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Une These c’est I’accomplissement des études médicales, mais ¢’est aussi le moment de dire
tout fort, ce que 1I’on pense tout bas.
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frappées.

A Monsieur le Professeur Marquette,
Je vous remercie pour votre soutien pendant 1’externat et surtout pour le conseil que vous
m’avez donné (en parlant de la spécialité) « I’amour des 20 ans n’est pas I’amour d’une vie ».

J’ai trouvé I’amour & ce jour.

A Madame le Docteur ISNARD,
Vous m’avez transmis cette vocation de 1’Aide Médicale a la Procréation. Je n’oublierai
jamais I’émerveillement que j’ai ressenti en vous €coutant et en vous observant avec les
patients. L’excellence et I’empathie sont I’essence de notre métier de Médecin, et je peux dire

que vous incarnez pleinement ces qualités.
Aux différentes équipes que j’ai eu la chance d’intégrer pendant mon internat.
Je citerai principalement 1’équipe de sages-femmes et d’aide soignantes du CH de

Briey, je ne vous oublierai jamais, vous m’avez tellement bien accueillie que je ne voulais

plus vous quitter. Ne changez rien, votre humanité vaut de ’or.
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A toute I’équipe d’AMP de I’hépital Mercy, je vous suis ravie que vous m’ayez intégrée a
votre « famille ».
Mesdames les Docteurs SCHWEITZER et LESTRADE, je pense que je peux dire que vous
m’avez tout appris. Je vous serai éternellement redevable pour m’avoir transmis votre
curiosité, votre quéte de I’excellence et vos astuces, et comme vous dites Si bien, «si on ne
cherche pas, on ne trouve pas ! ». Vous formez bien un duo de choc !
A Monsieur le Docteur RAGAGE, vous étes mon pére spirituel. Je vous remercie de votre
patience et pour la joie et I’admiration que j’avais a partager avec vous les longs blocs
d’endométriose. Votre sens clinique et votre expérience sont des joyaux pour nous tous.
D’ailleurs nos « tea time » aprés la consultation du jeudi, a refaire le monde avec le Docteur
SCHWEITZER vont énormément me manquer !
Je n’oublie pas Dalila avec qui j’ai aussi beaucoup appris, c’est un Vveéritable plaisir de te voir
opeérer.

A toute I’équipe de secrétaires, Miriam, Cathy, Nadége et la nouvelle venue
prometteuse Claire. Je vous adore, le stage ne serait pas identique sans vous. Merci pour votre
sourire quotidien, c’est réel plaisir de vous voir tous les matins. Sans oublier 1’équipe de
biologistes et de techniciennes. Fatima, nos grandes discussions vont me manquer. Claudine,
grande par la taille et le ceeur. Jennifer, ton sourire matinal me manquera. Nadine et Elodie,

merci pour votre douceur et votre bienveillance.

A Madame et Monsieur les Docteurs SCHEFFLER, j’ai été ravie d’inaugurer avec
vous, le premier stage en libéral de Lorraine, vous €tes pour nous tous, un exemple d’intégrité

et d’excellence.

A Madame le Docteur PEPIN-MINQOT, votre énergie est communicative et vos

astuces toujours aussi utiles. C’était un plaisir de partager a vos cotés ces journées de travail.

A DI’équipe de Biologie de la Reproduction de Nancy, si j’ai par moment, une vision
un peu trop biologique, c’est par votre faute ! Je vous remercie de tout ce que vous m’avez

enseigné.

Sans oublier toute 1’équipe du service de Gynécologie-obstétrique et de ’AMP du CH4V,
principalement Madame le Docteur BELAISCH-ALLART et son équipe formidable. Bientot,

j’aurai la joie d’étre a vos cOtés.
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A ma famille, mon noyau dur, ma raison de vivre,

Tout d’abord, mes parents, Maman, Papa, je n’ai pas de mots pour vous exprimer toute mon
admiration et pas assez d’une vie pour vous rendre ce que vous m’avez offert : de I’amour, de
la stabilité et du soutien. Si je suis ce que je suis aujourd’hui, c’est grace a vous. Je vous
remercie de m’avoir poussée a accomplir mon réve. Visiblement j’étais destinée a Etre
médecin depuis I’enfance, puisque dés 1’dge de 2ans, je faisais mes propres ordonnances
« Marizi, vitoleh bokhor », traduisez : «si tu es malade, prends des vitamines ». Si passer
Médecine une fois est difficile, je pense que vous avez passé Médecine deux fois, puisque

vous avez donné la méme force a ma Sceur.

Ma Sceur, Nathalie, ou Nicky pour les intimes (ou tous les surnoms bizarres que tu as portés),
je pense que je ne pourrai pas vivre sans toi. Tu es a la fois ma confidente, ma conseillére (et
pas qu’en image), mais aussi ma coéquipiére, mon ame-sccur presque mon double. Je

t’aimerai toute ma vie et n’oublies pas « PIB ».

Mon frére, Aryo, mon essentiel, je te remercie aussi d’avoir été un soutien pour moi durant
ma vie et surtout dans ma vie d’externe. Quand je criais « la poooooorte », tu accourrais pour
fermer la porte de ma chambre ! On est le triangle, un triangle équilatéral. N’oublies jamais

gue notre amour et notre soutien sont éternels.

Votre soutien sans faille me porte vers 1’avant, vers 1’excellence et j’ose (y croire) grace a
vous. Vous étes tous indispensables & mon equilibre. Bref j’ai de la chance de vous avoir a
mes cotés, je me sens plus forte grace a vous.

Je vous aime !
Au reste de ma famille dispersée, aux quatre coins du monde, ¢a y est le jour a partir duquel

vous pouvez m’appeler « Khanoom Doctor » est arrivé. J’espére vous rendre fiere. Mention

spéciale a ma Tante que j’aime comme une mere.
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A mes amis, connus durant mes différentes vies :

Angélique, une amitié depuis le collége, ¢ca n’a pas de prix !

Lucile, ma Sis, je me souviendrai toujours ce que je me suis dit & notre premiére rencontre, je
savais que ¢a nous menerait a une amitié solide. On en a traversé des étapes ensemble. Mes
années d’externat n’auraient pas été les mémes sans toi. N’oublies pas Sis, what we want, we

will get it 111!

Chrystelle, ma petite, je suis contente que tu aies pris de mes nouvelles durant cette premiére
année de Médecine, sinon je serai passee a c6té une amie exceptionnelle. Nos différents fous

rires et anecdotes me donnent toujours autant le sourire ! Merci d’étre toi.

Alizée, ma Twinny, je crois que nous sommes nées dans la méme famille. Je t’aime comme

unc seeur.

Antonin, Bro, ton humour déplacé me manque depuis qu’on a quitté Nice.

Sophie et Julia, alias Soso et Juju, je crois que votre amitié est la meilleure chose qui me soit
arrivée lors de notre semestre en Endoc. A chaque fois que j’ai une petite question je pense a
VOus.

Sans oublié mon cher Thomas, ce semestre en endocrino a été génial, et t’y es pour quelque
chose. On se souvient tous de nos visites « sportives » et de mes créneaux au millimétre ! Tu

nous manques depuis que tu es a Marseille.

Caroline, ma Caro, nos « tea time » et nos fous rire m’ont comblée de joie a mon retour en
Lorraine. Bient6t a Paris pour un nouveau barbecue ?

Dr Monnin, Nico, tu es notre puit de savoir. Je te remercie de nous avoir tant appris et merci
aussi pour ta bonne humeur constante. Je pense que tu n’oublieras pas ton premier jour en tant
qu’Assistant, et « I’incident avec I’interne difficile ». Au fait, j’espére que Mister Happy va

bien...
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Aux deux Anais (avec et sans la particule), nos soirées retrouvailles sont un pur bonheur !

Olivia, je me souviendrai toute ma vie du jour de notre rencontre: mon premier jour
d’interne, a Briey. Merci d’avoir été mon soutien, ma confidente et ma complice dans tous ces

fous rires !

A Laureéne, super docteur, super co-interne et super maman. Ta bienveillance et ton
professionnalisme sont un exemple pour nous tous. Je te remercie encore de la confiance que
tu m’as accordée pour le suivi de Louise. Méme loin, n’oublies pas, tu pourras m’appeler

n’importe quand !

Négar, ma future co-assistante, ta joie, ton optimisme, et ta bienveillance me font du bien. De

travailler a tes cotés est pur un bonheur ! J’ai hate ! Ca sera surement le début d’autre chose.

A Biljana, alias notre Bibi (t’es une fille exceptionnelle) et Igor, on formait une super équipe
a St Cloud !

A toutes les GM (ma Juliette (ma co-interne), Chloé, Perle, Julien, Anissa, Louise, Asma
(merci pour ton soutien), Mathilde, Floriane, Pauline (super référente), Elena et Marine (et
bientdt Lauriane). Je suis contente de vous avoir connus et fiere d’avoir pu vous représenter
durant ces années. VVous avez devant vous une brillante carriere, ne doutez pas, foncez ! On

reste bien sdr en contact !
Le meilleur pour la fin, mon chéri, Alexandre, je te remercie pour ton soutien depuis notre

rencontre, ce qui me permet d’aller de ’avant. Nos voyages et nos moments passés ensemble

me remplissent chaque jour de bonheur. A tes c6tés je n’ai plus peur de 1’avenir.
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SERMENT

« Au moment d'étre admise a exercer la médecine, je promets ¢t je jure diétre
fidele aux lois de I'honneur et de la probité. Mon premier souci sera de rétablir,
de préserver ou de promouvoir la sante dans tous ses éléments, physiques et
mentaux, individuels et sociaux. Je respecterai toutes les personnes, leur
autonomic ¢t leur volonté, sans aucune discrimination selon leur état ou leurs
convictions. ['interviendrai pour les protéger si elles sont affaiblies, vulnérables
ou menacées dans leur intégrité’ ou leur dzgnité Meéme sous la contrainte, je ne
ferai pas usage de mes connaissances contre les lois de Ihumanite. J'informerai
les patients des decisions envisagées, de leurs raisons et de leurs conséquences. Je
ne tromperai jamais leur confiance et n'exploiterai pas le pouvoir hérité des
circonstances pour forcer les consciences. Je donnerai mes soins al ’indtgent et a
quiconque me les demandera. Je ne me laisserai pas influencer par la soif du
gain ou la recherche de la gloire.

Admise dans l'intimité des personnes, je tairai les secrets qui me sont confics.
Recue a lintérieur des maisons, je respecterai les secrets des foyers et ma
conduite ne servira pas a corrompre les maeurs. Je ferai tout pour soulager les
souffrances. Je ne prolongerai pas abusivement les agonies. Je ne provoquerai
Jamais la mort deliberement.

Je préserverai lindépendance nécessaire a l'accomplissement de ma mission. Je
n'entreprendrai rien qui dépasse mes compétences. Je les entretiendrai et les
perfectionnerai pour assurer au micux les services qui me seront demandes.

Japporterai mon aide a mes confréres ainsi qu'a leurs familles dans
ladversité.

