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A I’équipe d’AMP de Nancy: vous m’avez pris sous votre aile toute jeune interne. Merci a
Annie, Charlotte, Catherine L, Delphine, et encore a toi Nadia pour votre enseignement, votre
gentillesse et votre humanité. Merci a Maryline et Laura, le duo infernal « je t’aime, moi non
plus »

A Marion C: merci de m’avoir accompagnée dans les rédactions de mémoire et articles. Je
vois enfin le bout.

Au Dr Eszto : Vous m’avez formée, guidée, soutenue. Vous m’avez ouvert les portes de
votre service et j’y ai tant appris. En garde comme en consultation, au bloc comme en salle
d’échographie, vos conseils, parfois durs mais toujours avisés m’ont fait tellement progresser.
L’histoire s’arréte avec tristesse un peu prématurément, mais votre empreinte sur ma
formation restera considérable. Avoir grandi a vos cotés ces derniéres années a été un réel
plaisir.

A I’équipe du service d’échographie de Metz : A Lydie et Cathie, un duo parfait. Merci
pour tout ce que vous m’avez appris, pour votre patience, et il en a fallu... Je vous dois ma
formation. Merci pour votre soutien malgré tous ces moments de frustrations !

A toute I’équipe de chirurgie digestive de Schuman : au Dr Johann pour ces 6 mois au
cours desquels vous m’avez fait adorer la chirurgie. Merci d’avoir partagé avec moi vos
grandes compétences chirurgicales. Travailler a vos cotés a été une chance, Merci d’avoir
mél¢é la formation chirurgicale a la bonne humeur et aux rires. Aux Ibode et lade qui ont rendu
ce semestre inoubliable.

A I’équipe de biologie : quel plaisir d’avoir passé six mois a vos cotés. Merci de m’avoir
appris autant de choses.

A Christel, merci pour ta patience, ton écoute et de m’avoir soutenue dans cette préparation
de these.

A I'équipe d’AMP de Metz : A Thérese et Florence, j’ai beaucoup appris a vos cotés. Dr
Ragage, votre courage et passion force I’admiration ; ne vous inquiétez pas je me demanderai
toujours « pourquoi je fais ce que je suis en train de faire ». Merci pour votre disponibilité.

A tous les médecins, sages-femmes et aides-soignantes avec qui j’ai travaillé tout au long de
ces cinq années, qui m’ont épaulée et qui m’ont tant appris !
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A mes co internes et amis

A ma super promo, sans qui les cours de DES n’auraient pas été si instructifs !

e A Lauréne, au départ, juste co interne, puis trés rapidement amies. On a évolué
ensemble toutes ces années, on a partagé tous ces moments de stress et de doutes mais
cay est on y est! Passer notre soirée de fin de thése est notre accomplissement.
Partager ce moment ensemble est un plaisir. Tu as été au cours de ces dernic¢res années
présentes a tous les événements importants et je t’en remercie.

e A Matthieu, on a toujours accroché. Malgré ta timidité, tu es une personne géniale.
Ces 2 semestres passés avec toi ont été super. Cette fois-ci, dis-moi au revoir quand tu
partiras de la soirée ;).

e A Sophie, Arthur et Judicaél, ces 5 années d’amitié aussi bien professionnelles que
personnelles resteront pour moi inoubliables.

A Laurianne : amies depuis le début, ta douceur m’a rapidement mise a I’aise. Une maman
poule avec moi, j’ai toujours pu compter sur toi. Merci d’avoir été 1a quand j’avais mes petits
moments de doutes. Tu vas me manquer !

=>» Merci a vous d’avoir fait de cet internat en Lorraine, 5 ans de bonheur. Que notre
amitié¢ perdure malgré la distance !!!

A tous mes anciens co internes: Marie, Shagha, Kim, Nora, Anais, Rabia, Mathilde, Audrey,
Axelle, Laetitia, Delphine, Laure... et a tous ceux rencontrés pendant ce long parcours.
Apprendre a vos cOtés a toujours €té un plaisir.

A mes amis d’ici et d’ailleurs

A Aude: depuis 5 ans que 1’on se connait, on est trés vite devenue amies. Merci pour ta
présence et ton soutien que ce soit au niveau professionnel et personnel. Il y aura toujours une
place pour toi dans mon cceur. Ton amitié¢ m’est trés chere.

A Guillaume: t’avoir comme ami est une chance. Ta générosité, bonne humeur et ton
enthousiasme font de toi une personne exceptionnelle. Ton amitié m’est trés chere mon fils
spirituel.

A Caroline: toujours disponible pour tes amis malgré des journées de travail sans fin,
j’admire la force de ton investissement dans les projets qui te tiennent a cceur. Tu m’as
accompagnée dans cette dernicre ligne droite et je t’en remercie. Tu vas me manquer !
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A Baptiste : sous colleur du dimanche soir, on a quitt¢ ensemble la chaleur nigoise pour
accomplir notre projet. Nous avons réussi et tu y as méme trouvé le bonheur avec Eve. Votre
bonheur fait plaisir a voir.

A lyse, petit bout de femme trés courageuse, a Catoch, et ton excentricit¢ qui me fait
toujours rire.

A Laurette et Florent: trés belle rencontre de la Lorraine, ¢’est toujours un plaisir de vous
voir. Je compte sur vous pour terminer les quelques escape games qu’ils nous restent a faire
en Lorraine.

A Marie et Mehdi, Aurélie, Clémence, Antonin : Pour tous ces bons moments ensemble et
il y en aura d’autres j’espere !

A Mathieu D, Valérie, Mélanie, Maité, Soizic et Nassim : 6 mois a Verdun inoubliables.

A Yannick : toujours ensemble pendant la préparation de ’ECN, ton soutien a été tres
important. On ne se voit plus assez malheureusement.

A Mickael et Marion: c’est toujours un immense plaisir de partager un moment a vos coOtés ;

Vous étes tous les deux admirables. Je vous renouvelle bien sir tous mes voeux de bonheur.

Et a tous ceux que j’ai oubli¢ de citer....

14



A ma famille

A mes parents: je ne nous vous remercierai jamais assez pour tout ce que vous avez fait pour
nous! Quelle fierté d’étre votre fille. Je vous dois tout ! Vous m’avez inculquée ces valeurs
saines que sont le travail et la persévérance. Tout ce que vous avez accompli force le respect.
Je vous dédie cette thése.

A Karima, Adel, Samira et Sonia: vous avez participé a ce que je suis maintenant. Que de
chemin parcouru, vous avez toujours €té¢ présents pour moi. Vous &tes patients, a 1’écoute et
toujours de bons conseils. Je serai toujours la pour vous. Ce travail vous est dédié.

A Yasmina : petite niéce chérie, je suis fiere de toi. C’est toujours une joie de te voir.

A ma famille au Maroc et 3 mon grand-pére parti trop tot («tbeba dialek » I’est
officiellement aujourd’hui).

A mes beaux-parents et a Marc: merci de m’avoir si bien accueillie dans votre famille.
Merci pour tout ce que vous avez fait pour moi. Je vous en suis trés reconnaissante.

A Cédric: bientot 10 ans a tes cotés. Tu as toujours été 1a pour moi. Merci pour ta gentillesse
et ta patience (surtout ces dernieres semaines). Tu m’as toujours soutenue. Toujours prét a te
surpasser, ton parcours professionnel et personnel me rendent fier de toi. Que ces années
futures avec toi soient encore plus belles que celles qui se sont déja écoulées. Mon amour, je
te dédie cette these.
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SERMENT

« Aumoment d'étre admise & exercer la médecine,je promets et je jure d'étre ﬁdé[e aux lois de [honneur
et dela probi‘cé. Mon premier souci sera de vétablir, de préserver ou de promouvoir la santé dans tous ses
éléments, physiques et mentaux, individuels et sociaux. Je respecterai toutes les personnes, lewr autonomie
et leur volonté, sans aucune discrimination selon leur état ou leurs convictions.]’interviendrai pour les
protéger si elles sont aﬁaiblies, vulnérables ou menacées dans leur intégrité ou leur dignité. Méme sous la
contrainte, je ne ferai pas usage de mes connaissances contre les lois de ['humanité. ]'informerai les
patients des décisions envisagées, de leurs raisons et de leurs conséquences. Je ne tromperai jamais leur
conﬁance et n'exp[oiterai pas le pouvoir hérité des circonstances pour forcer les consciences. Je donnerai
mes soins a ["mdigent et a quiconque me les demandeva.]e ne me laisserai pas mﬂuencer par la soif du

gain ou la recherche de la glo ire.

