403.5-5813)
5006 +2087T 4820 (3095.0-5878)
5564 1893 4815 (425.0-54710)
054
mean + S0 median (O1-03)
1775 £1327 1273 (B1.7=211.8)
1650 £ 1088 1281 (T4.6-214.8)
21281870 1273 (107.9-2051)
042
16 to 20 Weeks
mean + 50 mesdian (31-03)
679 1451 &4.7 [30.8-1008)
T38 167 GO0 (47.7-107.1)
485 £352 43.1 (33.2-689)
015

20 weeks
meant S0 median (Q1-03)
214.4 £ 652 191.0 (167 5-263.3)
231.81 634 237.0(17T4 5278.9)
155.61 2586 162.0 (136 .3172.4)
0.004
mean + S0 median (01 —03)
1.51+ 045 1.35(1.17-1.87)
1.36+ 0.44 1.67 (1.23-1.98)
1.08+ 0.18 1.13(0.95-1.18)
0.002
meant S0 median (Q1-03)
648 4 £ 3159  574.0 (484 .0-T12.5)
6654 £ 3521 5760 (495.0-T44.0)
500111790 57000 (481 5-665.0)
0.82
mean + S0 median (01 —03)
16681 1120 1223 (903224 1)
166.11 97.3 123.2 (91.0-235.3)
1T7.7£ 1575 1162 (BA.T-1487)
0.68
12 to 20 Wesks
mean + 50 median (21-03)
2857 +126.5 2B2T(1TT 4-370.3)
202 31126.1 2827 (213.1-570.3)
263.51134.0 270.8 (144 T-348.2)
0.58

doi 101371 fournal pone 01 565803 50 02
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Fig 3. Placental volumes wenre smaller in cases of PYP. Summary with box plots of the distribution of
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18 and 20 WG and comparison of data based on the occumence or not of a PVP. (C) sSEPCR concentrations
&t 12, 16 and 20 WG and comparison of d ate based on the oocumence or notof a PVP.
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complementary predictors for the development of PE [26]. In our study, we did not find any
relationship between D-dimer and FVP development.

Because birthwaght and placental weght at the time of delivery are closely correlated
[6,27,28], some authors aimed to predict foetal growth restriction through placental volumes
[4,10,27,29 30]. Although our study dealt with only forty patients, our results are inagreoment
with these studies. We found smaller volumes, especially at 20 WG but also at 12 WG in cases
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of PVP. Our findings are in contrast to those of Odeh et al. who reported that placental volume
was not 2 predictor of PE developed after 34 WG and of SGA [31].

Wegrzyn et al. were the first to investigate placental volume wsing the VOCAL technigque
[32]. We nsed a 30° rotation and a sequence of 6 planes.

Hurtado et al. found that very high levels of Ighd and Igl anti-sEPCR constituted a strong
risk factor for the first episode of foetal death, with a 20-fold increase inrelative risk [17]. er-
mann ¢t al. showed a new function for the thrombomodulin-protan C system in controlling
the growth and survival of trophoblast cellsin the placenta; this function is essential for the
maintenance of pregnancy [33]. The hyperooagulable state devdoped during pregnancy may
be increased in PVF probably due to the multiple infarcts in the placenta, and sEPCR seems to
be a marker of mdothelivm activation/damage [34]. Inour study, we did not find any relation-
ship between sEPCR and FVP development.

One of the aims of the study was to determine interohserver reproducibility of placental vol-
ume measurements and its feasibility. This study shows that this technique is casy, quick
(about 1 mimute) and reproducible. The placental volumes are not significantly different
between the two sonographers. Others studies assessed the reproducibility of placental volumes
[3,5.35-38]. PQ) in our study are quite similar with those of an unselected group of 1199
women: PQ1 0,66 vs 0601, PO2 1.14 vs 1.136 and PO3 1.48 vs 1.643 [8]. The advantage of this
method compared to second trimester uterine Doppler is that placental volume can be per-
formed as early as the first trimester. Rizo [10] and Hafner [4] found that a low placental vol-
ume in the first trimester is strongly associated with an abnormal uterine Doppler in the
spoond trimester and that both have similar sensitivities for predicting PE; however, there isno
relationship between placental volume and uterine Doppler in the first trimester [9]. However,
placental volume measurements are sometimes difficult to perform. Inour study, the volume
differences between the two sonographers are higher at 20 WG, It can be explained by the
irregular shape of the placenta; from week 19 onward, the size of the placenta often exceeds the
capadty of the equipment [6,7,39]. Despite this, the agreement between placental volumes
measured by the two observers was very good.

Conclusion

The plasma D-dimer level was positively correlated with placental voluome The placenta
growth could be a major determinant of the elevation of the D -dimer level during pregnancy.
Consideration of placental volume could then allow moduolating D-dimer concentrations for
restoring their clinical interest. All study data are available (51 Table).

Flacental volume is decreased inhigh-risk patients who experienced 2 PVP compared to
patients who did not have a PVP at an early stage. Placental volume could complement of a
FVP screcning strategy.

Supporting Information

51 Table All available data.
(PDF)
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2. Traitement du retard de croissance intra-utérin d’origine vasculaire: Etude
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vasculaire.

Héparine de bas poids moléculaire pour le traitement du retard de croissance intra-utérin

d’origine vasculaire : Essai randomisé multicentrigue Etude GROWTH

Tiphaine Raia-Barjat MD%?, Silvy Laporte MD ;PhD?, Emilie Presles MD?®, Murielle Doret
MD;PhD*, Cyril Huissoud MD;PhD°®, Denis Gallot MD;PhD® , Philippe Merviel MD;PhD’,
Pascale Hoffmann MD;PhD?8, Olivier Dupuis MD;PhD?,, Paul Zufferey MD?, Florence Rancon
MD?, Céline Chauleur MD;PhD* 2

! Département de Gynécologie, Obstétrique, et Médecine de la Reproduction, CHU Saint
Etienne. Université de Saint Etienne Jean Monnet, 42055 Saint Etienne cedex 2, France.

2 Unité de recherche INSERM UMR1059 Université Jean Monnet 42023 Saint Etienne France
3 Unité de Recherche Clinique Innovation et Pharmacologie, CHU Saint Etienne. 42055 Saint
Etienne cedex 2, France.