Que les hommes et mes confréres m'accordent leur estime si je suis fidele a mes
promesses ; que je sois déshonorée et méprisée si j'y manque ».
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I. INTRODUCTION ET GENERALITES SUR LA FERTILITE
FEMININE

1) LA DIFFERENCIATION SEXUELLE FEMININE :

Le développement de 1’appareil urogénital (comprenant les reins, les gonades, la vessie et les
conduits urinaires et reproducteurs) chez les vertébrés commence peu apres la gastrulation,
par la différenciation du mésoderme intermédiaire. Cette structure va, dans un premier temps,
proliférer puis certaines cellules vont se différencier pour former les futures structures
reproductrices males et femelles *. La différenciation de la gonade est déterminée par le sexe
génétique, XY chez I’homme et XX chez la femme. C’est le géne SRY (Sex determining
Region on chromosome Y) porté par le chromosome Y qui est responsable de la
différenciation testiculaire. Par ailleurs, chez le feetus de sexe féminin, apres leur migration,
les cellules germinales primordiales (CGP) proliferent par mitose et se différencient en
ovogonies (Schéma n°1). 1l s’agit de la premiére étape morphologique de la différenciation
ovarienne 3*. Les follicules vont ensuite se former par regroupement de cellules somatiques
avec des ovocytes, au sein de structures épithéliales, appelées cordons ovariens. Au début de
la folliculogénése, ces cordons se fragmentent et chaque follicule primordial se constitue par
association d’un ovocyte I et d’une assise de cellules de la granulosa. La formation des
follicules primordiaux a lieu in utero chez la femme®. De 13 on peut dire que la
différenciation du tractus femelle est un événement passif. En ’absence de sécrétion d’AMH
par la gonade feetale, les canaux de Miiller sont maintenus et la dégénérescence des canaux de
Wolff débute. Les canaux de Muller vont constituer par la suite 1’utérus et la partie supérieure

du vagin (Schéma n°2).
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2) LAFERTILITE DE LA FEMME :

Chez la femme, la fonction reproductive nécessite :
- une production d'ovocytes matures et ovulées, quantitativement et qualitativement normale,
impliquant I'existence d'une réserve ovarienne correcte, d'une fonction hypothalamo-
hypophysaire intégre et d'une capacité ovulatoire (Schéma n°3).
- une fonction tubaire permettant le passage de l'ovocyte ovulé et sa rencontre avec les
spermatozoides.
- un col utérin perméable et sélectionnant les spermatozoides.
- un corps utérin et notamment un endometre en capacité d'accueillir une implantation

embryonnaire et une gestation menée a terme (Schéma n°4).

Les techniques d'aide médicale a la procréation (AMP) ont permis de s'affranchir petit a petit
de certaines altérations du potentiel reproductif féminin. C'est ainsi que la dilatation cervicale
et I'insémination intra-utérine (11U) ont permis de prendre en charge les infertilités d'origine
cervicales. De méme, la technique de fécondation in-vitro (FIV) a permis de s'affranchir de la
perméabilité tubaire en allant chercher les ovocytes maturés directement au niveau des ovaires
par une ponction transvaginale échoguidée aprés hyperstimulation ovarienne contrdlée, et
associée a une fécondation au laboratoire en technique classique ou avec micro-injection du

spermatozoide (ICSI).

Concernant la fonction hypothalamo-hypophysaire, celle-ci peut étre notamment altérée de
maniere pathologique par I'existence d'une processus extensif local (adénome,
craniopharyngiome...) ou d'une infiltration (histiocytose...), ou de maniére iatrogene, par
chirurgie mutilante ou radiothérapie. La possibilité de substituer les patientes en GnRH par
pompe recréant les pulses naturels lors des dysfonctions hypothalamiques, ou en
gonadotrophines associant FSH et LH lors des dysfonctions hypophysaires, permettent ainsi
de recréer artificiellement la commande centrale, et a rendu caduque toute indication de
préservation de la fertilité chez la femme dans cette situation.

Il n'en est pas de méme chez I'nomme chez qui I'on peut proposer une cryoconservation de
spermatozoides apres recueil de sperme, lorsque l'on peut prévoir une défaillance centrale,

notamment avant chirurgie ou radiothérapie hypophysaire. Ceci s'explique par le fait que la
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méthode de préservation chez I'nomme est extrémement plus facile que chez la femme, alors

que la stimulation de la gamétogénese est plus aisée chez la femme.

Concernant la fonction utérine et notamment endométriale, la préservation de la fertilité fait
appel a des méthodes préventives et conservatrices, dans le cadre de pathologies ou de
traitements touchant I'appareil reproducteur et l'utérus en particulier. C'est ainsi que dans les
pathologies bénignes de type endométriose, adénomyose, myome, le traitement médical
notamment progestatif et la chirurgie conservatrice doivent avoir une place privilégiée °. De la
méme maniére, dans les pathologies malignes, la question peut se poser. Ainsi, dans le cas
d'un adénocarcinome endométrioide de I'endométre de grade histopronostique 1 sans invasion
myométriale, un traitement conservateur peut étre proposé permettant a une grossesse de se
dérouler ”. Et ceci d'autant plus que les solutions thérapeutiques, en I'absence de la gestation
pour autrui (GPA), se réduisent a l'espoir du développement de la technique de greffe

d'utérus, encore de l'ordre de I'expérimental .

3) LA RESERVE OVARIENNE ET SES MARQUEURS :

Les ovaires renferment un pool de follicules primordiaux qui atteint son apogée au 5™ mois
de la vie embryonnaire avec 5 a 7 millions de follicules. Puis on observe une diminution
exponentielle au cours de la vie avec 1 a 2 millions de follicules a la naissance. Il n’en reste
que 400 000 a la puberté, 25 000 a 1’age de 37 ans, pour atteindre un stock inférieur a 1000 a
I’age de 50 ans, au moment de la ménopause (Schéma n°5). Ainsi 1’ovaire avant la
ménopause contient d’une part les follicules primordiaux qui constituent la réserve ovarienne
et d’autre part les follicules en maturation dont la destinée est 1’apoptose cellulaire.

Le vieillissement ovarien qui altere la folliculogénése et la stéroidogénése est un phénomeéne

inéluctable au cours de la vie de la femme, avec une baisse de la fertilité avec 1’age.

La connaissance de la réserve ovarienne avant traitement gonadotoxique est indispensable
afin d’évaluer la probabilité de grossesse spontanée apres traitement et de proposer, Si le
risque d’insuffisance ovarienne définitive est élevée, une préservation de la fertilité.

L’évaluation de la réserve ovarienne repose sur le dosage de I’hormone anti-Mullérienne

(AMH) et le Compte des follicules antraux (CFA).
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3.1. L’hormone anti-millérienne (AMH) :

Découverte en 1947, I’AMH est une glycoprotéine de la famille des TGF- B. Elle a pour réle
la répression des canaux de Muller (ébauche de 1’utérus, des trompes et 1/3 sup du vagin)
pendant la différenciation sexuelle méle. Elle est aussi sécrétée chez la femme, par les cellules
de la granulosa des follicules en croissance (<6mm), sa concentration plasmatique semble
également étre le reflet du stock de follicules primordiaux®**. Elle est considérée de nos jours
comme un des meilleurs marqueurs de la réserve ovarienne. Elle inhibe la production
d’aromatase par les cellules de la granulosa, réprime la transition du follicule primordial en
follicule primaire, module la réponse folliculaire a la FSH (Follicule antral) lors du
recrutement cyclique.

Dans le domaine de la fertilité, AMH est un des marqueurs les plus fiables dans le cadre de la

cryopréservation d’embryon.

En pratique AMH présente plusieurs avantages par rapport aux autres marqueurs ovariens :
- Taux plasmatiques constant au cours du cycle *?
- Moindre variabilité inter cyclique 3
- Marqueur physiologique de la décroissance folliculaire dés 1’age de 25ans **
- Marqueur indépendant de I’axe hypothalamo-hypophysaire *°

- Marqueur plus sensible et précoce d’une insuffisance ovarienne que la FSH 1

Par ailleurs, il existe une tres bonne corrélation entre les taux AMH et le CFA, autre marqueur

du statut folliculaire %7,

En accord avec d’autres auteurs, Bozza et al. ont montré que 1’utilisation de I’AMH comme
marqueur biologique prédictif de la fertilité en post-chimiothérapie reste a étre prouvé et
clarifié : bien qu’il constitue une information précieuse pour le clinicien, de nombreux points
d’interrogation subsistent. Des grossesses ont €té reportées avec pourtant des taux tres bas
voir indétectables d’AMH 8, et le retour de la production d’AMH post-chimiothérapie semble
étre influencé par d’autres facteurs, tels que notamment 1’index de masse corporelle et le

19,20 19,21

tabac. Egalement, dans leurs travaux Anderson et Partridge suggerent que le taux

d’AMH pourrait étre influencé par les traitements.
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3.2. Le Compte des follicules Antraux (CFA) :

On compte en échographie a J2-J4 du cycle le nombre de follicules < 9mm (Image n°1).

Une analyse rétrospective montre que I’AMH et le CFA ont une corrélation avec le nombre
d’ovocyte et le nombre d’ovocytes matures récupérés bien plus important que les parameétres
age, taux de la FSH et taux de I’inhibine B, chez des femme atteintes d’un cancer et traitées

en adjuvant %%, (Schéma n°6).

De fait, AMH et CFA représentent des parametres tres utiles, fiables et reproductibles, pour

conseiller les patientes atteintes d’un cancer qui souhaitent une préservation de la fertilité %%,

4) LA FECONDATION :

La fécondation est le stade de la reproduction sexuée et consiste en une fusion des gametes :
un gameéte male et un gameéte femelle en une cellule unique nommée zygote. Elle a été
observée et décrite pour la premiere fois par Gustave Adolphe Thuret en 1854 chez l'algue
brune Fucus. En 1876, Oscar Hertwig publie un article démontrant que la fécondation est

I'union du noyau d'un gameéte male avec un gameéte femelle. Il avait alors travaillé sur I'oursin.

La fécondation permet le passage de deux cellules haploides (les gameétes), en une
cellule diploide (le zygote). La fécondation humaine a lieu dans I'ampoule tubaire des trompes
de Fallope. Aprés migration et capacitation des spermatozoides, une série d’événements va

permettre la fusion des gametes :

Le spermatozoide doit d'abord atteindre la zone pellucide entourant I'ovocyte. Cette étape ne
nécessite pas l'action d'enzymes, le mouvement hyperactivé (acquis apres la capacitation) du

spermatozoide suffit.

La reconnaissance spécifique : le spermatozoide et 1’ovocyte se reconnaissent comme
appartenant a la méme espéce via la liaison d’un couple ligand — récepteur présents sur la
membrane des gameétes. Ce mécanisme de reconnaissance spécifique est surtout utile pour les

animaux a fécondation externe, comme certains poissons.

Chez I’espeéce humaine, les expériences ont montrés qu'une fécondation entre deux espeéces

différentes n'était pas possible, du fait de la spécificité de la partie glucidique glycoprotéine
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ZP3 (spécifique pour une espece donnée, la partie protéique étant tres conservee au cours de

I'évolution) intervenant dans le processus de fécondation.

Il se produit alors une réaction acrosomique, qui va «dissoudre » la zone pellucide et

permettre le passage du gaméte méle jusqu'a la membrane plasmique de I'ovocyte.

L’etape cruciale est la fusion du spermatozoide et de I’ovocyte : afin de garder une quantité
2n de matériel génétique chez le zygote, un seul spermatozoide doit féconder lI'ovocyte : c'est
la monospermie. Le spermatozoide en entier est intégré & l'ovocyte, flagelle compris. S'ensuit
la réaction corticale (exocytose des granules corticaux accumulés contre la membrane) qui
imperméabilise la zone pellucide : cela évite la polyspermie. Toutes les mitochondries du

spermatozoide sont détruites ainsi que les constituants du flagelle.

La reprise de la méiose pour I'ovocyte : celui-ci était bloqué en métaphase Il avant I'ovulation.
Il finit donc sa deuxiéme division de méiose et expulse son deuxiéme globule polaire. Une
fois cette étape terminée, on trouve dans Il'ovocyte deux noyaux, appelés pronuclei: le

pronucléus femelle et le pronucléus méle (Schéma 7).