Admise dans ['intimité des personnes, je tairai les secrets qui me sont conﬁés. Recue a ['intérieur des
maisons, je respecterai les secrets des foyers et ma conduite ne servira pas & corrompre les meeurs. Je ferai
tout pour soulager les souffrances. Je ne prolongerai pas abusivement les agonies. Je ne provoquerai
Jjamais la mort délibérément.

Je préserverai l'indépendance nécessaire & ['accomplissement de ma mission. Je n'entreprendrai rien qui
dépasse mes compétences. Je les entretiendrai et les perfectionnerai pour assurer au mieux les services qui

me seront demandés.
J'apporterai mon aide & mes confréres ainsi qu'a leurs familles dans ['adversité.

Que les hommes et mes confréres m'accordent leur estime si je suis fidéle & mes promesses ; que je sois

déshonorée et méprisée si j'y manque ».

16



TABLE DES MATIERES

ABREVIATIONS .. s 18
INTRODUCTION GENERALE. ...t 20
ETUDE

INTRODUCTION. ...t e, 31
MATERIELS ET METHODES ... 32
RESULTATS . .o e, 35
DISCUSSION . ..o e 41
PERSPECTIVES . .. 44
CONCLUSION. ..o e 47
FIGURES ET TABLEAUX . ...ttt e 48
REFERENCES. ... e 49
ANNE X E .. 53

17



FACTEURS DE RISQUES D’ IMMATURITE OVOCYTAIRE :
Etude rétrospective cas-témoins sur 205 patientes a la maternité

de Nancy (janvier 2014-décembre 2015)

ABREVIATIONS

AMH : hormone antimullérienne

AMP : aide médicale a la procréation
AMPc : adénosine monophosphate cyclic
AREG : amphireguline

ARN : acide ribonucléique

BMP15 : bone morphogenetic protein 15
CFA : compte des follicules antraux

CGP : cellules germinales primordiales
CRP: protéine C réactive

E2 : oestradiol

EGF: epidermal growth factor

EREG : épireguline

FIV : Fécondation in vitro

FSH : follicle timulating hormone

GDF9 : growth differentiation factor-9
GMP : guanosine monophosphate

GPR3 : récepteur de la protéine G

HCG : hormone chorionique gonadotrope
ICSI : injection intra cytoplasmique de spermatozoides

IMC: indice de masse corporelle

18



KL : Kit ligand

LH: luteinizing hormone

MIl: metaphase 2

MIV : maturation in vitro

MPF: meiosis promoting factor

OMI : oocyte meiosis inhibitor.

PDE 3A : phosphodiesterase 3A

PEDF: Pigment epithelium-derived factor
PKA : protéine kinase A

PRL : prolactine

SCF : stem cell factor

SHB : sex hormon binding globulin

TSH : thyroid stimulating hormon

VEGEF : vascular endothelial growth factor

VG : vésicule germinative
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INTRODUCTION GENERALE

I/ Epidémiologie

En France, [Dinfertilit¢ représente un réel probléme de santé puisque
on estime qu’un couple sur 7 consulte pour des difficultés a concevoir un enfant. Un couple
est considéré comme infertile s’il n’a pas pu concevoir d’enfant aprés 12 mois de rapports
sexuels non protégés. Apres un an, 18 a 24% des couples restent sans enfant. Un couple sur
10 a recours aux techniques d’AMP pour remédier a son infertilité(1).L'assistance médicale a
la procréation a pour but de permettre a un couple infertile en age de procréer d’avoir un

enfant.

L’étiologie est féminine dans 30% des cas, masculine dans 20% des cas et mixte dans 40%

des cas. L’infertilité reste inexpliquée dans environ 10% des cas (2).

La fécondation in vitro est un des traitements de I’infertilit¢. Lors d’une FIV avec micro -
injection intra - cytoplasmique de spermatozoides, un spermatozoide est sélectionné et injecté
directement dans le cytoplasme de 1’ovocyte mature décoronisé. Cette derniere technique

d’assistance a la procréation représente 63 % des tentatives de FIV réalisées en France (3).

Malgré une prise en charge en accord avec les recommandations de la littérature, les taux
d’échec restent élevés. En France, le taux de grossesse par ponction est de 23,4% en ICSI
alors que la plupart des pays affichent des chiffres proches ou supérieurs a 30% (4), ceci

pouvant s’expliquer par plusieurs éléments :

e des conditions de cultures embryonnaires sub optimales dans un grand nombre de

laboratoires d’ Assistance Médicale a la Procréation;

e la politique de transfert embryonnaire visant a limiter la survenue des grossesses

multiples ;
e des causes médicales li¢es aux antécédents des patients eux-mémes.

Parmi les causes de ces échecs on retrouve régulieérement l’immaturité des ovocytes

ponctionnés.
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2/ Présentation de la présente thése de médecine

Apres un rappel de la physiologie de 1’ovogenese et de la maturation ovocytaire, sera
exposée une étude rétrospective menée parmi la population de patientes prises en charge en
AMP au CHRU de Nancy entre janvier 2014 et décembre 2015. Elle évaluera 1’association
de plusieurs parametres cliniques et biologiques sur la maturité ovocytaire. Enfin, les premiers
résultats d’une étude prospective monocentrique pilote portant sur un double déclenchement

de I’ovulation seront joints en annexe.

11/ Physiologie de I’ovogenése et de la folliculogénése

L’ovogenése comprend la différenciation des cellules germinales souches en ovogonies suivie
de leur maturation en ovocytes. Lors de ce processus, I’ovocyte est dépendant des cellules qui
I’entourent avec lesquelles il forme une unité morphologique, fonctionnelle, évolutive appelée

follicule ovarien.

A/ Ovogenése :
Rappels embryologiques

L’embryogenese ovarienne fait intervenir deux lignées cellulaires d’origines embryologiques
différentes a partir de la quatriéeme semaine: la lignée germinale, constituée des cellules
germinales primordiales (CGP) qui évolueront en ovogonies puis en ovocytes, et la lignée

somatique qui donnera des cellules folliculaires.

Les CGP, devenues des ovogonies, sont environ 25000 a la sixiéme semaine de grossesse puis
un million au cours du troisiéme mois de grossesse. Ce sont des cellules arrondies avec un
gros noyau et un cytoplasme riche en mitochondries. Elles sont reliées par des ponts
cytoplasmiques permettant la synchronisation des mitoses. Vers la dixieéme semaine de
grossesse, les ovogonies deviennent des ovocytes apres leur entrée en prophase de la premicre
division méiotique. L’ovocyte est alors dit ovocyte primaire. Il présente un grand noyau
appelé vésicule germinative. A ce stade, I’ovocyte est totalement immature. On compte
environ sept millions d’ovogonies et d’ovocytes entre les cinquieme et septieme mois de

grossesse. Les ovocytes restent ensuite bloqués a ce stade de prophase 1.
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Controle de la méiose

Le controle de la méiose est effectué via des jonctions communicantes (appelées aussi

jonctions GAP) (5) entre les cellules de la corona radiata et I’ovocyte .

Le blocage en Prophase I est li¢ a plusieurs facteurs (figures 1 et 2):

-Une concentration ¢élevée en AMPc intra-ovocytaire. C’est ’ovocyte qui produit cet AMPc
qui est normalement clivé sous I’effet d’une phospho-diestérease spécifique de 1’ovocyte, la
PDE 3A (6,7). Cette enzyme est inhibée par le cGMP qui lui, est synthétisé par les cellules de

la corona radiata(8) ;

-Une transmission a travers la zone pellucide d’un facteur inhibiteur de la reprise de la méiose

appelé OMI synthétisé par les cellules de la granulosa(9) ;

-L’expression ovocytaire du GPR3 nécessaire au maintien de I'arrét de la méiose en prophase

de premicre division méiotique(10).

-L'expression ovocytaire de facteurs de croissance comme le GDF9 et la BMP15; BMP15 est
responsable de la prolifération des cellules de la granulosa indépendamment de la FSH, dont
elle diminue I’expression de son récepteur(11). GDF9 va réprimer l'expression du SCF, le
ligand du récepteur c-Kit (12). Le SCF, produit par les cellules de la granulosa, et son
récepteur c-Kit, présent a la surface des ovocytes et des cellules thécales, favorisent la survie
ovocytaire et folliculaire(13). L’invalidation du gene GDF9 -/- chez la souris conduit a un
blocage de la folliculogénese au stade de follicule primaire(14). La croissance de I’ovocyte
persiste mais la compétence méiotique est altérée. L’expression du ligand Kit est augmentée,
ce qui pourrait expliquer la croissance précoce de I’ovocyte et ses anomalies, potentiellement

a ’origine de I’ovocyte
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Figure 1: blocage de I’ovocyte en prophase 1 ; i/ est /ié a une concentration élevée en AMPc intra-
ovocytaire. C’est principalement I’ovocyte qui produit cet AMPc mais il est normalement clivé sous [’effet d 'une
phosphodiestérease, la PDE 34 spécifique de I’ovocyte. Cette enzyme est inhibée par le cGMP qui lui provient
des cellules de la corona radiata via des ponts inter-cytoplasmiques entre ces cellules et [’ovocyte. GPR3
maintient le blocage en prophase 1. OMI synthétisé par les cellules de la granulosa est un facteur inhibiteur de

la reprise de la méiose.