Service de Gynécologie Obstétrique de : *Hospices civils de LYON- Hépital Femme Mére
Enfant, *Hospices civils de Lyon — Hopital de la Croix-Rousse, ® CHU de Clermont-Ferrand,

"CHU de Brest, 8CHU de Grenoble, °hospices civils de Lyon- Centre hospitalier Lyon Sud

Auteur correspondant :
Tiphaine Raia-Barjat

Département de Gynécologie-Obstétrique

139



PARTIE EXPERIMENTALE

CHU de Saint Etienne Hopital NORD,
Avenue Albert Raimond

42270 Saint Priest en Jarez France
Téléphone: 04 778286 09

Fax: 04 77 82 84 57

Email: raia.tiphaine@gmail.com

140



PARTIE EXPERIMENTALE

RESUME

Introduction : Le retard de croissance intra-utérin (RCIU) vasculaire est secondaire a un
développement anormal du placenta avec altération de la circulation materno-feetale, troubles
de la coagulation et constitution d’infarctus placentaires. Le RCIU représente la troisiéme cause
de mortalité périnatale en France et est associée a une morbidité importante. L’objectif principal
est d’évaluer Defficacit¢ d’un traitement par énoxaparine a dose préventive (4000 UI/j)
administrée lors du diagnostic de RCIU vasculaire jusqu’a la naissance ou au maximum jusqu’a
36SA, pour réduire le nombre de nouveau-nés ayant un poids de naissance inférieur au 10°™®
percentile pour 1’age gestationnel.

Matériels et méthodes : Nous proposons un essai multicentrique randomisé en ouvert en 2
groupes paralléles comparant 1’administration d’énoxaparine par voie sous-cutanée a dose
préventive associée a une prise en charge classique (groupe 1) versus prise en charge classique
seule (groupe 2). Le critére d’évaluation principal est le nombre de nouveau-nés ayant un poids
de naissance inférieur au 10°™ percentile (Selon la formule AUDIPOG). Les critéres
d’évaluation secondaires porteront sur les parametres de résistance des dopplers feetaux et
utérins et la tolérance du traitement. En choisissant une puissance statistique de 85%, et un
risque d’erreur de 1% espéce alpha de 5%, 81 patientes par groupe sont nécessaires pour
montrer une réduction relative de la fréquence de RCIU de 33% en supposant un taux
d’événement sans traitement de 70%. Au total 162 patientes devront étre incluses. L’étude a
débuter en juillet 2016.

Ethique et Rayonnement : L’étude a été approuvée par le comité de protection des personnes
(CPP) le 11 Avril 2016. Un comité d’événements critiques et un comité de surveillance ont été
¢tablis. Les résultats de 1’objectif principal et de chacune des analyses secondaires seront

soumis pour publication.
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INTRODUCTION

Définition, diagnostics et conséquences du retard de croissance intra-utérin

Le retard de croissance intra-utérin (RCIU) a été défini par le CNGOF lors des
recommandations sur le RCIU en Décembre 2013. Le petit poids pour I’age gestationnel est
ainsi défini par un poids isolé (estimation échographique pondérale in utéro ou poids de
naissance) inférieur au 10°™ percentile. Le 10°™ percentile est défini selon des courbes de
croissance de référence a chaque age gestationnel. (3). Ce seuil du 10°™ percentile est
recommandé également par 1’ American College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG)
(4). 10% des grossesses se compliquent par définition d’un petit poids pour 1’age gestationnel.
En échographie, les mesures les plus utilisées pour 1’estimation de poids feetal sont le diameétre
bipariétal, la longueur fémorale et la circonférence abdominale selon les références de Haldlock
et al. (5). Parmi les feetus diagnostiqués échographiquement in utéro comme petit pour 1’age
gestationnel, 69.6% des nouveau-né présenteront réellement un poids de naissance <10°™
percentile et 40.3% <3°™ percentile (6).

Le RCIU représente la troisiéme cause de mortalité périnatale en France et est associée a une
morbidité importante (7). Le RCIU augmente le risque de complications gestationnelles, la
morbidité néonatale et la mortalité néonatale (8). Pour des poids de naissance inférieurs au 10°™
percentile pour I’age gestationnel, le risque de décés néonatal est doublé par rapport au poids
normaux et se situe a 1.5% (9). Les études épidémiologiques ont démontré que les foetus
présentant un RCIU étaient prédisposés au développement de troubles cognitifs mineurs, de
difficultés scolaires dans 1’enfance et de syndrome métabolique a 1’age adulte (obésité, diabete
de type 2, pathologies et accidents cardio-vasculaires) (10,11). L’étude multicentrique
prospective observationnelle PORTO a montré que 1’estimation échographique du poids feetal
<3®me percentile était le plus fortement corrélée aux complications périnatales. Parmi les feetus

dont 1’estimation échographique du poids feetal était <10°™ percentile, 28% des feetus ont été
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admis en soins intensifs néonataux, 5.2% ont présenté une complication majeure et 0.7% n’ont

pas survécu (12).

RCIU d’origine vasculaire

80 & 90 % des RCIU sont d’origine vasculaire. La définition du RCIU d’origine vasculaire
s’appuie sur les anomalies de compliance des artéres utérines : élévation des index de résistance
des arteres utérines, diminution du flux diastolique et présence de NOTCH au-dela de 24 SA.
L’analyse est subjective (présence de Notch) et objective (index de pulsatilité >1.45) (13).
L’examen doppler des artéres utérines au deuxiéme trimestre apparait étre I’examen le plus
précoce et le plus sensible pour le dépistage du RCIU d’origine vasculaire (14). Les autres
arguments sont : le caractére asymétrique du RCIU, les anomalies de structure et de volume
placentaire, et I’oligoamnios (15). Le doppler ombilical est aussi le reflet des résistances
vasculaires placentaires. La diminution du flux diastolique apparait lorsque plus de 30% de la
vascularisation choriale est endommagée. La disparition complete du flux diastolique

correspond généralement a des dommages supérieurs a 60% (3).

Pathogénie du retard de croissance intra-utérin vasculaire

Le RCIU vasculaire est secondaire a un développement anormal du placenta avec altération de
la circulation materno-feetale, constitution d’infarctus placentaires et déséquilibre de la balance
thromboxane A2/prostacyclines et des facteurs angiogéniques (16). La lésion primitive a
d’abord été décrite comme un déficit d’invasion du trophoblaste vers les artéres spiralées
utérines maternelles durant le second trimestre de la grossesse, conduisant a une hypoperfusion
de la circulation utéroplacentaire et a une ischémie placentaire (17).