L’amphimixie et déclenchement du développement embryonnaire : il s'agit de la fusion des
deux pronuclei (caryogamie). En réalité, les deux pronuclei ne se fusionnent pas a proprement
parler, comme on pourrait I'imaginer, mais le matériel génétique se rassemble sur la plaque
équatoriale au moment de l'anaphase de la toute premiére division cellulaire du nouveau

zygote (Schéma 8 et Image 2).
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Il. LE CANCER DU SEIN

1) EPIDEMIOLOGIE :

Le cancer du sein se situe au premier rang des cancers incidents chez la femme, nettement
devant les autres cancers. |l représente la premiére cause de déces chez les femmes de moins
de 30 ans, méme s’il a eu de nombreux progrés de prise en charge. En France, le cancer du
sein représente en 2017 : 58 968 nouveaux cas (Schéma n°9). L’age moyen au diagnostic en
2017 est de 63 ans. Dans plus de 8 cas sur 10, ce cancer touche des femmes agées de 50 ans et
plus. Mais il tue encore beaucoup avec 11 883 déces (soit 18,2% des déceés par cancer chez la

femme) par cancer du sein, avec un age moyen au deces en 2017 de 73 ans.

La survie nette (c'est-a-dire celle qu'on observerait si la seule cause de déces des personnes
atteintes de cancer était le cancer) en 2008 (diagnostics portés entre 1989 et 2004) : 87 % a 5

ans, 76% a 10 ans (selon I'INCa).

L’incidence chez la femme jeune est en constante augmentation : 10% des cancers du sein
concernent des femmes de moins de 40 ans, mais ce sont la plupart du temps des formes
agressives qui requiérent des traitements lourds pour lesquels I'impact sur la qualité de vie des

patientes et la fonction reproductive est non négligeable (Schéma n°9).

Le cancer du sein regroupe plusieurs entités :

- Les Adénocarcinomes in situ : Lorsque les cellules cancéreuses se trouvent uniguement a

I'intérieur des canaux ou des lobules, sans que la tumeur ait franchi la membrane basale qui

les entoure et donc sans qu'elle ait infiltré le tissu voisin, on parle de cancer ou carcinome in

situ.

o Le cancer canalaire in situ ou carcinome canalaire in situ (CCIS) est le plus fréquent : huit
a neuf cancers in situ sur dix sont des cancers canalaires in situ.

o La maladie de Paget est un adénocarcinome du sein ; c'est un cancer canalaire in situ de
haut grade. Elle prend naissance dans les canaux galactophores.

o Le cancer lobulaire in situ ou néoplasie lobulaire in situ ou carcinome lobulaire in situ
(CLIS) est plus rare. 1l représente 10 a 15% des cancers du sein in situ. Il est considéré
comme un facteur de risque de développer un cancer du sein et non comme un precurseur

direct de cancer.
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-Les Adénocarcinomes infiltrants : Lorsque les cellules cancéreuses ont infiltré le tissu qui
entoure les canaux et les lobules, on parle de cancer ou carcinome infiltrant.

Les cancers infiltrants sont le plus souvent des cancers canalaires. Le cancer lobulaire
infiltrant reste plus rare. Les cancers infiltrants peuvent se propager vers les ganglions ou vers
d'autres parties du corps : c’est le stade métastatique.

-Les autres formes rares représentent moins de 5% des cas (mucineux, papillaire, médullaire

et tubuleux).

2) LES FACTEURS HISTOPRONOSTIQUES DU CANCER DU SEIN :

Ils représentent les facteurs intervenant dans la cancérogénese et dans son développement plus

ou moins agressif.

= L'age % Le cancer du sein qui affecte les femmes jeunes tend & étre plus agressif, de
haut grade et plus avancé au moment du diagnostic, avec un risque accru de récidive.

= La taille de la tumeur . Le pronostic est meilleur lorsque la tumeur est de petite
taille.

= Le stade TNM %: il représente le stade évolutif de la tumeur, il en découle le

traitement, la survie et le pronostic de la tumeur.
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TNM  Stade Localisation

I is In situ

-

<2cm(a<0,5cm/b:0,5a1cm/c:1a2cm)
2-5cm

> 5cm

HOWN

extension direct

a : paroi thoracique sauf m.pectoral

b : peau = cedéme, peau d’orange, ulcération, nodules perméation
c:T4a + T4b

d : Tumeur inflammatoire

N 0 Pas d’envahissement ganglionnaire
1 ADP axillaires homolatérales mobiles

2 ADP axillaires homolatérales fixes
a : ADP axillaires homolatérales fixes
b : ADP mammaires internes homolatérales sans ADP axillaires cliniques

3 ADP mammaires internes ou sous-claviculaires + ADP axillaires ou sus-
claviculaires cliniques
a : ADP sous-claviculaires + axillaires homolatérales
b : ADP mammaires internes + axillaires homolatérales
c : ADP sus-claviculaires

M 0 Pas de métastase

1 Métastase (ADP sus-claviculaires incluses)

Le nombre de ganglions (N) touchés et l'index Ki-67 sont des facteurs pronostiques

indépendants pour la survie sans progression et la survie globale.

= La présence d’emboles vasculaires ou lymphatiques axillaires ou sus-
claviculaires. Si le cancer du sein s'est propagé aux ganglions lymphatiques, le risque
de récidive est plus grand que si le cancer ne s'y est pas propagé. Le pronostic
s’aggrave avec le nombre de ganglions atteints.

= Le type histologique de cancer. Certains types de cancers du sein infiltrants (comme
les carcinomes tubuleux, mucineux, médullaire et papillaire) risquent moins de se
propager aux ganglions lymphatiques ; ils engendrent alors un pronostic plus
favorable que le carcinome canalaire infiltrant.

= Le grade du cancer du sein.?® Le grade histopronostique d'Elston-Ellis est classé de |
a Il et repose principalement sur I'apparence des cellules cancéreuses (architecture
tumorale) et la vitesse a laquelle elles se développent (activité mitotique).

= L’antigéne Ki-67 %" : est un marqueur de prolifération (étude réalisée, & l'origine dans
la ville de Kiel (Ki) sur un clone de cellules 67). Cet antigéne est présent au niveau du

noyau des cellules prolifératives, en phase G1, S, G2 et M et absent des cellules
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quiescentes, GO. L’index de marquage par le Ki-67 représente le pourcentage de
noyaux colorés par I’anticorps Ki-67. Un index Ki-67 élevé indique que les cellules
cancéreuses se divisent rapidement. Une méta-analyse portant sur 12 155 patientes de
38 études a démontré qu'un Ki 67 élevé est associé a un risque de rechute éleve.
L'index Ki-67 est un facteur indépendant influencant la survie sans progression et la
survie globale. Il donne, ainsi, une information supplémentaire pour 1’évaluation du
risque. La pertinence d’un niveau du seuil a 20 %, le plus fréquemment utilisé, pour
séparer les tumeurs de bon ou mauvais pronostic.

= Le statut des récepteurs hormonaux (RH) %. Lorsque qu'une tumeur posséde des
récepteurs a l'cestrogene (RE) et a la progestérone (RP), on dit qu'elle est
hormonosensible ou RH positive. Les tumeurs RH+ sont souvent de bas grade, donc
moins agressives et moins susceptibles de se propager que les tumeurs dont les
récepteurs hormonaux sont négatifs (RH-). Ce statut des récepteurs hormonaux (RH+
ou RH-) est d'autant plus important qu'il conditionne a lui seul la possibilité de
proposer ou non une hormonothérapie a la patiente. C'est uniquement lorsque les
récepteurs sont présents (RH+) qu'une hormonothérapie qui vise a diminuer le risque
de récidive est proposée.

= Le statut du HER2 #: HER2 est un oncogeéne situé sur le bras long du chromosome
17 (17921). HER2 est une protéine de la surface des cellules, impliquée dans 20 % des
cancers du sein. La protéine HER2 joue un réle, entre autres, dans la croissance et la
migration des cellules. Le statut HER2 du tissu tumoral peut €tre analysé au moyen de
différents tests de laboratoire : par immunohistochimie (IHC), par hybridation in situ
en fluorescence (FISH) ou par hybridation in situ chromogénique (CISH). Un cancer
est HER2 positif lorsque le résultat du test IHC est de 3+ ou lorsque le résultat du test
FISH ou CISH est positiff comme mentionné dans le compte-rendu
d’anatomopathologie. Dans les autres cas, le statut HER2 est négatif. Avant
I’apparition des thérapies ciblant directement la protéine HER2, les cancers HER2
positifs étaient plus agressifs que les autres.

= Le Statut BRCA **: On retrouve I'anomalie chez 6 & 13% des femmes jeunes ayant
un cancer du sein. Les génes BRCA1 et BRCA2 sont des genes suppresseurs de
tumeurs.

-Le gene BRCA 1 est un grand gene situé sur le chromosome 17. Plus de 500 mutations ou
variations de séquence ont déja été décrites, et le plus souvent une mutation semble unique

pour chaque famille.
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Prés de 90% des familles atteintes d'un cancer du sein ou de l'ovaire de transmission
autosomique dominante présentent une anomalie chromosomique de cette région.

Pour les familles n'ayant que des cancers du sein, on retrouve I'anomalie dans environ 45%
des cas. Certaines familles, n'ayant que des cancers de I'ovaire, ont aussi une anomalie de
BRCAL.

L'anomalie génétique de BRCAL est transmise de fagon autosomique dominante mais avec
une pénétrance incompléte. Environ 50% des enfants portent ce trait. Les femmes porteuses
du trait ont un risque de développer un cancer du sein pendant leur vie dans 55 a 85% des cas
et un cancer de l'ovaire dans 15 a 45% des cas.

-Le géne BRCAZ2 isolé en 1995, est situé sur le chromosome 13 et n'a aucune homologie avec
le gene BRCAL. Plus de 100 mutations différentes ont été dénombrées avec peu de mutations
communes aux différentes familles. Le risque de cancer du sein chez les femmes porteuses
d'une anomalie de BRCAZ2 est d'environ 55 a 85% et de cancer ovarien de 10 a 20%.

A la différence de BRCAL, il semble exister chez les hommes un excés de cancers de la
prostate et peut-étre du larynx.

La caractérisation des anomalies protéiniques produites par les anomalies des génes n'est pas
toujours facile a démontrer. Certaines anomalies ont été surtout retrouvées chez les femmes

juives Ashkénazes.

3) L IMPACT DU CANCER DU SEIN SUR LA RESERVE OVARIENNE ET LA

FERTILITE :

3.1.Principes de prise en charge :

La prise en charge thérapeutique d’un cancer du sein chez la femme jeune est adaptée au
niveau du risque, défini par la classification TNM, par le type histologique de la tumeur et son
statut hormonal et celui de HER2. Elle est standardisee et correspond a des recommandations
a usage national ou international, dont les lignes directrices sont comparables. Elle repose
ainsi sur :

- la réalisation d'une chirurgie a type de mastectomie partielle si cela est possible, totale si la
Iésion est trop étendue ou agressive.

- la réalisation, quasi systématique, d’une radiothérapie du lit opératoire avec €¢ventuellement

des champs ganglionnaires.
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- la réalisation d’une chimiothérapie adjuvante est indiquée, notamment lorsque les examens
clinique et anatomopathologique laissent a penser que le risque de récidive est important. La
chimiothérapie a ici pour but de le réduire et d'améliorer les chances de gueérison. Elle peut
dans certains cas étre associée a une thérapie ciblée. Le traitement est débuté dans un court
délai apres la chirurgie.

- la mise en place d'une hormonothérapie si la tumeur est hormonodépendante. Elle sera
composée de Tamoxifene si la femme est jeune, et d’anti-aromatase si la femme est déja
ménopausee.

- enfin D’arsenal thérapeutique peut étre complété par les thérapies ciblées telles que

I’HERCEPTIN® utilisée dans les tumeurs HER2 +.

3.2.Impact des différents traitements :

Les traitements anticancéreux utilisés, en particulier les chimiothérapies contenant des agents
alkylants, induisent une gonadotoxicité avec comme corolaire une altération de la fonction de
reproduction. Or la possibilité de mener a bien un projet parental est un élément essentiel de
la qualité de vie a distance des traitements du cancer. Alors, I’infertilité résultant de ces
traitements peut étre responsable de difficultés psychosociales majeures.