Oocyte -
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Figure 2(15) : communication bidirectionnelle entre les ovocytes et les cellules folliculaires.
GDF9 va réprimer l'expression du SCF, le ligand du récepteur c-Kit. Le SCF, produit par les cellules de la
granulosa, et son récepteur c-Kit, présent a la surface des ovocytes et des cellules thécales, favorisent la survie
ovocytaire et folliculaire. L interaction Kit-Kit ligand jour un réle dans ['initiation de la croissance folliculaire
du pool de follicules primordiaux, la prolifération des cellules de la granulosa et la formation de I’antrum.
BMP15 stimule l'expression Kit puis le systeme Kit-kit ligand réalise un rétrocontrole négatif sur BMP15.
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La qualité ovocytaire est liée a sa maturité (16); elle comporte deux aspects :la maturité

nucléaire et la maturité cytoplasmique.

La phase de maturation nucléaire plus facilement confirmée au microscope correspond a la

capacité de I’ovocyte a reprendre et finir la méiose.

La phase de maturation cytoplasmique dite compétence cytoplasmique, consiste en la
synthése d'un certain nombre de protéines et d'ARN indispensables au bon déroulement de la
fécondation et aux premiers stades du développement embryonnaire jusqu’a I’autonomie des
blastomeéres. Le niveau de maturité cytoplasmique peut difficilement étre évalué. Il peut étre
appréci¢ indirectement par I’étude des taux de fécondation, de clivage, d’implantation, et de
grossesse. L’importance du diamétre ovocytaire a aussi été montrée dans I’aptitude au

développement (17) : la compétence ovocytaire augmente avec la taille de I’ovocyte (18).

Les ovocytes sont les seules cellules de ’organisme capables d’effectuer la méiose pour

aboutir a des gameétes haploides fécondables, et d’¢laborer tout ce qui sera nécessaire pour

assurer, aprés fécondation, le développement précoce de I’embryon jusqu’au 2™ -3¢ jour
(figure 3).
. Early Late
1 cell 2 cell 4 cell 8 cell Compaction blastocyst blastocyst

Matemal transcript accumulation
Embryo genome transcription

Figure 3 (19): role de la maturation ovocytaire dans le développement embryonnaire.
Jusqu’au 2°™ -3°" jour aprés fécondation, les ovocytes élaborent tout ce qui sera nécessaire pour assurer le
deéveloppement précoce de I'embryon (la machinerie moléculaire, les protéines,..., une exception : le centre
organisateur du fuseau pour la premiere division mitotique de I’embryon est apporté par le spermatozoide)
Jjusqu’a ce qu’a ce le génome de ce dernier soit activé.

Ainsi, le dialogue qui s’établit entre 1’ovocyte et les cellules qui I’entourent joue un rdle
essentiel dans I’acquisition par I’ovocyte de sa compétence a la méiose. Le développement

ovocytaire est donc intimement li¢ au développement folliculaire.
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B/ Développement folliculaire (figure 4)

La folliculogénese désigne toutes les étapes de croissance et de maturation des follicules

ovariens. On distingue 4 étapes pendant lesquelles 1’ovocyte est toujours bloqué en Prophase

1:

L’initiation du follicule primordial quiescent formé par 1’association de 1’ovocyte
primaire en prophase et d’une couche concentrique de cellules folliculeuses jusqu’au stade

pré-antral (180 jours).

La croissance basale, marquée par le développement de I’antrum et la prolifération des
cellules de la granulosa (70 jours). Pendant cette croissance, 1’expression des connexines,
protéines constitutives des jonctions communicantes est augmentée, favorisant ainsi une

réponse optimale a GDF9.

La sélection, lors des cing premiers jours du cycle, caractérisée par 1’émergence du
follicule dominant, le plus sensible a la FSH, et I’acquisition de I’activité aromatase avec

passage d’un statut androgénique a un statut oestrogénique.

La maturation, d’une durée de huit jours, définie par 1’acquisition des récepteurs a la LH

par les cellules de la granulosa.

Figure 4 (20) :croissance folliculaire. A-follicule primordial, (diamétre de 50 um) formé de
I"association de I’ovocyte primaire en prophase et d’'une couche de cellules folliculeuses. B- follicule primaire,

son diameétre augmente (50 a 100 um) du fait de la croissance ovocytaire et de [’augmentation du nombre de

cellules folliculeuses. C-follicule secondaire (préantral), son diamétre passe de 100 a 200um. D- follicule
tertiaire (antral), mesurant de 200um a 12mm. E-follicule pré-ovulatoire ( de Graaf) d’environ 23mm juste
avant [’ovulation contenant une couche réguliere de cellules folliculeuses appelées corona radiata..
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La fin de la maturation folliculaire est poursuivie par un pic de LH. Ce dernier marque la

poursuite de la maturation ovocytaire, correspondant a 1’étape de 1’ovulation.

111/ L’OVULATION (figure 5)

Au moment du pic ovulatoire, les cellules du cumulus vont jouer un réle déterminant pour
permettre a ’ovocyte d’arriver en métaphase 1. En effet, elles sont les principales cibles des
hormones gonadotropes(21). L'ovocyte possédant peu ou pas de récepteurs a ces hormones,
I’action de ces derniéres va se faire principalement par l'intermédiaire du cumulus et de ses

jonctions communicantes avec 1’ovocyte.

La FSH joue alors un role majeur dans la prolifération des CG, la production d'estradiol,
l'expression du récepteur a la LH et 1'échappement a l'atrésie folliculaire. Les facteurs EGF-
like (EREG et AREQ), et les androgenes stimulent la prolifération des CG induite par la FSH.
La FSH induit l'activité¢ aromatase des CG faisant passer le follicule d'un statut androgénique
a un statut oestrogénique. Par conséquent, les taux d'estradiol augmentent. En fin de phase
folliculaire, 1'estradiol exerce un rétrocontrdle positif sur I'hypophyse, générant ainsi le pic de

LH a l'origine de 1'ovulation.

L’expression des récepteurs a la LH a la surface des cellules de la granulosa va permettre une
reprise de la méiose. Yang et al. (22) ont montré que leur niveau d'expression dans les cellules
du cumulus était en rapport avec la qualité de 1'ovocyte.

En se liant a son récepteur, la LH stimule la voie AMPc/PKA. L'AMPc active la PKA qui
déclenche une cascade de phosphorylations provoquant la mucification du cumulus et la
rupture des liens entre corona radiata et ovocyte. Le MPF est alors activé et la méiose reprend.
Les chromosomes se condensent et 1’activité transcriptionnelle diminue puis s’arréte
completement. Le fuseau de division méiotique se met en place et les chromosomes
s’organisent sur la plaque équatoriale métaphasique. L’ovocyte accomplit alors la premiere
division méiotique et entame sans réplication la deuxiéme division pour se bloquer en
métaphase II (MII). Un lot haploide de chromosomes est retenu dans 1’ovocyte qui conservera
tout le cytoplasme de la cellule mere, tandis que 1’autre est expulsé dans le premier globule

polaire (16).
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Figure 5: role de la LH dans la maturation ovocytaire: la LH stimule la voie AMPc/PKA. L'AMPc
active la PKA qui déclenche une cascade de phosphorylations provoquant la mucification du cumulus et la
rupture des liens entre corona radiata et ovocyte. Le MPF est alors activé et la méiose reprend. Les
chromosomes se condensent et [’activité transcriptionnelle diminue puis s’arréte completement. Le fuseau de
division méiotique se met en place et les chromosomes s organisent sur la plaque équatoriale métaphasique.
L’ovocyte accomplit alors la premiére division méiotique et entame sans réplication la deuxieme division pour
se bloquer en métaphase Il (MII).

L’ovocyte est en métaphase 2 mais ne terminera sa méiose qu’apres fécondation et expulsion

de son deuxiéme globule polaire (figure 6).