La souffrance placentaire résultante de ces anomalies d’invasion vasculaire induirait le largage

de médiateurs dans la circulation maternelle, responsable du développement d’une réponse
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endothéliale vasoconstrictrice inadaptée, et du syndrome clinique et biologique développé par
la mére lors de la pré-éclampsie. L’activation et des plaquettes et du systéme de la coagulation
peuvent survenir tot lors de I’installation de cette pathologie, avant que les symptomes cliniques
ne se développent (18). Un déficit de production intravasculaire de prostacycline,
vasodilatatrice et anti-agrégante plaquettaire, et un excés de production de thromboxane A2,
vasoconstricteur et pro-agrégant plaquettaire, ont pu étre argumentés. (19,20) Les concepts
actuels suggerent que la physiopathologie résulte d’un déséquilibre de facteurs angiogéniques
témoignant d’une activation de la coagulation. (21)(22)

L’examen anatomopathologique des placentas de grossesses compliquées de RCIU a mis en
évidence une association de lésions multiples. Salafia et al. ont notamment mis en évidence des
phénomeénes de nécrose et de thrombose (23-25). Cette anomalie vasculaire associée a un
trouble de la coagulation et & un phénomeéne de thrombose placentaire pourrait faire supposer

un potentiel effet bénéfique d’un traitement antiagrégant ou anticoagulant. (26)

Etudes sur la prévention et le traitement du RCIU vasculaire et des pathologies
vasculaires placentaires associés

En prévention, I’aspirine n’a pas montré d’efficacité pour réduire la survenue des PVP lors
d’une premicre grossesse (27). En prévention de la récidive des PVP, I’aspirine permet une
réduction significative du risque de développer une pré-éclampsie de 10 % et une réduction
significative des petits poids de naissance pour I’age gestationnel de 10% selon une méta
analyse de la cochrane review en 2007 (28,29). Les HBPM dans le méme contexte permettent
une réduction significative du risque de mortalité péerinatale, d’accouchement prématuré avant
34SA et avant 37SA, d’enfant ayant un poids de naissance inférieur au 10°™ percentile pour
I’age gestationnel selon une revue de la Cochrane review de Dodd et al. en 2013. Les études

incluses dans cette méta analyse restaient par contre de faible niveau de preuve (30). Il existe
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un manque de données fiables disponibles sur les complications graves périnatales et sur les
résultats a long terme d’une prévention par les HBPM (31).

La prise en charge classique d’un RCIU vasculaire repose principalement sur la mise en place
d’une surveillance active de la croissance, des dopplers et des enregistrements du rythme
cardiaque feetal (>26SA) mais aucun traitement anticoagulant n’est utilisé. Cette prise en charge
est définie par les recommandations du CNGOF datant de 2103. Une seule étude randomisée a
¢tudié I’administration d’HBPM a dose préventive pendant 14 jours dans le RCIU vasculaire
constitué. Dans cet essai en ouvert ayant inclus 73 patientes les résultats étaient en faveur du
groupe héparine. lls ont montré une amélioration significative de marqueurs
physiopathologiques de la pathologie vasculaire placentaire par les HBPM : amélioration des
indices hémorhéologiques maternelles et réduction de 1’apoptose placentaire. (32) Ceci était
associ¢ a une meilleure cinétique de croissance feetale et un poids de naissance plus élevé
(28779 vs 2492g) dans le groupe HBPM. Cette étude « proof of concept » suggére que les
HBPM sont un traitement physiopathologique du RCIU vasculaire constitué. Par ailleurs, un
essai italien ouvert et controlé a analysé I’effet d’un traitement court, durant la grossesse, par
HBPM, sur I’index de résistance hémodynamique des arteres utérines évalué par échographie
doppler, chez des femmes ayant une hypertension de la grossesse et chez des témoins, entre la
24°me ot 26°M¢ SA. Le traitement par HBPM s’est accompagné d’une baisse de 1’index de
résistance des artéres utérines chez les femmes atteintes d’hypertension gravidique traitées par
HBPM, mais pas chez les hypertendues non-traitées, ni chez les témoins (2). Aucune étude n’a
porté sur I’intérét des HBPM dans le cadre de la pré-éclampsie car cette pathologie constitue
une indication semi-urgente d’extraction feetale. D’autres traitements ont été étudié : 1’aspirine
(33), ’administration d’oxygéne, la supplémentation en nutriments, le repos, les inhibiteurs

calciques, les béta mimétiques, ... sans preuve formelle de leur efficacité.
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RATIONNEL :

A I’heure actuelle, aucune stratégie pharmacologique n’est recommandée pour le traitement des
patientes preésentant un RCIU vasculaire constitué. Des données physiopathologiques et
cliniques concernant le RCIU vasculaire suggérent que les HBPM administrés pendant 14 jours
sont efficaces dans cette indication pour améliorer le poids de naissance. Cependant le niveau
de preuve du bénéfice des HBPM n’est pas suffisant et un traitement prolongé jusqu’a 36 SA
(comme I’aspirine en prévention des PVP) mérite d’étre évalué. Ainsi, nous proposons la
premiere étude randomisée dans le RCIU vasculaire constitué pour évaluer ’efficacité d’une
administration prolongée d’HBPM a dose préventive sur le nombre de nouveau-nés ayant un

poids de naissance inférieur au 10°™ percentile.
OBJECTIFS :

Objectif principal
L’objectif principal est d’évaluer I’efficacité d un traitement par énoxaparine a dose préventive
administrée lors du diagnostic de RCIU vasculaire jusqu’a la naissance ou au maximum jusqu’a
36 SA, pour réduire le nombre de nouveau-nés ayant un poids de naissance inférieur au 10°m
percentile pour 1’age gestationnel.
Objectifs secondaires
(1) Evaluer I’impact d’un traitement par énoxaparine lors du diagnostic de RCIU vasculaire
sur .

o les paramétres de résistance des dopplers foetaux et utérins

o la croissance foetale

o les parametres néonataux majeurs et mineurs
(2) Evaluer la tolérance du traitement par énoxaparine

(3) Evaluer les facteurs prédictifs d’un poids de naissance inférieur au 10°™ percentile.
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MATERIELS ET METHODES
Type d’étude

Il s’agit d’une étude prospective multicentrique randomisée en ouvert en groupes paralleles
comparant I’administration d’énoxaparine 4000 UlI/j associée a une prise en charge classique
(groupe 1) versus prise en charge classique seule (groupe 2). Le traitement comprendra dans le
groupe énoxaparine une injection sous-cutanée par jour d’énoxaparine a 4000 UI anti-Xa/0,4
ml. Le traitement sera débuté dés le diagnostic de RCIU vasculaire (> 22SA) et jusqu’au début
de la 36°™ semaine d’aménorrhée ou I’accouchement. Les inclusions ont débuté en juillet 2017
et I’¢tude devrait durer 3 ans.