La préservation de la Fertilité Féminine, domaine récent en plein essor doit étre inscrite dans
les soins de cancérologie de I’apres cancer.

Toute patiente jeune atteinte de cancer doit étre informée des effets des traitements sur sa
fertilité, sur le report éventuel d’un projet de grossesse, et sur les possibilités de prise en
charge en médecine de la reproduction.

Les protocoles de chimiothérapies, en particulier ceux contenant des agents alkylants, sont
particuliérement gonadotoxiques, détruisant des follicules & tout stade de développement 232,
Les mécanismes précis de cette atteinte ovarienne ne sont pas bien connus. Une augmentation
de ’apoptose semble étre le principal mécanisme *2***2, Mais des phénomeénes de fibrose
corticale et d’altérations vasculaires sont également décrits *°. Ces phénoménes pourraient
expliquer une atteinte folliculaire a plus long terme par la détérioration de la vascularisation
folliculaire.

L’altération de la fonction ovarienne peut étre permanente conduisant a 1’insuffisance
ovarienne prématurée et a I’ infertilité.

La persistance d’une aménorrhée au-deld de 24 mois apres la fin de la chimiothérapie signe

I’insuffisance ovarienne prématurée.
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At . - A . 33,34
Dans d’autre cas une récupération de la fonction ovarienne peut étre observée . On parle
d’aménorrhée transitoire. Mais une reprise des cycles n’est pas synonyme de fertilité.

Une étude récente 2%

a comparé un groupe de 71 femmes de 15-39 ans survivantes d’un
cancer avec un groupe controle de 67 femmes de méme age, en bonne santé :
e Les taux de FSH significativement plus hauts (11,2mUI/ml vs 7,5) et d’AMH plus bas
(0,81ng/ml vs 2, 85) chez les « cancer survivors »
e Chez celles avec FSH <10, I’AMH ¢était plus basse que dans le groupe contrdle.
Il est maintenant bien établi que le degré de toxicité ovarienne est fortement dépendant de

I’age de la patiente, du type de traitement et de la dose recue *.

Le risque d’insuffisance ovarienne précoce augmente avec 1’dge de la patiente dont le
contingent folliculaire est moins important que chez la jeune fille pré pubere. Le risque étant
plus élevé chez les patientes de 35 ans et plus **.

Selon 1’étude de Lobo en 2005, un traitement associant une chimiothérapie avec ou sans
irradiation a un effet plus néfaste apres 25ans, avec des chances de grossesse spontanée de 5%
contre 28% avant 1’dge de 20ans 3

Ainsi, une femme peut présenter une aménorrhée pendant le traitement, avec un retour des
regles ensuite, et avoir une grossesse mais par la suite développer une insuffisance ovarienne
précoce ou une ménopause précoce (entre 40 et 44 ans) *’. Inversement, des cycles irréguliers

ou une aménorrhée n’impliquent pas toujours une infertilité 3

- La Chimiothérapie :

La toxicité des traitements du cancer sur le fonctionnement de la gonade est clairement
identifiée a posteriori devant I’altération compléte de la gamétogenese, constatée aprés
traitement, avec absence totale de cellules germinales a I’histologie de la gonade.

Toutefois, recemment, Anderson et al. ont montré que le taux AMH avant chimiothérapie
pouvait étre prédictif de la reprise des cycles chez les jeunes femmes traitées pour cancer du
sein (cut-off=0,96ng/ml) *.

La toxicité gonadique des chimiothérapies serait presque toujours irréversible. Les
parametres pronostiques les plus importants de I’altération de la fonction ovarienne sont :

I’age de la patiente, la classe de chimiothérapie utilisée, et la dose cumulative. Chez la
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femme, les conséquences peuvent se manifester a distance avec I’apparition d’une
insuffisance ovarienne prématurée, bien avant 1’age habituel de la ménopause, et parfois
masquée par la persistance de cycles menstruels réguliers. Les différents traitements du
cancer sont pour la plupart d’entre cux potentiellement toxiques sur la fonction de
reproduction, qu’il s’agisse de la chimiothérapie, de la radiothérapie ou de la chirurgie, en

particulier celle de I’appareil reproducteur.

Chez les adolescentes traitées par chimiothérapie, le risque d’extinction ovarienne précoce est
majoré par quatre tandis qu’il est augmenté d’un facteur 27 chez des femmes agées de 21 et
25 ans. Plusieurs études ont montré que, chez des femmes de moins de 20 ans, le taux
d’aménorrhée apres chimiothérapie était de 1’ordre de 20 % a 50 %, et que ces femmes étaient
statistiquement plus a risque de ménopause précoce “°. Parmi toutes les femmes traitées pour
un cancer (tous age confondu), 17 % auront une extinction ovarienne précoce (souvent vers
26 ans) *! et 42 % 1’auront dans la troisiéme décennie, avec un risque global approximatif

d’extinction ovarienne précoce de I’ordre de 60 %.

Des grossesses spontanées ont pu se produire chez 28 % de jeunes femmes traitées pour
cancer, malgré I’altération documentée de leur fonction ovarienne . Chez les femmes de plus
de 25 ans traitées pour cancer, le taux d’aménorrhée peut atteindre 80 a 90 % ; et elles
subiront potentiellement une extinction ovarienne plus précoce et seules 5 % obtiendront une

grossesse spontanée.

Dans le cancer du sein, les multiples protocoles de poly-chimiothérapies rendent difficile
I’incrimination d’un médicament précis. Ces drogues peuvent altérer la maturation folliculaire

ou épuiser le pool de follicules primordiaux *.

De fagon générale, les cellules germinales sont extrémement sensibles, et on peut observer
une altération de leur maturation ou une déplétion, voire méme une disparition de ces cellules
qui peut étre definitive, si le stock de cellules souches est atteint. Dans 1I’emploi des
chimiothérapies, 1’effet dose, D’effet produit et les susceptibilités individuelles ont une
influence marquée. Classiquement, ce sont les agents alkylants qui, interagissant avec I’ADN
cellulaire, sont connus pour étre les plus agressifs sur le tissu gonadique. Un cancer du sein a
montré une toxicité gonadique des chimiothérapies par une diminution du taux d’AMH et du
nombre de follicules antraux. Il semble que 1’ajout des Taxanes aux Sels de platine aggrave

cette toxicité **
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Pour certains, une période de six mois aprés la fin de la chimiothérapie constitue le délai
minimum pendant lequel il faut s’abstenir de mettre en route une grossesse avec les
spermatozoides éjaculés *° mais pour d’autres, une période de contraception de couple de 1 a

2 ans est recommandée “°.

- La Radiothérapie :

Les effets dépendent du site d’irradiation, de la dose totale délivrée, de la dose par fraction et

de 1’age au moment du traitement *'.

Méme situé en dehors du champ d’irradiation, un organe sexuel peut recevoir une certaine
dose par rayonnement diffusé. Cette dose décroit avec la distance. L’irradiation ovarienne
entraine une déplétion du stock de follicules primordiaux contenant les ovocytes, générant
une insuffisance ovarienne prématurée et donc une réduction de la « fenétre » de fertilité. La
gravité des lésions dépend de la dose, du schéma de fractionnement et de 1’dge au moment de
I’irradiation. La radiothérapie abdominopelvienne et I’irradiation corporelle totale exposent
également les ovaires a ces effets toxiques. La gravité de la déplétion ovocytaire est
proportionnelle a la réserve d’ovocytes préexistante au traitement. Au niveau des doses,
Wallace a estimé que la dose nécessaire pour détruire 50 % des ovocytes existants est
inférieure a 2 Gy. Une dose de plus de 20 Gy délivrée directement au niveau des ovaires

entraine un déficit de la fonction ovarienne dans 70 % des cas.

L’irradiation a des effets mutagénes sur les cellules germinales et peut induire des anomalies

48,49

chromosomiques ainsi que des instabilités génomiques et des altérations de I’ADN

transmissibles a la descendance %52,

3.3.BRCA 1/2 : Géne impactant la réserve ovarienne :

Les genes BRCA 1 et BRCA 2, ont une place certaine dans les cancers des femmes jeunes
puisqu’ils sont responsables du couple cancer sein/ovaire. L’avancée du depistage et de ses
techniques, a permis de découvrir les tumeurs a un stade plus précoce et ce qui le rend donc

guérissable, rendant alors possible une grossesse suite a un cancer du sein.

Un lien entre mutation du géne BRCAL et ménopause plus précoce avait été suggéré dans une
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¢tude de cohorte polonaise, ou parmi les femmes atteintes de cancer du sein, I’age moyen de
survenue de la ménopause était significativement plus précoce chez les femmes mutées
BRCAL (45,3 ans), que chez les femmes non mutées (48,2 ans) (p < 0,05) .

Des résultats similaires ont été retrouvés dans une étude transversale, comparant 382 patientes
caucasiennes porteuses d’une mutation BRCA1/2 a 765 femmes caucasiennes de la
population générale >*. Aprés ajustement sur la parité, le tabagisme et la prise de
contraception orale, la ménopause (définie comme une aménorrhée d’au moins un an)
survenait significativement plus tot chez les femmes BRCA1/2. La derniére étude cas-témoins

sur le sujet, publiée en 2013, n’a pas retrouvé cette différence.

Dans 1’étude cas-témoins canadienne retrouvant une ménopause plus précoce chez les
femmes mutées BRCA1/2, la survenue plus précoce de la ménopause ne s’accompagnait pas

de troubles de la fertilité.

Une étude incluant 260 patientes juives ashkénazes ayant été traitées pour cancer de 1’ovaire
(dont 96 porteuses de mutation BRCA et 164 non porteuses), et 331 femmes juives
ashkénazes sans antécédent de cancer de 1’ovaire *°, il n’a pas été retrouvé de différence
significative en terme de fertilité et de nombre moyen de grossesses obtenues par femme en

comparant les femmes porteuses aux non porteuses.

Le lien entre la présence du géne BRCA et la diminution de la réserve ovarienne semble étre
controversé, puisque les différentes publications ne vont pas toutes dans le méme sens. En
effet, Giordano et son équipe semble avoir démontré que le taux d’AMH est dix fois plus

faible chez les patientes de plus de 35 ans porteuses du BRCA 1.

Enfin les derniéres publications ont suggére que les patientes BRCA1/2 auraient une réserve
ovarienne plus faible que la population générale, les exposant ainsi & un risque d’infertilité,

indépendamment de la survenue d’un cancer.

3.4.Reponse a la stimulation ovarienne dans le cadre du cancer du sein :

Les résultats de la stimulation en vue d’une préservation de la fertilit¢é semblent étre
identiques quel que soit la partie du cycle ot elle est débutée *°. De méme une récente étude
montre que les résultats de la stimulation, les doses administrées de FSH, ainsi que le total des

ovocytes matures étaient identiques que la patiente soit porteuse ou non d’un cancer du sein.
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Ce qui suggere que leur capacité de réponse aux gonadotrophines n’est pas altérée par le
cancer >’

Néanmoins d’autres études plus anciennes ne corroborent pas cette hypothése. En effet, de
nombreuses études montrent que, dans le cancer, notamment du sein, la réponse aux
stimulations reste correcte mais avec un nombre d’ovocytes matures moindre par rapport a
une patiente indemne, ce qui reste un probléme majeur dans 1’approche de « préservation de
la fertilité »*°.

La stimulation par Létrozole et Gonadotrophine semble avoir de meilleurs résultats, avec un

5960 ceci étant

plus grand nombre d’ovocytes matures, et des taux d’cestrogénes plus faibles
les deux principaux objectifs dans les protocoles de stimulation de la femme atteinte d’un
cancer hormono-dépendant. Dans ce sens, les équipes médicales tentent d’élaborer des
protocoles de stimulation plus adaptés a ces femmes. Malheureusement ces protocoles ne sont

pas encore autorisés en France, puisque le Létrozole n’a pas I’AMM dans ce cas.