Figure 6 : maturation nucléaire de I’ovocyte (de 20um dans le follicule primordial a 110um dans le
follicule pré-ovulatoire);A : ovocyte en prophase I (vésicule germinative), B : ovocyte en métaphase I, C:
ovocyte en métaphase II, D: zygote (pronuclei apposés)

Ainsi, la reprise de méiose n'est pas due seulement a une levée d'inhibition mais aussi a
l'intervention de molécules inductrices (tableau 1).Tous ces éléments montrent que 1’ovocyte

crée un environnement favorable a sa propre maturation. Réciproquement, les cellules du
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cumulus vont jouer un réle pour que I’ovocyte arrive a bonne maturité au moment du pic

ovulatoire.

Tableau 1: dialogue cumulus-ovocyte: molécules ayant un role dans la maturation

ovocytaire
MOLECULES INHIBITRICES MOLECULES ACTIVATRICES

AMPc phosphodiesterase

PROVENANT DE L'OVOCYTE GPR3 MPF
GDF9
facteurs EGF like (EREG, AREG)

PROVENANT DU FOLLICULE cGMP FSH/LH

OoMI

ligand de GPR3

IV/ ATRESIE FOLLICULAIRE

D’environ 100 000 follicules vers la 15eme semaine de grossesse, la réserve ovarienne passe

a 680 000 follicules a la 34eme semaine. A la naissance, on compte entre 350000 et 920000

follicules. Puis, les follicules disparaissent soit par apoptose soit par entrée en croissance. Par

conséquent, la réserve s’épuise progressivement avec 1’age, selon une vitesse propre a chaque

femme. La perte folliculaire s’accélere apres 37 ans. Ainsi, la réserve comporte100000

follicules a 20 ans, moins de 10000 a 40ans, et quelques centaines seulement vers 50 ans, age

de survenue de la ménopause quand moins de 1000 follicules (figure 7).

10 000 000
—— 95° percentile
—F —— 50° percentile
/ e —— 5° percentile
1000 000 — e

100 000 |

10 000

Follicules de réserve

1 000

100r T T T T T T T T T T T 1
-10-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

ETe Age (en mois de la conception & la naissance,
‘ en années de la naissance a la ménopause)

Figure 7 (21): décroissance progressive des
follicules de réserve dans les ovaires. La réserve
ovarienne  formée dépend de variations
individuelles quantitatives : la quantité de follicules
formés entre la période embryonnaire et 18 a
22 semaines de développement conditionnerait
I'dge de la ménopause. Les femmes qui seront
ménopausées a un dge moyen de 49,6 ans auraient
environ 295 000 follicules de réserve par ovaire a la
naissance ; tandis que celles destinées a avoir une
ménopause précoce n'en auraient que 35 000 par
ovaire a la naissance. Pour les femmes qui
présenteront une ménopause tardive, cette réserve
s'éleverait a 2,5 millions de follicules
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On comprend que la fonction ovarienne d’une femme dépend a la fois du capital folliculaire

initialement formé, mais aussi de la cinétique de I’atrésie folliculaire.

I1 a ét¢ montré que la constitution de la réserve ovarienne est génétiquement déterminée et

dépend de nombreux genes situés a la fois sur le chromosome X et sur les autosomes.

L'¢tude génétique de familles de patientes atteintes d'insuffisance ovarienne prématurée
(IOP) et les études d'invalidation de genes chez la souris ont permis de mettre en évidence le
role fondamental de certains génes comme, de facon non exhaustive, GDF9, BMP15, le géne

de 'AMH et celui du récepteur a la FSH.

L’IOP peut étre la conséquence :

- d’un défaut initial de formation de follicules primordiaux par anomalie d’un des génes de
la cascade génétique du déterminisme gonadique (23),

- d’un blocage de la maturation folliculaire (14),

- soit d’une atrésie folliculaire accélérée, comme par exemple dans les anomalies de nombre
ou de structure du chromosome X. En effet, Le chromosome X comporte plusieurs
régions indispensables au développement et au maintien d'une réserve ovarienne normale.
Les patientes atteintes d'une monosomie X (syndrome de Turner) ou d'une délétion du
bras court du chromosome X souffrent d'une IOP causée par une atrésie folliculaire

accélérée (24).

Nous venons de voir que non seulement un véritable dialogue s'installe entre I'ovocyte et les
cellules qui I'entourent, mais aussi qu'il existe des boucles de régulation entre les deux parties.
En effet, I'ovocyte influence le devenir des cellules qui I'entourent qui, en retour, influencent
son propre développement. Tous les facteurs que nous avons examinés, qu'ils soient exprimés
par l'ovocyte ou les cellules du cumulus, pourraient avoir une implication au cours des cycles
de FIV. Les connaitre permet de mieux comprendre les échecs de FIV, notamment lorsque les

ovocytes ponctionnés sont non fécondables du fait de leur immaturité.
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IV/ ’IMMATURITE OVOCYTAIRE EN AMP

Définition

Durant un protocole d’AMP, la deuxiéme division méiotique intervient dans les 36 heures
aprés  l’injection de I’hormone chorionique gonadotrope (HCG). L’HCG induit la
lutéinisation des cellules de la granulosa grace a son effet LH-like (25). Les ovocytes sont
alors en métaphase 2.

Les protocoles de FIV ont pour but d’obtenir une quantité suffisamment importante
d’ovocytes matures (14), afin d’augmenter le nombre d’embryons et ainsi les chances de
grossesse (26).

Apres la ponction folliculaire, il n’est pas rare de retrouver des ovocytes immatures(27). 1l
s’agit d’ovocytes pour lesquels la deuxiéme division méiotique n’a pas eu lieu et qui restent

au stade de vésicule germinative ou au stade de métaphase I.

Entre 9% et 20% des ovocytes ponctionnés sont immatures (28)(29). Or une proportion
d’ovocytes immatures >25% induit une diminution du taux de réussite de FIV puisque tous

ces ovocytes ne sont pas fécondables (30).

Compte tenu de I’'impact sur le taux d’échec de I’AMP, il a été décidé de réaliser une étude
dans le centre d’AMP du CHU de Nancy afin de rechercher la présence de parameétres
prédictifs d’immaturité ovocytaire lors de FIV-ICSI en analysant, comparant et recoupant les

caractéristiques des patientes ayant > 25% d’ovocytes immatures a la ponction.
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FACTEURS DE RISQUES D’'IMMATURITE OVOCYTAIRE :
Etude rétrospective cas-témoins sur 205 patientes a la maternité de

Nancy (janvier 2014-décembre 2015)

INTRODUCTION

En France, I’infertilité représente un réel probléme de santé puisque on estime qu’un couple
sur 7 consulte pour des difficultés a concevoir un enfant. La fécondation in vitro avec et sans
micro-manipulation est un des traitements de I'infertilité. Cette technique d’assistance a la
procréation représente 63 % des tentatives de FIV réalisées (3). Les protocoles de FIV ont
pour but d’obtenir une quantité suffisamment importante d’ovocytes matures (14), afin
d’augmenter le nombre d’embryons et ainsi les chances de grossesse(26). Malgré une prise en
charge en accord avec les recommandations de la littérature, les taux d’échec restent élevés.
En France, le taux de grossesse par ponction est de 23,4% en ICSI (4). L’une des raisons

principales de ce taux relativement faible est la ponction d’ovocytes non fécondables.

En effet, aprés la ponction, il n’est pas rare de retrouver des ovocytes immatures(27). Les
ovocytes immatures sont les ovocytes pour lesquels la deuxieme division méiotique n’a pas
eu lieu et qui restent au stade de vésicule germinative ou au stade de métaphase 1.0n retrouve
dans la population de patientes prises en charge en FIV entre 9% et 20% des ovocytes
ponctionnés immatures (28)(29). Or, il est décrit qu'une proportion d’ovocytes immatures
>25% induit une diminution significative des chances de grossesse car ces ovocytes ne sont
pas fécondables (30). Ainsi, il ne faut pas uniquement se baser que sur le nombre d’ovocytes
recueillis mais aussi sur leur capacité¢ a étre fécondé, ce qui introduit la notion de qualité

ovocytaire.

L’objectif principal de cette étude était de déterminer les parametres prédictifs d’immaturité
ovocytaire lors de FIV-ICSI en analysant, comparant et recoupant les caractéristiques des
patientes ayant > 25% d’ovocytes immatures a la ponction afin d’optimiser la prise en charge
ultérieure des couples concernés. Ces parametres comportent différentes variables cliniques,

biologiques et thérapeutiques.

L’objectif secondaire était d’évaluer si le risque de réponse ovarienne faible défini par les
criteres de Bologne était prédictif d’une immaturité ovocytaire >25%.
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MATERIELS ET METHODES

Type d’étude :

Il s’agissait d’une étude rétrospective mono-centrique cas-témoins réalisée au CHU de Nancy
du 1% janvier 2014 au 31 décembre 2015. Les données des patientes et des cycles ont été
recueillies via les dossiers informatiques du logiciel Médifirst (version 1.3, Société

MEDIFIRST France).