L’étude a été approuvée par le comité de protection des personnes (CPP), par I’agence francaise
du médicament et par la CNIL (Comission informatique et libert¢). Un comité d’évenements
critiques et un comité de surveillance ont été établis.

La figure 1 résume les détails du déroulement de I’étude.

Début 36 SA
ou avant
Si critére
d’extraction
foetal Accou- 1 mois post
| =>118A | | 22 236 5A | chement accouchemen
(36238 SA)
>
Inclusion: Visite tous les 15 a 21 jours: Arrét Recueil Visite _ﬁn etude:
Diagnostic RCTU +  recueil complications wraltement | | complications Recuel
+ Plaquettes maternelles et foetales HEPM maternelles et complications
Signature consentement e . feetales maternelles et
~L 4 vérification traitement foetales
E chographie Fin étude

I Randomisation I

+ Pour le groupe Traité:

ENOXAPARINE Prise en . .

4000UL/T + Prise charge Gijnemem par HBPM -
en charge classique 'fl,
classique o

Figure 1 : déroulement de [’étude
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Criteéres d’inclusion

Patiente de plus de 18 ans étant a un dge gestationnel > 22SA et <34SA présentant un RCIU
vasculaire défini selon le CNGOF (Collége National des Gynécologues et Obstétriciens
Francais Annexe 4) par :
- Estimation échographique du poids feetal inférieure au 10°™ percentile.
- Arguments cliniques et échographiques en faveur d’un défaut de croissance
pathologique ou d’une altération du bien-étre feetal
- Arguments cliniques et échographiques en faveur d’une insuffisance placentaire
(dopplers utérins pathologiques de fagon uni- ou bilatérale)
Ayant bénéficié d’une datation précise de grossesse lors d’une échographie entre 110 et
13*0SA.
Consentement écrit apres délivrance d’une notice d’information comportant I’explication sur

les avantages et risques notamment pour 1’anesthésie péridurale en cas de traitement en cours.

RANDOMISATION

La randomisation sera réalisée a distance de maniére centralisée a 1’Unité de recherche
Clinique, Innovation Pharmacologie.
L'inclusion des patients et la déclaration de nouvelles visites de suivi de la grossesse se font a

travers un ECRF sur le Web (https://ecrf-ste.girci-raa.org/CSOnline/), ou la fiche

d'information et le formulaire de consentement, peuvent étre téléchargés directement.

GROUPE TRAITEMENT

Pour les deux groupes
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Le suivi de la grossesse sera conforme aux recommandations du CNGOF avec échographie au

minimum toutes les 3 semaines. Avec notamment :

Des corticoides pour la maturation pulmonaire seront réalisés a partir de 26SA.

Le terme d’accouchement sera a adapter aux données feetales et maternelles.

La décision finale du terme et du mode d’accouchement sera laissée a 1’équipe prenant en
charge la patiente en tenant compte des recommandations.

Les suites de couches seront suivies selon les modalités habituelles,

Spécifiguement pour le groupe HBPM

L’injection sous-cutanée sera réalisée par la patiente lors d’un suivi en ambulatoire (un
apprentissage par une IDE pendant 3 jours sera prescrit). L’infirmiére fait la premicre
séance d’éducation a I’auto-injection en sous-cutanée renouvelée le lendemain et le
surlendemain. L’observance de la patiente sera vérifiée a chaque visite a 1’aide du carnet de
suivi des injections. En cas d’hospitalisation, I’injection sera faite par 1’équipe médicale.
Dans ce cas, le carnet de suivi sera complété par I’équipe médicale

Suivi biologique spécifique a cette étude avec une numération des plaquettes sanguines 2
fois par semaines pendant 3 semaines, puis 1 fois par mois jusqu’a la fin de la grossesse.
Vérification en temps réel (<24 heures du prélevement) de la variation des plaquettes. Toute
décroissance supérieure a 40% entre 2 prélevements successifs ou un chiffre absolu de
plaquettes inférieur a 100 000/mm3 entrainera un contrdle immédiat sur tube citraté au
centre investigateur du taux de plaquettes. Si la décroissance est confirmée, un arrét
immédiat des injections et 1’application de la procédure « Suspicion de TIH » sont prévus.
En cas de retard a un contr6le, une relance téléphonique a 48H aprés la date théorique sera
effectuée.

Les injections seront interrompues a 36 SA+ 0 ou jusqu’au jour de 1’accouchement si celui-

ci est anticipé ou jusqu’a la survenue d’une complication.
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CRITERES D’EVALUATION

Critere d’évaluation principal
Nombre de nouveau-nés ayant un poids de naissance inférieur au 10°™ percentile. (Selon la

formule AUDIPOG (http://www.audipog.net/courbes morpho.php).

Criteres d’évaluation secondaires

(1) Les paramétres de résistance des dopplers feetaux et utérins sont les suivants : Doppler des
artéres utérines et Doppler ombilical.

La croissance feetale sera mesurée a 1’aide des parameétres suivants : évolution de I’EPF

(Estimation du Poids Feetal), le poids de naissance en grammes, le nombre de nouveau-nés

ayant un poids de naissance inférieur au < 3°™ percentile, le nombre d’extraction feetale pour

arrét de la croissance ou cassure de la courbe de croissance.

Les paramétres néonataux majeurs et mineurs seront mesurés. Ces criteres seront mesures a la

naissance puis a 1 mois de vie.