3.5. Délais avant I’obtention d’une grossesse :

Aprés un cancer, pour la Femme en age de procréer, la grossesse semble étre la concrétisation
de sa rémission, voire méme de sa guérison. C’est pourquoi, il parait indispensable de
proposer systématiquement une préservation des gametes, bien que celle-ci, est dans certains
cas impossible.

Par ailleurs, la persistance des cycles et d’une bonne réserve ovarienne, ne sont souvent pas
garanties, et sont fonction de la dose regue et du type de chimiothérapie et du traitement par
Tamoxiféne.

Le delai entre le traitement du cancer du sein et la grossesse varie selon le stade du cancer et
selon les équipes .

De méme, chez les patientes ayant une grossesse aprés un cancer du sein, les données de la
littérature sont rassurantes et ne mettent pas en évidence de majoration du risque de déces ni

de récidive %%,
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I1l. LA PRESERVATION DE FERTILITE

La préservation de la fertilité consiste en la conservation dans le temps, du potentiel de
reproduction d'un individu, femme et homme, enfant et adulte. Cette préservation de la
fertilité peut étre d'indication médicale ou sociétale. Dans l'indication sociétale, la demande
est formulée par le patient alors qu'aucun peéril concernant sa propre fertilité n'est & craindre

dans le temps, en deca des limites physiologiques de la période reproductive °*.

1) LE CADRE LEGAL :

1.1. Le cadre législatif :

En France la Préservation de la Fertilité s’inscrit dans le cadre de la loi de bioéthique de 2004
et de I’Article L2141-11 du code de la santé publique modifié¢ par LOI n°2011-814 du 7 juillet
2011 - art. 32: « Toute personne dont la prise en charge médicale est susceptible d’altérer la
fertilité, ou dont la fertilité risque d’étre prématurément altérée, peut bénéficier du recueil et
de la conservation de ses gametes ou de ses tissus germinaux, en vue de la réalisation
ultérieure, a son bénéfice, d’une assistance médicale a la procréation, ou en vue de la
préservation et de la restauration de sa fertilité. Ce recueil et cette conservation sont
subordonnés au consentement de 1’intéressé et, le cas échéant, de celui de 1’un des titulaires
de l’autorité parentale, ou du tuteur, lorsque 1’intéressé, mineur ou majeur, fait ’objet d’une
mesure de tutelle. Les procédés biologiques utilisés pour la conservation des gamétes et des
tissus germinaux sont inclus dans la liste prévue a I’article L. 2141-1, selon les conditions

déterminées par cet article. »

Le I11-4.1. Information et consentement de I’annexe de I’arrété du 3 ao(t 2010 modifiant
Parrété du 11 avril 2008 relatif aux régles de bonnes pratiques cliniques et biologiques
d’assistance médicale a la procréation, prévoit les dispositions suivantes

« I11-4.1. Information et consentement : Toute personne devant subir un traitement présentant
un risque d’altération de sa fertilité a acces aux informations concernant les possibilités de
conservation de gameétes ou de tissu germinal. Lorsque la conservation est réalisée dans le
contexte d’une pathologie mettant en jeu le pronostic vital, le patient recoit une information

spéecifique et ciblee.
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Le patient, le titulaire de I’autorité parentale s’il s’agit d’un mineur ou le tuteur si la personne

est placée sous tutelle donne par écrit son consentement. »

1.2. Les Recommandations des Sociétés Savantes :

L’institut National du cancer (INCa) a inscrit en 2010, dans ses recommandations de prise en
charge que tout adolescent devant recevoir un traitement gonadotoxique doit étre informé des
risques des traitements et des possibilités de préservation de la fertilité.

Le Collége National des Gynécologues et Obstétriciens Francais (CNGOF) a précisé dans ses
recommandations de prise en charge de I’infertilit¢ de 2010 que toute femme de moins de 40
ans devant recevoir un traitement gonadotoxique doit étre informée des risques des

traitements et des possibilités de préservation de la fertilité.

1.3. Le Plan Cancer 2014-2019 :

Ce Plan cancer prévoit de systématiser 1’information des patients concernés, des la
consultation d’annonce de la proposition thérapeutique, sur les risques des traitements du
cancer pour leur fertilité ultérieure et sur les possibilités actuelles de préservation de la
fertilité, notamment chez les enfants et les adolescents.

Adaptée a la situation personnelle des patients, cette information doit étre réalisée y compris
lorsque le traitement de premiere intention n’apparait pas d’emblée comme stérilisant.
Lorsque le patient le souhaite, il devra étre adress€é a un spécialiste de la reproduction

compétent en préservation de la fertilité.

2) LES INDICATIONS :

Dans l'indication médicale, seule réglementaire en France, ce péril de la fertilité existe et peut
étre pointée. 1l peut s'agir de :
- la mise en place d'un traitement gonadotoxique, comme une chimiothérapie, ou altérant
I'appareil reproducteur, comme la radiothérapie pelvienne,
- I'existence d'une pathologie connue comme pouvant accélérer la baisse du potentiel

reproducteur de l'individu, comme le diabéte chez I'hnomme (par anéjaculation) ou
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I'existence d'une pré-mutation du géne FMR1 (par altération de la réserve ovarienne),
chez la femme ®

- le diagnostic d'une fonction reproductive altérée de maniére non physiologique
présentant un risque potentiel d'altération définitive précoce, et ce quelle qu'en soit la
cause, comme la cryptozoospermie chez I'nomme, ou l'insuffisance de réserve ovarienne
avant 40 ans chez la femme,

- le report du projet de grossesse dans le temps, faisant craindre une altération de la

fonction ovarienne chez la femme.

En conséquence, la préservation de la fertilité chez la femme concerne majoritairement la
conservation de la réserve ovarienne. Comme nous l'avons vu celle-ci peut étre altérée par des
traitements, par des pathologies, et de maniere physiologique par le temps. L'insuffisance
ovarienne prématurée (IOP) est ainsi definie par une altération irréversible de la fonction
ovarienne notamment exocrine avant 40 ans ®. Le pool folliculaire installée lors de la vie
feetale et contenant les ovocytes en cours de méiose, incapables de se diviser ultérieurement,
diminue avec le temps. A I'dge de 35 ans, le capital folliculaire n'est plus que le dixiéme de
I’initial. De plus, la qualité ovocytaire se dégrade fortement avec I'age. Ainsi, le pourcentage
d'ovocytes aneuploides augmente avec le temps ®"%. La préservation de la fertilité de la
femme s'attachera donc a conserver des ovocytes chez des patientes dont la qualité gamétique
et/ou la réserve folliculaire est menacée, d'autant plus que la seule alternative en cas
d'altération définitive sera le cas échéant le don d'ovocytes et la réalisation d'une FIV avec

tiers donneuse.

3) LES MODALITES :

Lors d'une préservation ovocytaire, plusieurs techniques peuvent étre mises en place, en

fonction de I'age de la patiente, du caractére d'urgence et du type de situation rencontrée.

La cryoconservation peut concerner la vitrification d'ovocytes matures prélevés par ponction
ovarienne apres hyperstimulation contrélée, la vitrification d'ovocytes matures in-vitro a partir
de vésicules germinatives, ou encore la congélation de fragments de cortex ovarien contenant
des follicules primordiaux, préparés a partir d'un ovaire prélevé chirurgicalement par

22

ccelioscopie ““. L'ensemble de ces méthodes permet a l'ovocyte d'étre a Il'abri de toute

altération, et de toute contrainte temporelle, laissant la possibilité de le reutiliser
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ultérieurement. Dans le cadre de la cryoconservation ovocytaire, du fait de I'amélioration des
techniques, notamment par l'utilisation de la vitrification, 10 ovocytes sont en moyenne
nécessaires pour l'obtention d'une grossesse menée & terme ®*’°. Concernant les fragments

ovariens, une quarantaine de grossesses est actuellement décrite dans le monde .

Ces techniques restent donc récentes et avec peu de recul. Cependant, la préservation de la
fertilité, longtemps cantonnée a I'homme, se développe trés vite chez la femme. Les
oncologues et les médecins de la reproduction se sont emparés de la question et les sociétés
savantes ont proposé des recommandations de bonnes pratiques guidant ainsi le praticien *".
Ainsi, lors d'un diagnostic de cancer, la patiente doit étre informée sur les risques du projet
thérapeutique concernant sa fertilité. Elle doit étre adressée le plus tét possible a un praticien
en médecine de la reproduction qui évaluera les risques des traitements sur la fertilité, et
notamment les éventuelles altérations de la qualité ovocytaire et de la réserve ovarienne ; en

vue du choix de l'indication et le cas échéant de la méthode de préservation de la fertilité "2,

La préservation de la fertilitté féminine connait en conséquence une croissance de ses
indications dans des situations de plus en plus variées. Toujours majoritairement pratiquée
avant chimiothérapie dans le cadre d'un cancer solide ou d'une hémopathie, de nouvelles
indications s'imposent peu a peu : avant traitement gonadotoxique dans le cadre de maladies
de systeme, en cas d'insuffisance de réserve ovarienne prématurée (IOP), méme sans étiologie
retrouvée, ou encore en cas d'lOP prévisible comme dans le syndrome de Turner ou la pré-
mutation du gene FMRL, et enfin en cas de report du projet de grossesse comme dans le

cancer du sein traité par hormonothérapie.
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IV. OBJECTIFS DE L’ETUDE

A I’époque ou I’age de la premiere grossesse recule, la fertilité, reste la grande problématique
des femmes jeunes de moins de 40ans, puisque la réserve ovarienne décroit a partir de 1’age
de 35ans.

L’impact réel du carcinome mammaire sur la réserve ovarienne avant tout traitement n’a pas
été encore réellement évalué. Il semble qu’il existe une influence de 1’état inflammatoire lié
au cancer sur la réserve ovarienne. Ce constat a pu étre fait, sans preuve, lors des procédures
de préservation de fertilité chez les patientes atteintes de cancer, et plus précisément atteintes

de cancer du sein.

En effet, on note en pratique, comme dans littérature, que la récolte ovocytaire n’est pas
pleinement satisfaisante en cas de cancer (comparativement aux patiente aux mémes
caractéristiques cliniques, échographiques et biologiques, mais indemnes). Il y a moins

d’ovocytes recueillis et également une moins bonne qualité intrinséque des ovocytes .

C’est pourquoi notre étude a pour objectif principal d’évaluer, si les facteurs
histopronostiques du cancer du sein, ont un impact sur la réserve ovarienne des patientes

agées de moins de 42 ans et atteintes de cancer du sein.

L’objectif secondaire était de voir si les marqueurs de la réserve ovarienne de référence

(AMH et CFA), étaient fiables en vue d’une préservation ovocytaire.
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V. ARTICLE

Cet article a été soumis au journal « Human Reproduction »

Anti mullerian hormone is correlated with HER?2

status In breast cancer

GHOMASHCHI Tania 2, AGOPIANTZ Mikael 2, SCHIAPPA Renaud ', WERYHA Georges
2 MARI Veronique !, VIOTTI Julien *, BEAUGRAND VAN- KLAVEREN Dominique *.

1.  Centre anti cancéreux Antoine Lacassagne (CAL) — service de Sénologie

2. Centre hospitaier et universitaire de Nancy (CHRUN) — service de préservation de fertilité et d’Aide médicale a la procréation

ABSTRACT

Introduction:

Breast cancer is common and aggressive cancer in young women. We have determined if and
to what extent ovarian reserve is negatively affected by degree of severity of breast cancer,
prior to any therapeutic intervention. We also tried to determine if ovarian reserve can be

assessed by the same markers than patients with procedure of in vitro fertilization.