Critéres d’inclusion :

-toutes les femmes ayant bénéfici¢é d’une FIV-ICSI au service d’Assistance Médicale a la
Procréation du CHU de Nancy entre le premier janvier 2014 et le 31 décembre 2015.
- caryotype normal

- stimulation par protocole antagoniste.
Deux groupes de patientes ont été constitués :

e un groupe «cas» constitu¢ de 104 patientes qui présentaient une immaturité

ovocytaire >25% et

e un groupe témoin constitu¢ de 101 patientes chez lesquelles le nombre d’ovocytes

immatures ponctionnés était < 25%.

Un sous-groupe de patientes a risque de faible réponse ovarienne était aussi identifié et
analysé. Ces dernieres répondaient a au moins 2 des 3 critéres de Bologne suivants :

1. Age > 40 ans ou tout autre risque de mauvaise réponse.

2. Antécédent de réponse insuffisante: < 3 follicules recueillis dans un protocole de
stimulation classique (> 150 UI par jour de FSH)

3. Réserve ovarienne diminuée: CFA< 5- 7 follicules et/ou AMH<O0,5- 1,1ng/mL
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Protocole de stimulation :

Toutes les patientes bénéficiaient d’une stimulation ovarienne par des doses initiales flexibles
de FSH recombinantes (Urofollitropine, follitropine alpha) comprises entre 150 et 400UI/j a

partir du premier jour du cycle.

La dose initiale était déterminée en fonction de la réserve ovarienne (CFA, bilan hormonal a
J2 ou J3, AMH) et de 'IMC. La dose était secondairement réajustée en fonction de la

croissance folliculaire, monitorée a 1’échographie endo-vaginale.

A J6 du cycle ou dés qu’un follicule mesurait 14 mm de grand axe ou/ et le taux d’cestradiol
atteignait la valeur de 200 pg/mL, I’antagoniste (ganirelix, Orgalutran® 0,25mg) était

introduit.

Le déclenchement était décidé lorsqu’il y avait >3 follicules de 16-17mm et était réalisé par

une ampoule d’HCG recombinante (choriogonadotrophine, Ovitrelle® 250mg).

La ponction ovocytaire avait lieu 36 heures plus tard sous anesthésie locale ou générale.

Parameétres étudiés :

Les informations recueillies pour chaque groupe comprenaient :

- Les caractéristiques du couple : infertilit¢ primaire ou secondaire du couple, le type de
FIV (avec gamétes du conjoint ou sperme de donneur), 1’étiologie de I’ infertilité.

-Les caractéristiques de la femme : age, IMC, tabagisme, la régularité des cycles, fonction
ovarienne (FSH et 17-beta-oestradiol (E2) en début de cycle, AMH, CFA), le taux de
prolactine.

-Les caractéristiques de la stimulation : la dose totale de FSH recue, la durée de la prise
d’antagonistes, le nombre de follicules >16mm le jour du déclenchement, les dosages
plasmatiques d’cestradiol et de progestérone.
-Le résultat dela ponction d’ovocytes: nombre d’ovocytes ponctionnés, nombre de

vésicules germinatives et nombre d’ovocytes en métaphase 1.
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Préparation des ovocytes et technique de fécondation in vitro :

Les ovocytes recueillis sont isolés des cellules du cumulus par dissociation enzymatique
(Hyaluronidase, JCD) et mécanique par aspiration refoulement avec un stripper. Ensuite,
I’observation au microscope permettait d’évaluer le stade de maturité ovocytaire. Seuls les
ovocytes en métaphase II étaient micro-injectés.

L’immaturité ovocytaire était définie par une proportion de vésicules germinatives et

d’ovocytes en métaphase 1 > 25% de la cohorte d’ovocytes ponctionnés.

Analyse statistique :

Une analyse descriptive avec comparaison des différents parameétres étudiés entre les deux
groupes a ¢té effectuce.

L’analyse descriptive a été réalisée par 1’estimation des moyennes et écarts-types pour les
variables quantitatives et en pourcentage pour les variables qualitatives.

La détermination des facteurs associés a la présence de >25% d’ovocytes immatures a été
obtenue par I’intermédiaire de régression logistique univariée puis multivariée.

La comparaison des variables qualitatives a été réalisée par le test du ¥2 ou le test exact de
Fisher lorsque les effectifs étaient inférieurs a 5. Les différences étaient considérées
significatives si p < 0,05. Les analyses statistiques ont été faites avec le logiciel SAS version

9.4. (Carry, NC, USA).
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RESULTATS

1/ Caractéristiques de la population étudiée.
- Clinique (tableau 2) :
Les 2 groupes étaient comparables pour 1’age (32 ans £ 5,3 dans le groupe <25% et 32,2ans +

4,9 dans le groupe >25%, p=0,74).

Le statut tabagique était similaire entre les 2 groupes avec 70% de patientes non tabagiques

(p=0,97).
La proportion de patientes ayant un SOPK était similaire entre les groupes (p =0,63).

En moyenne, I’'IMC n’était pas significativement différent (IMC= 24, p=0,23). Dans le
groupe <25% d’ovocytes immatures, 27 patientes (27%) avaient un IMC > 30 contre 41

(39,42%) dans le groupe ayant >25% ovocytes immatures (p=0,059).
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Tableau 2: caractéristiques cliniques et de la

pourcentage d’ovocytes immatures

tentative

d’AMP en

fonction du

Age au moment de la
stimulation (ans)

IMC

IMC>30

tabagisme actif
Indication
Femme
Homme
Inexpliquée
Durée du cycle
Régulier
Irrégulier

Court

Ovulation
Normale
Dysovulation
OPK
Type AMP
intraconjugual

don de sperme

<=25%

N=101 (49,3%)

N

101

100

27

31

41

53

71
19

11

68
22
10

96

%/moy +/- ET

32 +/-53

24 +/-2

27

31

40,6
52,5
6,9

70,3
18,8

10,9
68
22

10

95

>25%

N=104 (50,7%)

N

104

104

41

32

39

60

78
21

76
21

100

%/moy +/- ET

32,2+/-4)9

24 +/-7

39,42

30,8

37,5
57,7
4,8

75
20,2
48

73,1
20,2
6,7

96,2
3,8

0,74

0,23

0,059

0,97
0,67

0,26

0,63

0,69

Les données sont présentées sous la forme d’effectif (pourcentage) ou moyenne +/- écart type

- Réserve ovarienne (tableau 3) :

Le taux d’oestradiol a J2-J3 était comparable avec respectivement 41,4pg/ml + 17,5 dans le

groupe <25 et 42pg/ml £ 20,6 dans le groupe >25 (p = 0,3). Les taux d’AMH n’étaient pas

significativement différents : en moyenne de 3,3ng/ml + 2,8 chez les patientes ayant un fort

taux d’ovocytes immatures (>25%) et 3,6ng/ml + 2,8 chez celles ayant peu d’ovocytes

immatures (<25%) (p=0,49).

Le compte des follicules antraux était semblable dans les 2 groupes (p=0,3).
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Les patientes ayant un pourcentage d’ovocytes immatures >25% avaientun taux de

gonadotrophines basal plus faible:
- Untaux de FSH a J2-J3 plus bas : 6,2UI/L &+ -2,1 versus 7,2UI/L £ 2,2 (p=0,001).

- Un taux de LH plus bas : 5,3UI/L £+ 1,9 versus 6,1UI/L + 2,8 (p=0,01).

Distribution de FSH Distribution de LH
" P<0.001 P<0.01

850
o182

FSH (J2J4)
=
[+]
LH (J2J4)
=

<=25% =25%
petl2s

«= 258 225%
peti2s

Figure 8: Distribution des valeurs de FSH et LH dans les groupes <25% et >25%
d’immaturité ovocytaire. Les valeurs adoptent une distribution normale. Les moyennes +/-

écarts-types sont significativement différentes.
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Tableau 3 : Caractéristiques de la réserve ovarienne et du bilan hormonal entre les 2
groupes

<=25% >25%
N=101 (49,3%) N=104 (50,7%)
N %/moy +/- ET N %moy +/-ET P
CFA 79 16,2 9,5 83 15,5 8,4 0,64
PRL (ng/mL) 97 15,9 6,6 96 16,7 9,7 0,53
Testosterone (ng/mL) 75 0,4 0,5 71 0,4 0,2 0,46
AMH (ng/mL) 97 3 2,5 95 3,4 2,8 0,5
TSH (mUi/L) 89 1,5 0,6 89 1,4 0,6 0,2
FSH (J213) (UI/L) 101 7,2 2,2 99 6,2 2,1 0,001
E2 (J2J3) (pg/mL) 101 41,4 17,5 98 42 20,6 0,81
LH (J213) (UI/L) 98 6,1 2,8 9% 5,3 1,9 0,01
rapport FSH/LH <1 25 25,5 29 30,2 0,46

Les données sont présentées sous la forme d’effectif (pourcentage) ou moyenne +/- écart type

2/Caractéristiques de la stimulation (tableau 4) :

La quantité totale de gonadotrophines utilisée et la durée du traitement étaient semblables
dans les 2 groupes (respectivement p=0,29 et p=0,55). En moyenne, les patientes avaient regu
1929 unités + 688,5 de gonadotrophines (1878 unités £ 656 dans le groupe < 25% et 1979
unités £ 718 dans le groupe > 25%). La durée de la stimulation était respectivement de 11

jours = 3 etde 11 jours + 4.