(2) La tolérance du traitement sera évaluée lors de chaque consultation de suivi (Annexe 5)

2.1. Manifestations hémorragiques maternelles majeures et non majeures mais cliniquement

pertinentes définies selon 'ISTH auxquelles ont été ajoutées les définitions spécifiques a la

Gynécologie-Obstétrique

2.2. Intolérance cutanée aux points d’injection

2.3. Thrombocytopénie

2.4. Douleurs osseuses spontanées, évenement fracturaire.

(3) Les facteurs prédictifs d’un poids de naissance inférieur au 10°™ percentile.
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NOMBRE DE SUJETS NECESSAIRES

Le calcul de I’effectif s’appuie sur les données d’une cohorte de Fong et al. présentant des
criteres échographiques d’inclusion similaires a notre étude. Dans cette cohorte chez des feetus
chez qui le diagnostic de RCIU vasculaire a été fait en échographie, 70% des nouveau-nés
présentaient un RCIU confirmé, ¢’est a dire un poids de naissance inférieur au 10°™ percentile
(6). L’étude de Yu et al. a montré une efficacité des HBPM sur la prise de poids mais ne
renseigne pas sur le pourcentage de nouveau-nés qui présentaient un poids de naissance
inférieur au 10°™ percentile, critére principal de notre projet (30). Cependant, en utilisant les
résultats sur le poids de naissance des enfants et en supposant une distribution de forme
Normale, il a été possible de simuler la distribution des poids de naissance et d’estimer le
pourcentage d’enfants ayant un poids de naissance inférieur au 10°™ percentile. La réduction
relative de risque de RCIU estimée est d’environ 45% en faveur des HBPM. Compte tenu de
I’approximation de cet effet, il est raisonnable d’escompter une réduction relative du risque de
RCIU de 1/3 avec I’énoxaparine.

En choisissant une puissance statistique de 85%, et un risque d’erreur de 1% espéce alpha de
5%, 81 patientes par groupe sont nécessaires pour montrer une réduction relative de la
fréquence de RCIU de 33% en supposant un taux d’événement sans traitement de 70%.

Au total 162 patientes devront étre incluses.

ANALYSES STATISTIQUES

La stratégie de la saisie et de 1’analyse des données s’effectuera au sein de I’EA 3065. Un

contrdle qualité de I’ensemble de la base de données sera réalisé en fin d’étude. La base sera

gelée avant I’ouverture des analyses statistiques.
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Analyse descriptive

La population incluse sera tout d’abord décrite globalement et par groupe grace aux méthodes
statistiques suivantes :

- variables quantitatives : nombre de données disponibles, moyenne, écart-type, médiane, ler
et 3éme quartiles, minimum et maximum ;

- variables qualitatives : fréquences absolues et relatives (exprimées en %).

Analyse du critére principal

Afin de comparer la proportion de nouveau-nés avec un poids de naissance inférieur au 10°™
percentile entre les deux groupes, un test exact de Fisher sera effectué. Le risque relatif ainsi
que son intervalle de confiance a 95% pourront également étre calculés. Si un déséquilibre sur
un ou des facteurs de confusion apparait, une analyse de sensibilité sera réalisée en ajustant sur
ce ou ces facteurs. Pour cela, un modeéle logistique multivarié sera alors envisage.

Analyse des critéres secondaires

Les méthodes statistiques utilisées pour €valuer I’impact d’un traitement par HBPM lors du
diagnostic de RCIU vasculaire sur les parametres de résistance des Dopplers foetaux et utérins,
de croissance fcetale et néonataux majeurs et mineurs seront identiques a celles proposées pour
I’analyse du critére principal dans le cas d’un paramétre qualitatif. Si le critére est quantitatif,
un test T de Student ou un test des rangs sera effectué et ce en fonction de la Normalité de la
distribution de la variable testée. La Normalité sera au préalable vérifiée a 1’aide d’un test de
Shapiro-Wilk. Les parametres de tolérance seront analysés avec les mémes méthodes.

Enfin, afin de déterminer des facteurs prédictifs d’un poids de naissance inférieur au 10éme
percentile, des modeles logistiques seront utilisés. Ainsi, des analyses univariées seront mises
en ceuvre sur chacun de ces facteurs (facteurs identifiés dans le chapitre objectifs secondaires).

Les variables avec une prévalence supérieure a 3% et présentant une p-valeur inférieure a 0.15

152



PARTIE EXPERIMENTALE

seront alors introduites dans un modéle multivarié. Les corrélations entre ces variables seront
au préalable vérifiées. Si certaines variables sont corrélées de maniére significative, le choix de
la variable & introduire dans le modéle multivarié se fera soit sur la pertinence clinique soit sur
la valeur de la c-statistic des modéles multivariées construits avec 1’une ou I’autre des variables.
Enfin, une variable sera considérée comme facteur indépendant associé a un poids de naissance
inférieur au 10°™ percentile si elle présente une p-valeur inférieure & 0.05 dans le modéle
multivarié.

Degreé de signification statistique

Les résultats seront considérés comme significatifs au seuil de 5%.

Méthodes de prise en compte des données manquantes, inutilisées ou non valides

Si des données manquantes sont observées sur le critére d’évaluation principal, une analyse de
sensibilité sera effectuée selon I’hypothése du biais maximal. Ainsi, une patiente randomisée
dans le groupe énoxaparine + prise en charge classique sera considérée comme en échec, c’est-
a-dire naissance d’un enfant dont le poids est inférieur au 10éme percentile. A I’inverse, une
patiente randomisée dans le groupe prise en charge classique sera considérée comme un succes
(poids de naissance supérieur au 10éme percentile).

Analyse pour le comité de surveillance

L’analyse pour le comité de surveillance portera sur les criteres de tolérance définis en critéres
secondaires dans un souci de sécurité des patients. Aucune analyse intermédiaire portant sur le
critere de jugement principal n’est prévue. Aussi, le risque d’erreur global sera de 5% pour
’analyse finale.

Gestion des modifications apportées au plan d’analyse de la stratégie initiale

L’analyse sera réalisée en intention de traiter.
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COMITES

Comité de pilotage

Il sera constitué des initiateurs cliniciens du projet, du méthodologiste et du biostatisticien en
charge du projet, des représentants du promoteur et de I’Unité de recherche clinique du CHU
de Saint-Etienne nommés pour cette recherche. Il définira l'organisation générale et le
déroulement de la recherche et coordonnera les informations. Il déterminera initialement la
méthodologie et décidera en cours de recherche des conduites a tenir dans les cas imprévus,
surveillera le déroulement de la recherche en particulier sur le plan de la tolérance et des
évenements indésirables.