Materials and Methods:

186 patients with a breast cancer diagnosed from 2 French cancer centers. Their ovarian
reserve was assessed by anti-mullerian hormone (AMH), antral follicles count (AFC), when

their cancer was diagnosed and before every treatment.

Results:

In univariate analysis, AFC and AMH did not differ significantly according to PR, ER, TNM
status (p = 0,699). AMH seems to be higher in the group with a HER2 positive breast cancer
(p = 0,052). In multivariate analysis, with AMH and AFC adjusted on age (cut-off at 35 years
old), in HER2 positive breast carcinomas, mean AMH was measured at 4,2ng/mL versus 2,63
ng/mL (p=0,014) if HER2 was negative.
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Discussion:

These results may be explained by multiple physiological and pathological molecular ways.
The activation of PI3K pathway, by HER2 heterodimerization in HER2 positive breast
cancer, induces also the activation of NF-kB and beta-catenin pathways, which are implicated
in cell division, inflammation, inhibition of apoptosis and metastasis. These pathways are also
promoted by AMH. That is why, AFC should be preferred in patients with breast carcinoma
because it is not impacted by cancer prognostic factors and it is better correlated with ovarian

reserve.

Introduction:

Breast cancer is one of the most common cancer in the world. In France, 22% of breast
cancers occur in young women (under 40 years old) and 12% are under 35 years old 2*"*.
Breast cancers in young women are more aggressive and have specific characteristics: 19% to
34% them are HER2 positive %°, and 17% are triple negative’ (versus 12% to 20% after 50
years old). These characteristics force the oncologist to use aggressive treatments (i.e :
chemotherapy) which have an impact on fertility?®. Despite aggressive tumors, survival is
improving, with 83% of patients alive at 5 years, allowing fertility preservation and quality of
life to be considered as soon as the diagnostic is made. Ovarian reserve is measured by
combination of hormone and ultrasound assessment, including anti mullerian hormone
(AMH) ®7"8_ AMH, a member of the transforming growth factor beta super family (TGF-p),
is produced by the granulosa cells of preantral and early antral ovarian follicles”®. AMH
seems to play a pivotal role in regards to follicle recruitment, by inhibiting the recruitment of
primordial follicles into the pool of growing follicles and also decreasing the responsiveness
of growing follicles to FSH . Recently AMH has been shown to be one of the most sensitive
markers of ovarian reserve **7""88.17 Indeed, ovarian reserve refers to quantity and, to some
authors, quality of follicles presents in ovaries at a given time®*%,

Because AMH remains relatively stable throughout the menstrual cycle, it may be a more
clinically useful biomarker of ovarian reserve than other more menstrual-phase dependent
measures of ovarian reserve (e.g. estradiol, FSH, and inhibin) in cancer patients®’. Ovarian
reserve is also assessed through ultra-sonography imaging by counting of antral follicles
count (AFC)™. AFC is usually defined as the number of follicles, < 10 mm in diameter
detected by ultrasound in the early follicular phase.?* In young women with cancer, having a

fertility preservation procedure, the oocyte retrieval is often less important as attempted,
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which suggests an impact on this function %, As more and more women with breast cancer
consider future fertility and pregnancy, so we have determined if and to what extent ovarian

reserve is dependent of severity of breast cancer, prior to any therapeutics.

Materials and Methods:

Patients

In this prospective, observational study, (ONCOFERT, CNIL registration number 1763401),
we enrolled 186 patients, diagnosed between October 2010 and May 2017 from two French
cancer centers: 146 patients came from Cancer Healthcare Institute Antoine Lacassagne
(CAL, center 01) in Nice and 40 patients from CHRU of Nancy (CHRUN, center 02) in
Nancy.

Characteristics of the patients included age, body mass index (BMI), AMH, AFC and
amenorrhea status, and also characteristics of the pathology included TNM stage, SBR grade,
estrogen and progesterone receptors expression, HER?2 status, Ki67 expression and lymphatic
and vascular invasion were summarized in Table 1. Women included in this study were under
42 years old at the diagnosis of their breast cancer. (Figure 1). According to status of this

study, no written consent was provided.
Ovarian reserve

Total antral follicle count (AFC) was the sum of antral follicles (2-9 mm) measured from both
ovaries. Ultrasound was performed by experienced physicians, only in these two centers. In
center 01, the sonography was performed always by the same gynecologist. AMH rate was
measured with an electro-chemiluminescence immunoassay (ECLIA) using Cobas kit (Roche

9,87

Diagnostics) We excluded three women because of their AMH’s aberrant rate

(>30ng/mL).
Statistical methods

Characteristics of the patients and pathologies were described as absolute frequency, relative
frequency for qualitative data and as median, extreme, mean, standard deviation for
guantitative data.

Comparison between the populations of the 2 centers was performed, for quantitative data,

thanks to t-test (or Man-Whitney test if application condition of t-test were not validated) and
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thanks to chi? test (or fisher if applications conditions of chi? test were not validated) for
qualitative data.
Univariate analysis included the comparison between AMH or CFA and patients or cancer
characteristics. These comparisons were performed thank to t-test or Man-Whitney test if
application condition of t-test were not validated. Multivariate analysis between AMH or
CFA and patients or cancer characteristics adjusted on age were performed thank to linear
regression.

All the analyses were performed on R 3.4.0, P-value <0.05, with bilateral hypothesis. Data
management was performed according to data management good clinical practice with Ennov

clinical® software.
Results:
Population

146 women came from Center 01 and 40 from Center 02. The two populations were
comparable. They were aged from 22 to 42 years old at time of breast cancer diagnosis. Mean
and median age was 34,4 vyears. Mean BMI was 22,7 kg.m® [15,43-36,83].
The two populations were comparable on each characteristic (Table 1). AMH values were
between 0,07 and 15 ng/mL, mean AMH was 3,49 ng/mL. Otherwise, AFC values were
between 0 and 28 follicles, and mean AFC was 10,4 follicles. AMH and AFC are related with
amenorrhea. Indeed, when the patient was in amenorrhea before any treatment, AMH was
significantly lower (1,48 (0,45 [0,1-7]) versus 3,29 (2,2 [0,17-14], p= 0,005). It was the same
for AFC (7,14 (3[0-20]) versus 13,1 (12 [0-28], p= 0,013).

AFC was significantly related with the age of the patient: mean AFC was significantly higher
when the patient is less than 35 years (p = 0,001). There was a positive correlation
between AMH and AFC (Spearman rho 0.57).

Characteristics of breast cancer

According to TNM staging (2010, 7" edition)®®, 50,7% of patients had a breast tumor
classified T1 (Tla = 4,7%, Tlb = 12,2% et Tlc= 32,4%). 41% of patients had a tumor
classified >T2 as defined in TNM staging. 61,7% of patients were NO. Otherwise 25% of
patients had a triple negative tumor. All patients underwent surgery (mastectomy or

conservative treatment like breast conserving surgery).
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One hundred forty nine of the 186 patients had a HER2 negative breast carcinoma and 37
were HER2 positive (19.8%) (Table 1).

Variation of ovarian reserve

In univariate analysis: tumor size has no impact on AMH (p = 0,601), and no impact on AFC
(p =0,182). AMH and AFC were not modified by node status (respectively, p = 0,546 and p =
0,295, Table 2).

Other breast cancer’s factors like estrogen receptors (ER), and progesterone receptors (PR)
did not appear to be associated with any ovarian reserve variation. In fact, if ER were
positive, mean AMH was 3,31 ng/mL versus 2,53 ng/mL if negative (p = 0.372). Mean AFC
was 12,95 follicles if ER were positive versus 12,69 if ER were negative (p = 0,853).
Furthermore, mean AMH was 2,82 ng/mL if PR were positive versus 3,37 ng/mL if negative
(p=0,348). AFC did not differ significantly according to PR status (p = 0,699).

And breast cancer’s factors like triple negative breast carcinoma, Ki67, SBR, or lymphatic

and vascular invasion did not appear to be related statistically with AMH or AFC (Table 3).

HER?2 status and ovarian reserve

Moreover, HER2 could be related with AMH. Indeed, AMH is quietly significantly higher in
the group with an overexpression of HER2 (4,2 ng/mL [0,17-13]), versus 2,63 ng/mL ([ 0,1-
12], p=0,052), when the tumor didn’t overexpress HER2 (Table 3). In contrary, AFC was not
significantly related with HER2 status (14,12 follicles if HER2 was positive versus 12,34 if it
was negative (p = 0,666).

In multivariate analysis, with AMH and AFC adjusted on age (cut-off at 35 years old), HER2
is the only breast cancer’s factor significantly associated with ovarian reserve, AMH was
significantly lower in patients with a positive HER2 status (p = 0,014, Figure 2). This was not
the case of AFC (p = 0,855).
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Discussion:
Population

In our study, we tried to find a correlation between ovarian reserve and clinical and
histological characteristics of breast cancer. Our population of 186 patients, was multi centric
and homogenous. Principal breast cancer’s characteristics were the same as general
population of women with breast cancer. AMH and AFC were correlated and decreased with
age. AMH is significantly linked with amenorrhea. Indeed, when women are in amenorrhea
before any treatment, AMH and AFC are significantly lower than with women without

amenorrhea (respectively p= 0,005 and p = 0,013) and has already been demonstrated
10,15,17,81,84,84,86

Ovarian reserve and breast cancer

In our study, we showed that principal breast cancer’s characteristics like TNM staging or
receptor’s status did not impact ovarian reserve. AMH and AFC were not significantly
impacted by breast cancer’s factors excepted HER2 status. Also, Hickey and al. showed that
AMH levels did not differ significantly by breast cancer status &

But in fertility preservation, patients with cancer exhibited a weaker response to controlled
ovarian stimulation (COH) before starting oncological treatment, especially those with

hormono-dependent tumors®:%°

. Rudolpho and al has shown that the oocyte yield was
significantly lower than in an age-matched group®®. Before that, some studies have shown a
weaker response in women with cancer, and especially in breast cancer "°*°!. Although the
patients with cancer required a significantly higher amount of gonadotropins during COH :
the subjects with cancer were still more likely to be poor responders®:. These findings support
of the hypothesis that patients with cancer may have decreased reproductive capacity
secondary to their disease. However, in patient with breast cancer, the percentage of mature
oocytes was significantly lower and the oocytes were also of poorer quality and had lower
fertilization rate?®,

Otherwise, hormonal climate is important for breast cancer evolution. In fact, breast cancer

cell proliferation is higher during the luteal phase %*%

that is why women with early menarche
had a higher risk to develop a breast cancer™. And thus women with ovulatory disorders will
have a reduced lifetime exposure to luteal phase hormones which may explain the observed

reduction in risk for breast cancer.
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AMH and HER2 status

AMH seems to be higher in HER2 positive breast carcinoma (p = 0,014). There was no
impact on AFC. HER2 positive breast carcinomas were considered like aggressive tumors
before using Trastuzumab (Herceptin®)®®, because of the high risk of mortality. These
results, with the higher AMH rate in women with HER2 positive breast carcinoma, may be
explained by multiple physiological pathways. Our study was quite adapted to understand the
exact link between AMH rate and HER2 status, because it could be a complex and indirect
relation. But this link may be explained by several cell mechanisms.

First of all, Segev and al. demonstrated the presence of the AMH type Il and type | receptors
in the breast tissue. These components suggest that these tissues have the molecular
machinery necessary to respond to AMH-induced signals, AMH inducing gene expression in
breast cell lines in vitro and in the mammary gland in vivo® . They also proposed that AMH
may be a regulator of intracellular signaling events. It was also demonstrated AMH type 1l
receptor expression, in normal breast, human breast fibroadenomas, ductal carcinomas, and

cancer cell lines '.