Le nombre de prises d’antagonistes n’¢tait pas significativement différent (p=0,25) et était de
5,8 jours £ 2 dans le groupe < 25% et 6,2 jours = 3,2 dans le groupe > 25%. Le jour du
déclenchement, le taux d’cestradiol (1453pg/mL + 778 versus 1359 + 692,1), de LH (1,7UI/L
+ 1,8 versus 1,4UI/L + 1,4) et de progestérone (0,7ng/mL + 0,4 versus 0,6ng/mL + 0,4)
¢taient similaires entre les groupes (p>0,05). 1l y avait 7,8 + 3,4 follicules de taille>16mm

dans le groupe < 25% et 7 + 3,1 dans le groupe >25% d’ovocytes immatures (p=0,12).
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Tableau 4 : Caractéristiques de la FIV entre les 2 groupes

<25% >25%
n=101 (49,3%) n=104 (50,3%)
n % ou moyenne +/- ET n % ou moyenne +/-ET P
Dose totale de Gonadotrophines (Ul) 101 1.878 656 104 1.979 718 0,29
E:Lfs)du traitement par Gonadotrophines 101 1 3 104 11 4 0,55
Nombre de prise d'antagonistes 101 5,8 2 104 6,2 3,2 0,25
Progestérone au déclenchement (ng/mL) 90 0,7 0,4 101 0,6 0,4 0,89
LH au déclenchement (UI/L) 99 1,7 1,8 102 1,4 1,4 0,16
E2 au déclenchement (pg/mL) 100 1.453,0 778,1 102 1.359,2 692,1 0,36
Nombre de follicules supérieur a 16mm 101 7,8 3,4 104 7 3,1 0,12
Pourcentage d'ovocytes immatures 101 3,5 6,6 104 40,8 15,5 <0,0001
Pourcentage VG 101 1,2 3,6 104 14,7 18,1 <0,0001
Pourcentage ovocytes en métaphase 1 101 2,3 5,4 104 26,1 19,2 <0,0001

Les données sont présentées sous la forme d’effectif (pourcentage) ou moyenne +/- écart type

3/ étude d’une sous population de patientes a risque de réponse ovarienne faible (tableau

5)
Treize patientes ont été incluses.
Conformément aux critéres de Bologne, ces patientes:

o étaient plus agées au moment de la stimulation que les autres patientes (p<0,0001)

o des taux de CFA et AMH plus faibles (respectivement. p<0,0001 et p = 0,02)

Ces patientes a risque de réponse ovarienne faible avaient des cycles plus courts que les autres
patientes (p= 0,0001), un taux de FSH plus élevé (p<0,0001), une dose totale de
gonadotrophines plus élevée (p =0,001), un taux d’oestradiol au déclenchement plus faible (p =
0,0014) et un nombre de follicules supérieur a 16mm plus faible que les autres patientes

(p<0,0001).

Elles avaient un nombre d’ovocytes ponctionnés plus faible que les autres patientes,
respectivement 2,2 = 1,2 versus 6,5+ 3,8 (p<0,0001).
La cohorte ovocytaire recueillie ne présentait pas une proportion d’ovocytes immatures plus

importante que les autres (p=0,95): en moyenne 25,6 % =+ 38,3 d’ovocytes immatures contre
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25,2% + 24 dans la population générale. De plus, dans notre série, aucune vésicule germinative

n’a été observée au sein de ce sous-groupe (p = 0,04).

Tableau 5 : Caractéristiques de la FIV, de la maturité ovocytaire en fonction du risque de

faible réponse ovarienne.

Absence de risque Présence de risques
N=192 (93,7%) N=13 (6,3%)
N %/moy ET N %/moy ET P

Age238 ans 23 12 9 69,2 < 0,001

cycle court 11 5,7 5 38,5 0,0001
CFA <7 7 58 8 66,7 <0,001

AMH (ng/mL) 77 3,4 2,7 7 1 0,7 0,02
FSH (J213) (UI/L) 187 6,5 1,9 13 9,4 4,4 <0,0001
E2 (J23) (pg/mL) 186 41,1 18,2 13 51,2 27 0,06
Dose totale de Gonadotrophines (Ul) 192 1.889,4 667,6 13 2.519,2 750,6 0,0013
Durée du traitement par Gonadotrophines (jours) 192 11,3 >2 13 98 18 0,33
Nombre de prise d'antagonistes 192 6 2,7 13 5,5 2,2 0,54
Nombre d'ovocytes retenus 192 8,4 4,6 13 2,3 1 <0,0001
Pourcentage d’ovocytes immatures 192 25,2 24 13 25,6 38,3 0,95
Progestérone au déclenchement (pg/mL) 179 0,7 0,4 12 0,6 0,4 0,43
LH au déclenchement (Ul/mL) 188 1,5 1,6 13 2,1 2,2 0,21
E2 au déclenchement (Ul/mL) 189 1.448,7 728,2 13 779,5 548,7 0,0014
Nombre de follicules supérieur a 16mm 192 7,7 3,2 13 3,6 1,3 <0,0001
Pourcentage VG 192 8,6 15,1 13 0 0 0,04
Pourcentage de métaphase 1 192 13,9 17,2 13 21,8 32,2 0,13
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DISCUSSION

Maturité ovocytaire et Age des patientes

L’age n’a pas été retrouvé dans notre étude comme étant un facteur de risque d’immaturité
ovocytaire. La littérature va dans ce sens : dans I’étude comparative sur 195 patientes, Lee et al
(31) avaient émis I’hypothése que 1’age maternel croissant était un facteur de risque d’immaturité
du fait de D’altération de la réserve ovarienne mais leur étude n’avait pas confirmé cette
hypothese. Les patientes de moins de 35 ans n’avaient pas un taux moins important d’ovocytes
immatures a la ponction. Chez les femmes jeunes, bonnes répondeuses, la ponction de petits
follicules antraux pourrait expliquer I’obtention d’ovocytes a différents stades de maturation. Les
ovocytes immatures retrouvés chez les patientes plus dgées > 40ans, seraient secondaires a la
senescence ovarienne: les follicules seraient moins sensibles a la FSH entrainant une diminution
importante du nombre d’ovocytes matures. De plus, ces femmes ayant un statut ovarien
déficitaire présentent une élévation progressive de la FSH entrainant une croissance variable des
follicules antraux. L’inhomogénéité folliculaire serait ainsi liée a une exposition prématurée a la

FSH en fin de phase lutéale (32).

Immaturité ovocytaire et tabagisme actif

Le nombre de patientes tabagiques était comparable entre les deux groupes. Or, dans la
littérature, le tabagisme actif était retrouvé comme facteur de risque d’immaturité ce qui était
expliqué par Paltération du dialogue cumulus-ovocyte induit par les substances pro-oxydantes

du tabac.(27)

L’absence de différence dans notre étude pourrait s’expliquer par le faible nombre de

patientes tabagiques en raison d’une politique tres restrictive sur le tabac dans notre centre.