Comite de surveillance indépendant

Un Comité de Surveillance Indépendant (CSI) sera mis en place afin d’assurer la sécurité de
I’étude tout au long de son déroulement, sur la base des données de sécurité qui lui seront
fournies en cours d’étude telle la tolérance et les événements indésirables. Les analyses de
sécurité porteront sur les événements cités plus haut en comparant la survenue des événements
dans les deux groupes. Le CSI a un rdle consultatif, il fera part de ses recommandations a
I’investigateur-coordonnateur : il pourra s’agir de la poursuite de 1’étude (avec ou sans
amendement) ou de I’arrét de I’étude. Il est constitué de personnes extérieures a la recherche
dont nécessairement deux cliniciens experts dans la pathologie étudiée et wun
pharmacologue/méthodologiste, ainsi que le statisticien indépendant, membre non votant. Ce
CSI se réunira apres I’inclusion de la moitié des patientes ou a la demande du président du CSI,
en cas de survenue d’un événement indésirable grave ayant trait a la sécurité des patientes
(hémorragie majeure, hémorragie de la délivrance sévére, thrombocytopénie, événement
fracturaire). Tous les membres de ce CSI seront informés de fagon instantanée par 1’attaché de
recherche clinique de la survenue d’un tel événement. Le Président du Comité de Surveillance

pourra décider a tout moment de réunir le Comité en urgence par téléconference.
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Comité indépendant de validation des évenements critiques

L’étude étant en ouvert, il est prévu dans cette étude un comité indépendant a I’aveugle des
traitements, pour la validation du diagnostic d’accidents hémorragiques graves ou cliniquement
pertinents, d’hémorragie de la délivrance sévere, de thrombocytopénie, d’événement
fracturaire. 1l est composé de trois membres dont le réle sera de confirmer le diagnostic pour
chaque patient ayant présenté un tel événement. Dans un premier temps, pour chaque patient
inclus, le clinicien en charge du patient, recueillera les évenements, a partir des données
cliniques, biologiques et radiologiques, comme accidents hémorragiques graves ou
cliniquement pertinents, hémorragie de la délivrance sévére, thrombocytopénie, évenement
fracturaire, ... Le diagnostic final «confirmé» sera établit par le comité d’experts qui statuera

sur ’ensemble des accidents certains.

ETHIQUE ET RAYONNEMENT

L’étude a été approuvée par le comité de protection des personnes (CPP) le 11 Avril 2016, par
I’agence frangaise du médicament et par la CNIL (Comission informatique et liberté).

L’¢étude a été déclarée sur le site Clinicaltrials.gov sous le numéro NCT02672566 le 28 janvier
2016. Les résultats de I’objectif principal et de chacunes des analyses secondaires seront soumis

pour publication.

DISCUSSION

Ainsi, nous proposons la premiére étude randomisée dans le RCIU vasculaire constitué pour
évaluer I’efficacité d’une administration prolongée d’HBPM a dose préventive sur le nombre
de nouveau-nés ayant un poids de naissance inférieur au 10°™ percentile. Deux groupes seront
compares : HBPM + prise en charge classique versus prise en charge classique. L’HBPM

choisie est I’enoxaparine a 4000UI/j. Cette HBPM présente un recul important chez la femme
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enceinte ainsi qu’une bonne tolérance a la dose de 4000UI/j. L’HBPM sera administrée a partir
du diagnostic de RCIU vasculaire inférieur au 10°™ percentile (entre 22SA et 34 SA) jusqu’a
36 SA (ou naissance). Le diagnostic de RCIU vasculaire inférieur au 10°™ percentile sera posé
en suivant les recommandations du CNGOF. Les patientes seront suivies et traitées selon les

mémes recommandations.

Les investigateurs n’ont pas de conflits d’intéréts a déclarer.
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1. Discussion

1.1 Synthese de la littérature et de nos résultats

Les études sur la prédiction du risque de survenue d’une pathologie vasculaire placentaire se

caractérisent par une hétérogénéite :

- des méthodologies : cohorte, cas-témoins, randomisé

- des populations étudiées : population a bas risque, population a haut risque en prévention
de la récidive et parfois toutes les patientes globalisées (bas et haut risque)

- des facteurs étudiés : caractéristiques maternelles, (caractéristiques démographiques,
histoire médicale, pression artérielle moyenne), données échographiques (Dopplers des
arteres utérines, volume placentaire, écho-angiographie placentaire), dosages sanguines
maternels( PIGF, SFLT1, SEng, PAPP-A...)

- de I’association ou non des facteurs de prédiction en des modéles combinés

- des issues étudiées : pré-éclampsie seulement, RCIU seulement, ou toutes les pathologies
vasculaires placentaires.

Cette hétérogéneité explique en partie la variabilité des résultats observées dans les différentes

études.

Il est important de partir de la prévalence de 1’événement dans la population d’étude afin de
vérifier si les résultats peuvent étre transposés a la pratique. En population a bas risque, la
prévalence attendue est de 1 a 2 %. Une prévalence de la prééclampsie supérieure a 8 %
témoigne d’une population d’étude a haut risque. Si la prévalence de 1’évenement étudié est
faible dans la population étudiée, une bonne valeur prédictive négative peut étre observée méme
pour une sensibilité faible. Les chiffres élevés de VPN dans certaines études sont

potentiellement dus a I’incidence relativement faible de la prééclampsie.

La plupart des publications analysant la performance prédictive de différents facteurs au
premier trimestre sont des études cas-témoins nichées (nested case control study). A partir d’une
cohorte, le groupe des cas est ensuite constitué par les patientes ayant présenté un événement

et les témoins sont sélectionnés de fagon rétrospective a partir des patientes n’ayant pas
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développé de pathologie. Ces études possedent tout de méme un bon niveau de preuve car le

recueil des données se fait de fagon prospective.

La population d’étude et la répartition dans les groupes cas ou témoins peut induire un biais de
sélection. En n’incluant que des grossesses normales dans le groupe témoin, il est possible
d’augmenter artificiellement la performance du test. Appliqué en population générale, le méme
test peut donner lieu & un nombre supérieur de faux positifs. Méthodologiquement, la
détermination de la population contréle doit donc étre réalisée de fagon non biaisée pour éviter
de surreprésenter les « vrais négatifs» dans le groupe témoin. Enfin, la plupart des études

publiées n’évaluent pas la validité externe des algorithmes de prédiction qu’elles proposent.

Les études sur la prédiction des PVP portent principalement sur la prédiction du risque de pré-
éclampsie et trés peu sur le risque de RCIU alors que la physiopathologie est identique. Nous
n’avons pas retrouve dans la littérature d’étude ayant comparé les performances dans ces deux
situations. Les performances des tests sont directement liées a 1’age gestationnel de survenue

de la pré-éclampsie. Plus 1’événement est précoce plus la sensibilité est bonne.