The effect of AMH was breast cell proliferation, and it is correlated with its ability to induce
the NF-xB family of transcription factors and to up-regulate IEX-1S 3135100999737.38.100
Expression of a dominant negative inhibitor of NF-kB (IxB -DN) in breast cancer cells
ablated AMH-mediated induction of IEX-1S, inhibition of growth, and induction of
apoptosis, indicating that activation of the NF-«xB pathway was required for these

processelel,1017103

In fact, in breast cancer, there is an heterodimerization of HER2 (Human Epidermal Growth
Factor Receptor-2) with HER1 or HER3, which induces a positive signal for PI3K
(Phosphatidylinositide 3-Kinase), Mitogen-activated protein kinases (MAPK) et RAS
pathways *°*. The activation of PI3K pathway induces also the activation of NF-kB pathway,
which is implicated in cell division, inhibition of apoptosis and metastasis *®>. AMH can have
an impact on these pathways by on one side, activating NF-xB pathway, and on the other side
inhibiting PTEN (Phosphatase and tensin homolog). In addition, over expression of HER2
induces expression of IL6 by over expression of NF-kB pathway, which contributes to
increase transcription of inflammation’s protein. This phenomenon promotes production of

PAI-1, which is an adverse prognostic factor of breast cancer 1°°'%’. Besides, TGF-f signaling
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leads to urokinase plasminogen activator (uUPA) and plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1)

102,108,109

activation and metastasis in human breast cancer . All of these pathways confirms

that TGF-p family and also AMH promotes an aggressive breast cancer, by helping body
invasion and cell proliferation %101,

HER2 overexpression will be also promote by other different ways. In fact, mutant PIK3
expression or PTEN loss, cause disrupted epithelial ~architecture, whereas HER2
overexpression drives strong proliferation cells. Then, overexpression of fatty acid synthase

gene in breast cells promotes HER2 and HER3 overexpression 104112,

Finally overexpression of HER2 may be induced by beta-catenin overexpression, which
promotes inflammatory environment **°. Also, there was in breast cancer, several
dynamical associations of HER2 and B-catenin and their changes in subcellular localizations
driven by stressful situations**, which had an impact on survival outcome of this cancer. This

pro inflammatory climate induces gene mutation and cancer progression.

Conclusion:

The study presents new data on AMH in young breast cancer patients prior to any
gonadotoxic treatment. AMH seems to be related with different cell’s pathways. In fertility
preservation procedure, AFC should be preferred in patients with breast carcinoma because it
is not impacted by cancer prognostic factors and it is better correlated with ovarian reserve.
Further investigations are necessary to prove a real link between HER2 and AMH. Maybe the
circulating AMH promotes HER2 positive breast cancer by different pathways especially by
NF-kB, beta-catenin and PI3K pathways.
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Tables:

Table 1: Characteristics of patients:

Center 01 (Nice) Center 02 (Nancy) p-value

Number (%) Number (%)

pT 0,052
T0 16 (10,8) 0 (0)
Tl 77 (53.3) 15 (37.5)
T2 44 (30) 22 (54.2)
T3 9 (5.8) 3(8.3)
pN 0,724
NO 92 (62.8) 23 (58.6)
N1 41 (28.1) 15 (37.9)
N2 11 (7.4) 2 (3.4)
N3 3(1.7) 0 (0)
pM 0,005
MO 144 (99) 34 (85)
M1 2(1) 6 (15)
SBR 0.141
1 14 (9.5) 0 (0)
2 53 (36.5) 12 (32.3)
3 79 (54) 28 (67.7)
Estrogen receptor 0.242
Negative 47 (32.1) 18 (45.2)
Positive 99 (67.9) 22 (54.8)
Progesterone receptor 0.096
Negative 54 (37) 22 (54.8)
Positive 92 (63) 18 (45.2)
HER2 0.701
Negative 116 (79.4) 33 (82.5)
Positive 30 (20.5) 7 (17.5)
Triple negative 0.109
Negative 33 (22.7) 16 (38.7)
Positive 113 (77.3) 24 (61.3)
ki67% 0.085
ki67<20 60 (40.9) 8 (20)
ki67>20 86 (59.1) 32(80)
Lymphatic or vascular invasion 1

Negative 90 (61.6) 24 (61)

Positive 56 (38.4) 16 (39)
Age <0.001
mean(SD) 35.1 (4.6) 31.8 (4.2)
BMI 0.173
median(IQR) 22 (19.8,23.7) 22.5(20.3,28.1)
AFC 0.837
mean(SD) 11.3 (6.7) 12 (4.9)
AMH 0.749
median(IQR) 2.1(1.4.5) 2.6 (1.6,3.4)
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Table 2: Univariate analysis according to TMN staging:

TNM Staging AMH (ng/mL) p values AFC p values
T 0,601 0,182
TO 2,89 (1,7 [0,38-14]) 11,71 (12 [8-18])

T1 3,47 (2,4 [0,1-13]) 12,33 (12 [0-22])

T2 2,71 (1,9 [0,17-9,5]) 12,92 (12 [0-28])

T3 2,9 (2,9 [0,4-5,6]) 20 (19 [13-24))

N 0,546 0,295
NO 2,86 (1,7 [0,1-12]) 12,3 (12 [0-24))

N+ 3,6 (2,5 [0,17-14]) 13,9 (14 [0-28))

M NS NS

MO 3,12 (2,2[0,1-14])  (tcosmallsample) 13 12 (12 [0-28]) (oo small sample)
M+ 1,65 (1,6 [0,4-2,91) 10 (10 [10])

7th edition of TNM staging of Breast cancer”.
AMH: Anti mullerian hormone
AFC: Antral follicle count
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Table 3: Univariate analysis according to tumor’s grading and amenorrhea status:

AMH (ng/mL) p value AFC p value
SBR Grade 0,91 0,809
grade 1 3,07 (1,8 [0,4-9,5]) 13,9 (12 [7-24))
grade 2 3,05 (2,2 [0,1-13]) 12,87 (13 [0-24])
grade 3 3,01 (2,2 [0,17-14]) 12,49 (12 [1-28])
Estrogen receptor
ER + 3,31(2,3[0,1-14]) 0,372 12,95 (12 [0-28]) 0,853
ER - 2,53 (1,8 [0,17-11]) 12,69 (12 [4-23])
Progesterone receptor
PR + 2,82 (2 [0,1-13]) 0,348 12,6 (12[0-28]) 0,699
PR - 3,37 (2,8 [0,17-14]) 13,12 (12 [2-23])
HER status
HER2 + 4,2 (310,17-13]) 0,052 14,12 (12 [0-22]) 0,666
HER?2 - 2,63 (1,9 [0,1-12]) 12,34 (15 [0-20])
TNBC 2,28(1,7[0,17-6,8]) 0,28 12,3 (12 [5-23]) 0,677
Non TNBC 3,34 (2,3[0,1-14]) 2,4 (0,65 [0-3,1])
Ki67 < 20% 3,13(2,1[0,1-13]) 0,655 13,09 (12 [0-24]) 0,837
Ki67>20% 3,27 (2,7 [0,17-14]) 12,77 (12 [0-28])
LVI + 2,79(2,2[0,17-7)) 0,682 12,15 (10 [0-28]) 0,381
LVI - 3,29 (2,3 [0,17-14]) 13,5 (13 [1-24])
Amenorrhea + 1,48 (0,45[0,1-7]) 0,005 7,14(3[0-20]) 0,013

Amenorrhea -

3,29( 2,2 [0,17-14])

13,1 (12 [0-28])

SBR grade®: Scaff - Bloom and Richardson grading, ER: Estrogen receptors, PR :

Progesterone receptors, HER2 +: overexpression of Human Epidermal Growth factor

receptor 2, HER2 -:

normal expression of Human Epidermal Growth factor receptor 2,

TNCB : Triple negative breast cancer, Ki67% : Ki-67 nuclear antigen, LVI : lymphatic and

vascular invasion.
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Center 01 :

Included in
ONCOFERT Database

Center 02 :

Figure 1 : Flow chart
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p= 0,014
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Figure 2 : Adjusted on age, AMH in HER2 positive or negative breast carcinoma
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VI. CONCLUSIONS

1) LES RESULTATS DE L’ETUDE :

1.1. Les résultats de 1’étude :

Notre cohorte comptait 186 patientes dont 146 patientes sont issues de la cohorte nicoise et 40
de celle de Nancy. Toutes les patientes étaient &gées de 22 a 42ans avec une moyenne et une
médiane d’4ge & 34,4 ans. L’IMC moyen est de 22,66 kg/m® (15,43-36,83 kg/m?).
Trois patientes ont été exclues car les valeurs de ’AMH semblaient étre aberrantes
(>30ng/mL).

Sur le plan des caractéristiques cliniques du cancer, la cohorte est semblable a celle de la

population générale malade :

- 50,7% des patientes ont des tumeurs classées T1 (Tla = 4,7%, Tlb = 12,2% et Tlc =
32,4%).

- 41% des patientes ont une tumeur classée >T2 selon la classification TNM.
- Concernant I’invasion lymphatique : 61,7% des patientes sont indemnes sur le plan
ganglionnaire (NO). Et 25% des patientes ont une tumeur triple négative.
- 128 patientes sur 186 ont une tumeur ne sur exprimant pas HER2 et 34 ont un statut HER2

positif.

En premier lieu, il a été effectué une analyse univariée, évaluant I’impact de chaque facteur
histopronostique (clinique ou anatomopathologique), sur les marqueurs de la réserve

ovarienne (RO). Il en ressort les résultats suivants (Tableaux 1 et 2):

- Sur le plan clinique : La taille de la tumeur n’a d’impact sur aucun des marqueurs de la
réserve ovarienne (p = 0,601 pour I’AMH et p = 0,182 pour le CFA). Il en est de méme pour
le statut ganglionnaire (p = 0,546 pour I’AMH et p= 0,295 pour le CFA). L’échantillon est

trop petit pour I’évaluer D’impact des métastases sur les marqueurs de la RO.

- Sur le plan anatomopathologique : les récepteurs a 1’cestrogéne (RE) et la progesterone
(RP) ne semblent pas avoir d’impact sur ’AMH (AMH = 3,31ng/mL si RE positifs versus
2,53ng/mL si négatifs (p = 0.372) ; et AMH = 2,82ng/mL si RP positifs versus 3,37ng/mL si
négatifs (p = 0,348)).
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- HER2 peut avoir un impact sur ’AMH. En effet, I’'impact sur ’AMH est tend vers la
significativité, et ’AMH semble plus élevée chez les patientes avec une tumeur HER2
positive : 4,2ng/mL (0,17-13) contre 2,63 ng/mL (0,1-12) (p = 0,052). Par ailleurs, il n’existe
pas d’impact de HER2 sur le CFA.

-Les autres facteurs histopronostiques, comme le grade SBR, le Ki67, et I’invasion vasculaire

ne semblent pas avoir d’impact sur I’AMH ou le CFA (aucun résultat n’est significatif).

L’analyse multivariée a permis 1’ajustement de ’AMH et du CFA selon 1’age de la patiente.
Le cut-off de I’age a 35ans a été choisi car il semblerait que la qualité et la quantité ovocytaire
commencent & décliner chez la femme & cet age **’. Ce déclin s’accentue encore d’avantage

vers 37ans (Schéma n°10).

Compte tenu de 1’age de la patiente, le statut HER2 positif est le seul facteur histopronostique
du cancer du sein qui est significativement li¢ a I’AMH (en tenant compte de 1’age) : I’AMH
est plus élevée chez les patientes avec une tumeur HER2+ (4,2ng/mL contre 2,63ng/mL (p =
0,014)), ce qui n’est pas le cas du CFA (p = 0,855).