Immaturité ovocytaire et obésité

Bien que la corrélation statistique n’ait pu €tre significativement établie (p = 0,059), nous
retrouvons dans notre étude une tendance a produire plus d’ovocytes immatures chez les

patientes avec IMC > 30.
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Chez les patientes obeses, il a été rapporté dans la littérature une modification de la
composition du liquide folliculaire en phase pré-ovulatoire, avec €¢lévation des triglycérides,
des lactates et de la CRP contribuant a Iaugmentation du stress oxydant et aussi une
diminution de la SHB, permettant une ¢élévation de la testostérone libre a I’origine d’une
hyperandrogénie. L’aromatisation trop importante des androgénes en cestrogeénes entraine
alors une diminution du pic de LH, et donc une ovulation de moindre qualité. D’autre part, il a
¢été constaté une altération de 1’expression des génes SR-Blet CD36 dans les cellules de la
granulosa. Ces génes sont impliqués dans le transport du cholestérol et cette perturbation peut
modifier la stéroidogenese et la lutéinisation des cellules a 1’origine d’une dégradation de la
qualité ovocytaire (34,35). Cano et al. (36) ont également constaté que le pourcentage
d’ovocytes de bonne qualité était plus important dans les groupes ou les IMC étaient
normaux par rapport aux groupes d’IMC>25. L’insulino-résistance, fréquente chez les
patientes obeses ou présentant un SOPK induit une hyperglycémie. Cette derniére est associée
a une diminution de progression vers la métaphase II aprés induction de 1’ovulation. Ce retard
de reprise de la méiose induit par le glucose serait li¢ a une anomalie de communication entre
I’ovocyte et les cellules de la corona radiata(37). Le pic de LH est aussi altéré chez les
patientes obeéses car elles présentent une hyperleptinémie responsable d’un hypogonadisme
hypothalamique (38). Enfin, les patientes obeses présentent plus souvent un SOPK. Ces
dernicres sont a risque d’obtenir une forte proportion d’ovocytes immatures en développant
une cohorte folliculaire inhomogene. En effet, Bachelot et al. ont décrit que plus il y avait de

follicules, moins les follicules entraient en croissance harmonieusement(39).

Immaturité ovocytaire et réserve ovarienne

Seul le bilan hormonal de base a J2-J3 présentait des ¢léments significativement différents

entre les 2 groupes.

Les patientes ayant un taux d’ovocytes immatures augmenté avaient une FSH et une LH
basale plus basses. Cette donnée n’a pas été retrouvée dans la littérature. Peut-€tre une
particularité¢ du récepteur au GnRH des cellules hypophysaires devrait-elle étre recherchée ?
Un test au LH-RH pourrait éventuellement mettre en évidence une réponse particuliére au
GnRH, ce qui pourrait avoir des conséquences dans le mode d’utilisation des agonistes/

antagonistes du GnRH.
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Parmi toutes les causes ovocytaires d’échec de fécondation in vitro, il est fréquent d’effectuer
un amalgame entre anomalies quantitatives et qualitatives des ovocytes récupérés a la

ponction folliculaire et donc entre insuffisance ovarienne et immaturité ovocytaire.

Dans notre série, le nombre d’ovocytes ponctionnés chez les mauvaises répondeuses était
largement inférieur au nombre d’ovocytes ponctionnés chez les autres patientes (2 ovocytes
versus 8) ce qui illustre bien I’anomalie quantitative. En revanche, la maturité des ovocytes
ponctionnés était la méme dans les deux groupes (environ 20.5% d’immatures). Les ovocytes

¢taient certes moins nombreux chez les moins bonnes répondeuses, mais de qualité identique.

Une mauvaise réponse ovarienne et donc moins d’ovocytes a la ponction induit un nombre

faible d’ovocytes fécondables mais pas un taux plus €lévé d’ovocytes immatures.

Immaturité et protocole de stimulation pour la FIV

Toutes nos patientes ont bénéficié d’un protocole antagoniste. Les modalités de traitement

étaient semblables dans les 2 groupes.

Le protocole antagoniste débute en tout débutde phase folliculaire du cycle.
La stimulation ovarienne commence immédiatement. La désensibilisation de 1’hypophyse par
injection d’antagoniste du GnRh n’a lieu qu’a partir de J6. Par conséquent, I’élévation de la
FSH endogene lors de la période lutéale du cycle précédent n’est pas inhibée et entraine un

recrutement folliculaire inhomogene.

Un pré traitement a partir d’oestro-progestatifs ou d’cestrogénes peut étre proposé en amont
de la stimulation afin d’obtenir une meilleure synchronisation de la croissance folliculaire.
Toutefois, les données de la littérature n’ont pas permis de constater un meilleur rendement :
en 2012, Durnerin et al(40) ont comparé le nombre d’ovocytes retrouvés et le nombre
d’ovocytes en métaphase II chez 233 patientes ayant bénéficié d’un prétraitement versus 220
patientes sans ce traitement oestrogénique : les résultats étaient semblables. La prise d’un pré
traitement permettant une meilleure homogénéisation de la cohorte folliculaire ne permettrait

donc pas de diminuer la ponction d’ovocytes immatures.
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Dans notre centre, 325 patientes ont bénéficié d’une stimulation par protocole antagoniste sur
une durée de 2 ans; 32% présentait une immaturité ovocytaire > 25%. Dans ces derniéres, dix
pour cent d’entre elles ont obtenu une grossesse contre 35% chez les autres patientes. La
ponction d’ovocytes immatures constitue donc un réel facteur de risque d’échec de I’Aide

Médicale a la Procréation.

Ainsi, dans notre étude, aucune différence au niveau des critéres cliniques et biologiques
modifiables n’est ressortie entre les deux groupes. Il en est de méme du protocole de stimulation,
de la dose de FSH, des dosages hormonaux, de la durée de la stimulation et de la durée de prise
des antagonistes. Par conséquent, en amont du déclenchement, aucun acte thérapeutique ne

semble améliorer le rendement d’ovocytes matures.

PERSPECTIVES

Le double déclenchement de ’ovulation

Les modalités du déclenchement de 1’ovulation ont été revues, notamment le choix du
médicament a utiliser au moment du déclenchement de ’ovulation a été discuté. En effet,
I’immaturité ovocytaire repose sur une anomalie de la reprise de la méiose ; le signal recu par
I’ovocyte est insuffisamment efficace. Comment le renforcer ? Des études comparant le
déclenchement par HCG ou par agonistes du GnRH ont permis de constater qu’une induction de
I’ovulation par agonistes menait a plus d’ovocytes en métaphase 11 (+15%) (41). Ces phénomenes
peuvent étre expliqués par le fait que les agonistes favorisent en plus d’une libération de LH endogene

par I’hypophyse, la libération de FSH.

Toutefois, lorsque sont comparés les taux d’implantation embryonnaire en fonction du type de
déclenchement (par agonistes versus HCG), il a été constaté un taux d’implantation bas et un
nombre de fausses couches spontanées importants en cas de déclenchement par agoniste. Cette
complication serait secondaire a 1’altération des fonctions de la phase lutéale, notamment au

niveau endométrial(42).

Récemment, le concept de double déclenchement (dual trigger) associant un bolus

d’agoniste et un d’HCG a été analysé. Dans I’étude de Lin et al (43), étaient comparés deux
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groupes de patientes : des patientes ayant bénéficié d’un déclenchement par 6500 unités
d’HCG ( une ampoule d’Ovitrelle®) et celles ayant bénéfici¢ d’un double déclenchement (1
ampoule d’Ovitrelle® + 0,2mg d’agonistes de la GnRh (Decapeptyl®)). Apres double
déclenchement, il était retrouvé un taux d’ovocytes en métaphase Il significativement plus
¢levé (p<0,01). De plus, le taux d’implantation embryonnaire ¢&tait également

significativement plus ¢élevé dans le groupe ayant regu le double déclenchement.

Une étude prospective évaluant le bénéfice du double déclenchement est en cours dans
notre centre (début des inclusions en janvier 2016); sont incluses toutes les patientes ayant
présenté une immaturité ovocytaire > 25% lors d’une précédente FIV infructueuse avec
stimulation par protocole antagoniste et déclenchement par Ovitrelle®. Les résultats
préliminaires sur 10 patientes retrouvent aprés double déclenchement de I’ovulation, un
nombre d’ovocytes en métaphase 2 supérieur (p=0,05), et un taux de grossesse plus élevé
(60%) (p<0,01). Ces tendances semblent équivalentes a plusieurs études de la littérature mais
ne pourront étre confirmées qu’apres poursuite des inclusions et majoration de 1’effectif. Plus

de détails sur cette étude toujours en cours sont disponibles en annexe 1.

Ainsi, la reprise de la méiose serait dépendante du mode de déclenchement : 1’injection
concomitante de GnRH et d’HCG recombinante permettrait de prévenir les anomalies de
I’ovulation et de prévenir I’insuffisance lutéale engendrée par le déclenchement au GnRH

seul.