Prédiction du risque de survenue d’une PVP

Nous nous sommes intéressés au facteur de I’hémostase et notamment au TFPI. Ce facteur
produit par les cellules endothéliales intervient dans la cascade de la coagulation. Peu d’études
s’étaient intéressées a son évaluation durant la grossesse et a sa corrélation avec la survenue de
PVP. Nous nous sommes intéressés a une population a haut risque défini sur les caractéristiques
démographiques et 1’histoire médical des patientes. Le TFPI s’interpreéte a partir de deux
facteurs que sont sa résistance et son activité. La résistance TFPI est définie selon la réponse
anticoagulante au TFPIL. L’activité TFPI est basée sur la capacit¢ du TFPI de I’échantillon
plasmatique a inhiber le complexe FT/VIla en présence de Xa. Quinze patientes sur les 72 ont
présenté une PVP. Nous nous sommes ainsi intéressés aux RCIU et aux PE. Nous avons mis en
évidence une résistance au TFPI induit par la grossesse, sans qu’il existe de différence entre les
patientes ayant présenté ou non une PVP. Cette réponse participe a I’hypercoagulabilité
physiologique, inhérente a 1’état gravide, qui est liée entre autres a un déficit physiologique en
protéine S ainsi qu’a la résistance a la protéine C activée acquise (non liée a une mutation du
facteur V Leyden). Nous avons mis en évidence que le taux de TFPI activité était
significativement plus élevé dans le groupe de patientes ayant présenté une PVP. Le ratio
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TF/TFPI se trouve alors augmenté dans cette population de patientes, soulignant le mécanisme
d’hypercoagulabilité dans la genése des PE. L’administration d”’HBPM pourrait diminuer 1’effet
pro coagulant chez ces patientes, en augmentant la secrétion et la production de TFPI par les

cellules endothéliales.

Sur la cohorte des 200 patientes, nous avons comparé le dosage des deux facteurs angiogéniques
SFLT1 et Seng chez les patientes ayant présenté une pré-éclampsie et une RCIU. 24 patientes
ont présenté une PE dont 9 associées & un RCIU et 21 un RCIU sans PE. Les taux des deux
facteurs angiogéniques n’étaient pas significativement différents entre les deux groupes malgré
une tendance a des taux plus élevés en cas de pre-éclampsie. Les taux dans ces deux groupes
PE et RCIU étaient par contre significativement plus élevés que pour les patientes n’ayant pas

présenté de complication.

Nous avons défini des seuils présentant la meilleurs sensibilité et spécificité a 1’aide de courbes
ROC. Les seuils obtenus étaient tout a fait concordants avec ceux décrits dans la littérature.
Nous avons associé aux facteurs angiogéniques mesurés a 24SA, la mesure du Dopplers des
arteres utérines a 22SA. La présence d’anomalies bilatérales des dopplers utérins était plus
fréquente en cas de PVP. Lorsque les anomalies des dopplers utérins étaient utilisées pour
prédire la survenue d’une PVP, sensibilité, spécificité, VPP et VPN étaient respectivement de
46,7 %, 83,2%, 44,7% et 84,3%. La présence d’un taux de Sflt-1 supérieur a 1790,1 pg/mL et
de notchs bilatéraux était associée respectivement a des sensibilité, spécificité, VPP et VPN de
11,1%, 100%, 100% et 79,5% pour prédire le risque de survenue d’une PVP. La présence d’un
taux de SEng supérieur a 5,454 ng/mL et de notchs bilatéraux était associée respectivement a
une sensibilité, spécificite, VPP et VPN de 13,3%, 99,4%, 85,7% et 79,8% pour prédire la
survenue d’une PVP. L’association de I’augmentation des deux facteurs angiogéniques et de la
présence d’une anomalie doppler des artéres utérines permettait de prédire la survenue d’une
PVP avec des sensibilité, specificité, VPP et VPN de 17,8%, 99,4%, 88,9% et 80,6%
respectivement. L’association des facteurs angiogéniques aux Dopplers utérins entraine une
diminution de la sensibilité mais une augmentation de la spécificité et de la valeur prédictive

négative.

Nous nous sommes enfin intéressés au volume placentaire chez 40 patientes a haut risque. Onze
patientes ont présenté une PVP. Nous avons également réalisé un dosage de deux facteurs de
I’hémostase : (1) les D-Dimeéres qui sont les ultimes produits de dégradation de la fibrine. La

fibrinolyse est le processus de dissolution physiologique des caillots sanguins ou thrombus
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constitués de fibrine par la plasmine. Elle correspond a I’étape finale de la coagulation sanguine
et permet une reperméabilisation des vaisseaux sanguins altérés. La présence de D-Dimeéres
dans la circulation sanguine est donc le témoin indirect d une activation de la coagulation suivie
d’une thrombolyse réactionnelle (2) et la s-EPCR (soluble endothelial protein C receptor) qui
est une glycoprotéine de la membrane des cellules endothéliales capable de fixer la protéine C
et de I’activer. Le taux de D-Dimeéres est augmenté significativement pendant la période de
grossesse et de fagon proportionnelle a 1’dge gestationnel. Nous avons mis en évidence une
corrélation entre le volume placentaire mesuré en échographie et le taux de D-Dimeres. Chez
les patientes ayant présenté une PVP, nous avons retrouvé des VP plus petits mais pas de
différence pour les taux de D-Dimeéres ni de SEPCR. Notre conclusion était que le placenta est

peut-étre le facteur qui explique I’augmentation du taux de D-Diméres en cours de grossesse.
Traitement des PVP

Nous proposons un essai multicentrique randomisé en ouvert en 2 groupes paralléles comparant
I’administration d’énoxaparine par voie sous-cutanée a dose préventive associée a une prise en
charge classique (groupe 1) versus prise en charge classique seule (groupe 2). L’objectif
principal est d’évaluer I’efficacité d’un traitement par énoxaparine a dose préventive (4000
Ul/j) administrée lors du diagnostic de RCIU vasculaire jusqu’a la naissance ou au maximum
jusqu’a 36SA, pour réduire le nombre de nouveau-nés ayant un poids de naissance inférieur au

10°™ percentile pour I’Age gestationnel.