1.2. Discussion des résultats :

Dans les tumeurs HER2 positives, I’AMH semble étre augmentée sans impact sur le CFA
(p=0,014). Ce résultat semble étre contraire aux attentes, puisqu’il a été démontré que plus un

cancer est agressif, plus la gamétogénése semble étre altérée #%°,

Néanmoins, notre étude ne semble pas étre la plus adaptée pour prouver un lien solide, car
celui peut étre complexe et surtout indirect. Toutefois, ces résultats peuvent étre expliqués par
des phénoménes moléculaires et par 1’implication des voies cellulaires physiologiques et

pathologiques liées au cancer.

D’une part, Segev avait prouvé que le tissu mammaire dispose de récepteurs a I’AMH (AMH-
RII), il en avait alors déduit que la cellule mammaire disposait bien de la machinerie cellulaire

adéquate pour répondre au stimuli déclenchés par la fixation de I’AMH a son récepteur 7,

Ensuite, il a démontré que AMH induisait I’apoptose des cellulaires cancéreuses dans le tissu

mammaire (et prostatique), en utilisant la voie cellulaire de NF-kB. Lorsque la voie canonique
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est active elle est impliquée dans la transcription des génes. L’AMH empéche cette voie en
favorisant la sécrétion de IEX-1S, facteur inhibiteur de la transcription et donc empéchant la

division cellulaire, et favorisant I’apoptose des cellules cancéreuses mammaires *¢°%8,

D’autre part, nous remarquons que 1’augmentation de I’AMH, en tenant compte de 1’age, est
significative seulement pour les tumeurs agressives tels que les tumeurs sur exprimant HER2

(et tend a la significativité pour les tumeurs triples négatives).

Ceci peut étre expliqué par la communication des voies cellulaires HER2 et PI3K. En effet,
dans le cancer du sein, HER2 active une cascade de signalisation s’il est sous forme
d’hétérodimere. L’homodimére HER2 n’a pas de ligand spécifique. L’hétérodimérisation de
HER2 avec HER1/3 engendre alors, la cascade de signalisation, en activant la voie cellulaire

des PI3K, MAPK et la voie RAS, permettant a la cellule cancéreuse de proliférer.

Cette cascade de signalisation engendre par ailleurs, la sur activation de la voie NF-xB 1%, ce
qui augmente encore le signal pour la division cellulaire, la résistance a I’apoptose, et la

progression métastatique (Schéma n°11) 10410512,

De plus, le blocage de la voie PTEN par I’AMH, contrebalance encore d’avantage 1’effet anti-
tumoral de ’AMH : PTEN étant I’inhibiteur de la voie des PI3K, son action n’est plus
possible a cause de I’augmentation du taux d’AMH, ce qui accentue ’effet pro tumoral de

NF-kB en cas d’hyper expression de HER2 #"11%120,

Par ailleurs, le climat inflammatoire secondaire au cancer, active aussi la voie de NF-«B.

Les interleukines 1, 2, et 6 (IL 1, 2, 6) sont celles qui font la promotion de la voie NF-«kB.
Cette derniére active a son tour des voies cellulaires spécifiques donnant le pouvoir
métastatique de la tumeur. De ce fait, le rapport uPA/PAI-1 augmente, ce qui témoigne de
I’activation des métalloprotéases (MMP 2-3-9) permettant la destruction de la matrice

extracellulaire, et donc la circulation des cellules malignes **%°

(schéma n°12).
Pour finir, la sur expression de HER2, dans le cancer du sein, entraine la sur activation de la
voie B-catenine /WNT, ce qui accentue le climat pro-inflammatoire, ainsi responsable de

mutations intra-tumorales, rendant la tumeur encore plus agressive et difficile & traiter **>*?,
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1.3. Les limites de I’étude :

Notre étude présente deux principales limites : la taille de I’échantillon étudié et I’absence de

preuve biologique de notre théorie de cette communication cellulaire.

Le nombre de patientes de notre cohorte est suffisant pour montrer un impact de HER2 sur la
réserve ovarienne. Cependant, pour que I’impact statistique soit plus grand, un échantillon

plus important serait bienvenu.
Par ailleurs, notre étude ne présente pas preuve moléculaire de I’interaction entre les

différentes voies cellulaires. Toutefois ce genre d’étude nécessite des financements

importants.

2) LES CONCLUSIONS DE L’ETUDE

Compte tenu de tous ces éléments, I’augmentation de I’AMH chez les patientes atteintes de
tumeurs HER2 positives, semble dans un premier temps participer a la voie anti tumorale. La
machinerie cellulaire, sera probablement recrutée par les cellules cancéreuses une fois que

celles-ci aura acquis trop de mutations pour rentrer en apoptose.

Devant ces résultats, nous pouvons admettre que I’AMH peut étre artificiellement majorée par
le phénomene cancéreux, et donc ne plus étre le reflet exact de la réserve ovarienne, chez les

patientes atteintes de cancer du sein surexprimant HER2.

Ces ¢léments mettent donc en péril une évaluation fiable de la RO en vue d’une préservation
de fertilité par recolte ovocytaire. Compte tenu des enjeux importants, cette approximation
n’est pas acceptable, il sera donc préférable d’évaluer la RO en se fiant plutot a la valeur du

CFA afin de mieux choisir la dose initiale de gonadotrophine.
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Vil. OUVERTURE

Le cancer du sein est une pathologie relativement fréquente chez les femmes en age de
procréer (10% des cancers du sein). Le taux de survie a 5 ans est excellent, et les
thérapeutiques de premiers recours mises en ceuvre dans le cadre du projet de soin ne sont pas
sans conséquence sur la fertilité de la femme.

Comme nous l'avons vu, aucune donnée spécifique n’existe encore sur la réserve ovarienne,
(mesurée par I'AMH sérique et le CFA échographique), et ses variations en fonction du stade
du cancer, chez ces patientes. Enfin, compte tenu des données décrites dans notre étude, et du
champ d’interrogation qu’elle ouvre, il serait intéressant d’étudier de plus pres la machinerie
de la cellule cancéreuse. En effet Segev avait décrit des récepteurs de I’AMH au sein des
cellules cancéreuses mammaires, mais la communication entre ces derniéres et ’AMH n’a
pas €té encore établie. C’est pourquoi, il serait intéressant d’étudier ces voies de
communication cellulaires, afin de mieux comprendre le fonctionnement de cellules malignes,

ce qui permettrait éventuellement d’ouvrir le champ de nouvelles thérapeutiques.
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Evolution de I'incidence et de la mortalité par cancer du sein
de 1980 a 2012 en France métropolitaine
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Figure 11 : Evolution de I’incidence du cancer du sein
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Tableau | : Univariate analysis according to TMN staging

TNM Staging AMH (ng/mL) p values AFC p values
T 0,601 0,182
TO 2,89 (1,7 [0,38-14]) 11,71 (12 [8-18])

T1 3,47 (2,4 [0,1-13]) 12,33 (12 [0-22])

T2 2,71 (1,9 [0,17-9,5]) 12,92 (12 [0-28])

T3 2,9 (2,9 [0,4-5,6]) 20 (19 [13-24))

N 0,546 0,295
NO 2,86 (1,7 [0,1-12]) 12,3 (12 [0-24))

N+ 3,6 (2,5 [0,17-14]) 13,9 (14 [0-28))

M NS NS

MO 3,12 (2,2[0,1-14])  (tcosmallsample) 13 12 (12 [0-28]) (oo small sample)
M+ 1,65 (1,6 [0,4-2,91) 10 (10 [10])

7th edition of TNM staging of Breast cancer®.
AMH: Anti mullerian hormone
AFC: Antral follicle count



Tableau Il : Univariate analysis according to tumor’s grading and amenorrhea status

AMH (ng/mL) p value AFC p value
SBR Grade 0,91 0,809
grade 1 3,07 (1,8 [0,4-9,5]) 13,9 (12 [7-24))
grade 2 3,05 (2,2 [0,1-13]) 12,87 (13 [0-24])
grade 3 3,01 (2,2 [0,17-14]) 12,49 (12 [1-28])
Estrogen receptor
ER + 3,31(2,3[0,1-14]) 0,372 12,95 (12 [0-28]) 0,853
ER - 2,53 (1,8[0,17-11]) 12,69 (12 [4-23])
Progesterone receptor
PR + 2,82 (2[0,1-13]) 0,348 12,6 (12[0-28]) 0,699
PR - 3,37 (2,8 [0,17-14]) 13,12 (12 [2-23])
HER status
HER2 + 4,2 (30,17-13)) 0,052 14,12 (12 [0-22]) 0,666
HER2 - 2,63 (1,9 [0,1-12]) 12,34 (15 [0-20])
TNBC 2,28 (1,7[0,17-6,8]) 028 12,3 (12[5-23]) 0,677
Non TNBC 3,34 (2,3[0,1-14]) 2,4 (0,65 [0-3,1])
Ki67 < 20% 3,13(2,1[0,1-13]) 0,655 13,09 (12 [0-24]) 0,837
Ki67>20% 3,27 (2,7 [0,17-14]) 12,77 (12 [0-28])
LVI + 2,79 (2,2[0,17-7)) 0,682 12,15 (10 [0-28]) 0,381
LVI - 3,29 (2,3 [0,17-14]) 13,5 (13 [1-24])
Amenorrhea + 1,48 (0,45[0,1-7]) 0,005 7,14 (3[0-20]) 0,013

Amenorrhea -

3,29( 2,2 [0,17-14])

13,1 (12 [0-28])

SBR grade”™ : Scaff - Bloom and Richardson grading, ER : Estrogen receptors, PR : Progesterone receptors, HER2 + :

overexpression of Human Epidermal Growth factor receptor 2, HER2 -:

normal expression of Human Epidermal

Growth factor receptor 2, TNCB : Triple negative breast cancer, Ki67% : Ki-67 nuclear antigen, LVI: lymphatic and

vascular invasion.
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RESUME DE LA THESE

Introduction : Le cancer du sein est I’un des cancers les plus communs et agressifs de la
femme jeune. L’objectif a été d’évaluer I’impact des facteurs histopronostiques du cancer du
sein sur les marqueurs de la réserve ovarienne, avant tout intervention thérapeutique et
évaluer si la réserve ovarienne peut étre représentée par les mémes marqueurs que les
patientes infertiles.

Matériels et Méthodes : 186 patientes atteintes d'un cancer du sein, diagnostiquées dans 2
centres de cancérologie francgais. Leur réserve ovarienne a été testée, dés le diagnostic, par
I'hnormone anti-millérienne (AMH), et le compte des follicules antraux (CFA).

Résultats : En analyse univariée, le CFA et I’AMH ne différent pas significativement selon le
statut RE, RP, TNM (p = 0,699). L'AMH semble étre plus élevée dans le groupe avec un
cancer du sein HER2 positif (p = 0,052). En analyse multivariée, avec ’AMH et le CFA
ajustés sur I'age (< 35 ans), si le statut HER2 est positif, 'AMH moyenne est de 4,2 ng/mL,
versus 2,63 ng/mL s’il est négatif (p = 0,014).

Discussion : Ces résultats peuvent s'expliquer par de multiples voies cellulaires
physiologiques et pathologiques. L'activation de la voie PI3K, par I'hétérodimérisation de
HER2 dans le cancer du sein HER2 positif, induit également I'activation de la voie NF-«xB,
qui est lui-méme impliqué dans la division cellulaire, I'inflammation, I'inhibition de I'apoptose
et les métastases. Ces voies sont promues par AMH. C'est pourquoi, le CFA devrait étre
préféré chez les patientes atteintes de cancer du sein car il n'est pas affecté par les facteurs
pronostiques du cancer et donc est plus représentatif de la réserve ovarienne.

TITRE EN ANGLAIS : Anti mullerian hormone is correlated with HER2 status in breast
cancer

THESE : MEDECINE SPECIALISEE en GYNECOLOGIE MEDICALE — ANNEE 2018

MOTS CLES : Hormone anti-millérienne (AMH), compte des follicules antraux (CFA),
cancer du sein, facteurs histopronostiques.
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