Récemment, Hass et al. (44) ont analysé I’expression des ARN messagers des cellules de la
granulosa chez les patientes suivies en AMP déclenchées par HCG seul et par 1’association
HCG-agonistes. Le but de cette étude était d’explorer les ARNm de génes liés au syndrome
d’hyperstimulation de 1’ovulation, de génes codant pour les protéines des jonctions GAP,
ainsi que des facteurs de croissances de la famille EGF. En effet, la littérature rapportait en
cas de déclenchement par agonistes, une modification d’expression des génes des VEGF et
PEDF, de certains geénes des récepteurs & FSH et LH, ainsi que certains geénes en rapport
direct avec les taux de FSH (épireguline, amphireguline et connexine 43). Dans cette étude,
I’expression de I’amphireguline et de [’épireguline était retrouvée significativement
augmentée dans la population bénéficiant d’un double déclenchement. Or, nous savons que
ces facteurs EGF like induisent une maturation méiotique de l’ovocyte identique a
I’exposition a la LH. Cette amplification des effets « LH-like » pourrait favoriser la maturité

ovocytaire.
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En outre, la quantit¢é d’ARN messagers exprimant la connexine, constituant principal des
jonctions GAP était plus faible chez les patientes bénéficiant d’un double déclenchement. On
peut faire I’hypothése que de ce fait, la diminution de I’expression de la connexine
entrainerait une rupture du dialogue cumulus-ovocyte par disparition des Jonctions Gap

permettant alors un arrét de transmission des molécules inhibitrices de la méiose.

-La Maturation In Vitro

Une nouvelle technique d'Assistance Médicale a la Procréation permettant d'obtenir, sans

stimulation, des ovocytes matures est a 1I’étude: la Maturation In Vitro (MIV).

La MIV des ovocytes humains a obtenu quelques succes en termes de grossesses et naissances
(45). En permettant d'utiliser des ovocytes immatures, la MIV pourrait présenter les

avantages suivants:

- éviter une hyperstimulation ovarienne aux patientes infertiles présentant un SOPK et une

hypersensibilité aux gonadotrophines (46);

- ouvrir la voie a la congélation de I'ovocyte immature évitant ainsi le probléme du dommage
du fuseau méiotique des ovocytes matures bloqués en métaphase 2, lors de la procédure de

conggélation ;

- améliorer 1'organisation des programmes de don d'ovocytes en évitant les traitements de

stimulation de l'ovulation pour les donneuses d'ovocytes.

- Enfin, elle constitue une option intéressante pour la préservation de la fertilit¢ féminine
avant traitement gonadotoxique. En effet, la possibilité de la pratiquer en urgence, quelle que
soit la phase du cycle en fait une technique de choix pour les femmes atteintes de pathologie

hormono-dépendante telle que le cancer du sein.

Cette technique semble promettre la possibilité d’utiliser une cohorte d’ovocytes immatures
ponctionnés mais son rendement est tres faible et elle reste encore expérimentale notamment
par manque d’évaluation des éventuelles anomalies épigénétiques qui pourraient affecter les

ovocytes maturés in vitro.
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CONCLUSION

Il n’a pas été retrouvé de facteurs prédictifs d’immaturité ovocytaire en dehors de taux basaux
de LH et FSH plus faibles dans la population de patientes présentant une forte immaturité
ovocytaire. Les patientes ayant un déficit quantitatif d’ovocytes a la ponction n’ont pas
nécessairement un déficit qualitatif de maturation ovocytaire. Dans cette étude, I’impact de
I’obésité sur la maturité ovocytaire n’a pas pu étre formellement établi mais une tendance

négative est observée devra étre confirmée par d’autres travaux sur de plus larges effectifs.

Les résultats trés préliminaires de I’étude prospective sur le double déclenchement de
I’ovulation sont encourageants: ce double déclenchement semblerait permettre d’augmenter le

nombre d’ovocytes matures ponctionnés et d’avoir de meilleurs résultats en FIV.
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ANNEXE 1

Etude prospective comparant double déclenchement — simple déclenchement

chez les patientes présentant une immaturité ovocytaire.

Il s’agit d’une étude comparative du mode de déclenchement de I’ovulation: double

déclenchement versus simple déclenchement.

Depuis janvier 2016, sont incluses toutes les patientes ayant présenté une immaturité
ovocytaire > 25% lors d’une précédente FIV infructueuse avec stimulation par protocole

antagoniste et déclenchement par Ovitrelle®. A ce jour, 10 patientes sur 105 ont été inclues.

Dans cette étude prospective, toutes les patientes bénéficient d’une stimulation ovarienne avec
des doses de FSH identiques a leur précédente FIV. Les modalités de déclenchement sont
similaires (=3 follicules matures de 16-17mm). Apres transfert d’embryon a J2 ou J3 de la
ponction d’ovocytes, la patiente bénéficie d’un traitement par progestérone (600mg/j) en

intra vaginale. Douze jours apres le transfert, est réalisé un dosage des bHCG.

Le tableau 5 résume les résultats préliminaires de cette étude sur 10 patientes qui retrouve un
nombre d’ovocytes ponctionnés semblable (p=0,8). Aprés double déclenchement de
I’ovulation, le nombre d’ovocytes en métaphase 2 est supérieur (p=0,05), de méme que le

taux de grossesse (p<0,01).

Tableau 5: Comparaison du déclenchement par HCG vs HCG-agonistes : résultats de la

tentative d’ ICSIL.

déclenchement par

HCG double déclenchement P

n=10 n=10

W EET W EET
nombre d'ovocytes ponctionnés 6,5+5,4 6,2+3,1 0,8
nombre d'ovocytes en métaphase 2 3,5%4,2 46+2,6 0,03
nombre d'embryons obtenus 1,5+0,8 2+0,7 0,05
nombre de grossesse 0 6 <0,01

pn moyenne, ET écart —types

Ces résultats sont en accord avec la littérature. Ils doivent étre confirmés sur un plus grand
effectif de patientes et I’étude gagnerait en puissance a étre poursuivie de fagon

multicentrique.
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Résumé :

Introduction : Les taux d’échec en FIV restent élevés, ceci pouvant s’expliquer par plusieurs
¢éléments dont la ponction d’ovocytes non fécondables. En effet, apres la ponction, il n’est pas rare de
retrouver des ovocytes immatures. L’objectif de cette étude était de déterminer les paramétres
prédictifs d’immaturité ovocytaire lors de FIV ICSI en examinant les caractéristiques des patientes
ayant > 25% d’ovocytes immatures a la ponction.

Matériels et méthodes : Il s’agissait d’une étude rétrospective monocentrique cas-témoins réalisée au
CHU de Nancy du 1¥ janvier 2014 au 31 décembre 2015. Les femmes ayant bénéficié d’au moins une
FIV-ICSI par protocole antagoniste au service d’Assistance Médicale a la Procréation du CHU de
Nancy entre janvier 2014 et décembre 2015 ont été incluses. Deux groupes de patientes ont été
constitués : un groupe « cas » constitué de 104 patientes qui présentaient une immaturité ovocytaire
>25% et un groupe témoin constitué de 105 patientes chez lesquelles le nombre d’ovocytes immatures
ponctionnés était < 25%.

Résultats : Les patientes ayant un pourcentage d’ovocytes immatures >25% avaient un taux de FSH a
J2-J3 plus bas, 6,2UI/L +/-2,1 versus 7,2UI/L +/- 2,2 (p=0,001) et un taux de LH plus bas, 5,3UI/L +/-
1,9 versus 6,1UI/L +/-2,8 (p=0,01). Les taux d’AMH n’étaient pas significativement différents : en
moyenne de 3,3ng/mL +/-2,8 chez les patientes ayant un fort taux d’ovocytes immatures (>25%) et
3,6ng/mL +/-2,8 chez celles ayant peu d’ovocytes immatures (<25%) (p=0,49). Le compte des
follicules antraux était comparable entre les 2 groupes (p=0,3). En moyenne, I'IMC n’était pas
significativement différent (IMC= 24, p=0,23). Dans le groupe <25% d’ovocytes immatures, 27%
avaient un IMC > 30 contre 39,42% dans le groupe ayant >25% ovocytes immatures (p=0,059). La
dose totale de gonadotrophines utilisées et la durée du traitement étaient comparables entre les groupes
(respectivement p=0,29 et p=0,55)..Le jour du déclenchement, le taux d’cestradiol, de LH et de
progestérone étaient similaires entre les groupes (p>0,05). Il y avait 7,8 +/- 3,4 follicules supérieurs a
16mm dans le groupes < 25% et 7 +/-3,1 dans le groupe >25% d’ovocytes immatures (p=0,12).

Conclusion: Il n’a pas été retrouvé de facteurs prédictifs d’immaturité ovocytaire en dehors de taux
basaux de LH et FSH plus faibles dans la population de patientes présentant une forte immaturité
ovocytaire. Les patientes ayant un déficit quantitatif d’ovocytes a la ponction n’ont pas nécessairement
un déficit qualitatif de maturation ovocytaire.

Titre en anglais : Risk factors of Oocyte immaturity in ovarian stimulation
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Mots clés : immaturité ovocytaire, stimulation, protocole antagoniste, réserve ovarienne
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