1.2. Limites de nos travaux

e La principale limite est le nombre de sujets inclus seulement 72 patientes dans 1’étude sur
le TFPI, 200 pour les facteurs angiogéniques et 40 pour le volume placentaire. Nos études
manquent forcément de puissance.

e Il s’agit d’étude de cohorte qui présentent donc un risque de biais de sélection comme nous
I’avons précisé précédemment.

e Nous avons etudié deux facteurs présentant une action anti-angiogénique sflt-1 et SEng et
nous n’avons pas effectué le dosage du PIGF qui possede une action angiogénique et qui
parait plus intéressant dans la littérature récente.

e Nos dosages de facteurs angiogéniques et autres facteurs débutent a 20SA. Des dosages

plus précoces auraient été intéressants mais posent le probleme de la faisabilité.
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2. Conclusion

L’objectif de ce travail était d’apporter des nouvelles informations sur la prédiction et le
traitement des pathologies vasculaires placentaires. Ainsi, nous avons montré que 1’activité
TFPI peut étre une aide a I’évaluation du risque de PVP. Il nous reste a évaluer d’autres facteurs
de I’hémostase comme les D-Dimeres ou le temps de génération de thrombine. Nous avons mis
en évidence que les facteurs angiogéniques sont perturbés avant la survenue d’une pré-
éclampsie et que ceci est également vrai pour le RCIU. Il existe une tendance a des taux plus
élevés en cas de PE que de RCIU. Il existe une corrélation entre le volume placentaire en
échographie et le taux de D-Dimeres mesurés a 12, 16 et 22 SA. Nous essayons d’évaluer dans
une étude multicentrique comparative en ouvert 1’efficacité de I’enoxaparine a dose préventive

pour le traitement du RCIU vasculaire constitué.

3. Perspectives

Etude Angiopred

L’analyse des facteurs angiogéniques a été soumise. Nous attendons la publication pour

soumettre I’article sur I’association des facteurs angiogéniques aux Dopplers utérins a 22SA.

Dans le cadre de 1’étude Angiopred, nous travaillons actuellement a analyser les données des
dosages des D-Dimeres et du temps de génération de thrombine. Sur la cohorte de 200 patientes
a haut risque, nous disposons des caractéristiques maternelles, de la PAM, des Dopplers utérins
a 22SA, du dosage des facteurs angiogéniques et des facteurs de I’hémostase. Nous allons

¢évaluer les performances d’un dépistage combiné.

J’ai obtenu une bourse de ’association AIRE d’aide a la recherche médical en décembre 2016
pour financer le dosage de la vitamine D. Les dosages sont terminés et nous travaillons a

I’analyse des données.
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Etude Volupla

Les inclusions des 1000 patientes sont terminées depuis juin 2016. Nous avons analyse les
volumes placentaires a 12, 16 et 22SA. La rédaction de ’article est en cours. Nous travaillons

au recueil des données de la PAPP-A et ’HCG et a I’intégration des données.

Etude Growth

Les inclusions sont en cours dans 7 centres. Si les debuts ont été difficiles, actuellement le
nombre d’inclusion augmente sensiblement aprés une longue période de rodage. Nous en
sommes & 27 sur 162 prévues. Nous travaillons en collaboration avec les centres

pluridisciplinaires de diagnostic prénatal pour repérer les patientes.
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RESUME

Les pathologies vasculaires placentaires sont fréquentes et graves. La forme maternelle prédominante est la
pré-éclampsie et la forme feetale le retard de croissance intra-utérin. Les questions posées autour de ce sujet
concernent tout d’abord la prédiction de la survenue de ces pathologies suffisamment tét afin de permettre
une surveillance rapprochée, une administration de corticoides et une prise en charge dans une maternité de
niveau adaptée. La prévention de la survenue et de la récidive ainsi que le traitement de ces pathologies a la
phase constituée sont aussi des problématiques encore non résolues. Notre objectif était de travailler sur ces
différentes questions par I’intermédiaire de trois études : I’étude ANGIOPRED, 1’étude VOLUPLA et I’étude
GROWTH. Les résultats de ces travaux et une revue de la littérature mettent en évidence une perturbation des
facteurs de I’hémostase et des facteurs angiogéniques dans la pré-éclampsie et dans le retard de croissance.
L’association des facteurs maternels, échographiques, angiogéniques et sériques constitue un modele prédictif
efficace principalement du fait d’une excellente valeur prédictive négative. Le volume placentaire est corrélé
au taux de D-Dimeres et est intéressant pour la prédiction des pathologies vasculaires placentaires. De
nouveaux travaux devront poursuivre 1’étude de la prédiction, de la prévention et du traitement des pathologies
liées au placenta. Le traitement est notamment 1’objet de 1’étude Growth qui vise a évaluer 1’efficacité de
I’énoxaparine dans le traitement du retard de croissance vasculaire constitué.

Mots clés : pathologies vasculaires placentaires, pré-éclampsie, retard de croissance intra-utérin, prédiction,
tissue factor pathway inhibitor ; facteurs angiogéniques ; volume placentaire ; énoxaparine

ABSTRACT

Placenta-mediated adverse pregnancy outcomes are frequent and severe pathologies whose predominant
maternal form is preeclampsia and fetal form, intrauterine growth retardation. The questions asked about this
subject concern first of all the prediction of the occurrence of its pathologies in a sufficiently early way to
allow for close monitoring, administration of corticosteroids, and management in an appropriate level of
maternity. The prevention of the occurrence and recurrence and the treatment of its pathologies in the
constituted phase are also unresolved problems. Our objective was therefore to work on its various questions
through three studies: the ANGIOPRED study, the VOLUPLA study and the GROWTH study. The results of
his work and of the literature show that the factors of haemostasis and angiogenic factors are disturbed in
preeclampsia and in growth retardation. The association of maternal, ultrasound, angiogenic and serum factors
constitutes a predictive model that is effective mainly by an excellent negative predictive value. The placental
volume is correlated with the D-dimer level and is interesting for placenta-mediated adverse pregnancy
outcomes prediction. New studies will have to continue the exploration of the prediction, prevention and
treatment of this pathologies related to the placenta. The treatment is notably the object of the study Growth
which aims to evaluate the effectiveness of the Enoxaparin for the treatment of constituted vascular growth
retardation.

Keywords: Placenta-mediated adverse pregnancy outcomes; preeclampsia; intrauterine growth retardation;
prediction; tissue factor pathway inhibitor; angiogenic factors; placental volume; enoxaparin



