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LISTE DES ABREVIATIONS

ADN : Acide Désoxyribonucléique

AMMH : Anti miillerian hormone, Hormone anti-miillerienne

AMP : Assistance Médicale a la Procréation

ARN : Acide Ribonucléique

CCO : Complexe cumulo-ovocytaire

CFA : Compte des Follicules Antraux

E2 : 17 cestradiol

ET : Ecart-type

FIV : Fécondation in vitro

FIVe : Fécondation in vitro conventionnelle

FSH : Follicle Stimulating Hormone, Hormone folliculo-stimulante
GnRH : Gonadotropin Releasing Hormone, Gonadolibérine

GP : Globule polaire

hCG : Hormone Chorionique Gonadotrophique

hMG : Human menopausal gonadotropin, Gonadotrophine humaine post-ménopausique
HSO : Hyperstimulation ovarienne

ICSI : Intracytoplasmic sperm injection, Fécondation in vitro avec micro-manipulation
IMC : Indice de Masse Corporelle

IOP : Insuffisance Ovarienne Prématurée

LF : Liquide folliculaire

LH : Luteinizing hormone, Hormone lutéinisante

MCI : Masse Cellulaire Interne

MII : Métaphase 11

NIH : National Institute of Health

PN : Pronucléus

PCR : Polymerase Chain Reaction, Réaction de polymérisation en chaine
PGS : Pre-implantation Genetic Screening, Screening Génétique Pré-implantatoire
qPCR : PCR quantitative

r-FSH : FSH recombinante

SOPK : Syndrome des Ovaires Polykystiques

TE : Trophectoderme

ZP : Zone pellucide



INTRODUCTION



Le syndrome des ovaires polykystiques (SOPK) a été décrit pour la premiere fois en 1935 par
Stein et Leventhal (1). Il s’agit de la plus fréquente cause d’infertilité¢ liée a un trouble de
I’ovulation, puisqu’il touche 5 a 10% des femmes en age de procréer. Derriere la définition
pragmatique des critéres de Rotterdam, se cache une grande hétérogénéité de formes cliniques
et une multiplicit¢ de symptomes, avec une perturbation parfois sévére des fonctions
reproductrices, endocriniennes et métaboliques (2).

L’hypotheése de I’origine ovarienne du SOPK a été étayée par des études de biologie
moléculaire sur des cellules de la théeque de patientes porteuses. Ces travaux ont montré une
¢lévation constitutionnelle de la transcription d’une enzyme de la stéroidogenese responsable
d’hyperandrogénie, la 17a-Hydroxylase (3).

Devant cette maladie ovarienne et les difficultés de stimulation qu’elle engendre, constatant
¢galement dans leur pratique certaines anomalies des caractéristiques ovocytaires, nombreux
sont les auteurs qui ont émis 1’hypothése d’une qualité ovocytaire et embryonnaire moindre
chez les patientes atteintes de cette maladie (4). La prise en charge de leur infertilité reste

alors complexe.

Afin d’améliorer les chances de réussite en Assistance Médicale a la Procréation (AMP), de
nombreuses études ont été conduites a la recherche de nouveaux biomarqueurs non-invasifs,
prédictifs de la qualité ovocytaire ou embryonnaire, du potentiel implantatoire, ou des taux de
grossesses. L’étude des seuls critéres morphologiques semble en effet montrer ses limites,
indiquant la nécessité de trouver des marqueurs complémentaires de viabilité et de qualité des
ovocytes et des embryons.

Alors que certains auteurs s’intéressent aux marqueurs embryonnaires (5), 1’étude du
microenvironnement ovocytaire prend une place grandissante. L’environnement folliculaire
influence fortement la capacité développementale de I’ovocyte (6). La qualité des ovocytes
joue ensuite un role clé dans le développement embryonnaire précoce ; et de leur compétence
dépendent de nombreux processus qui se déroulent pendant toute 1'ovogenese. Ces étapes
finales de maturation ovocytaire semblent étre d'une importance capitale (7). Certains auteurs
ont évalué¢ le profil transcriptomique des cellules du cumulus (8), et de nombreux
biomarqueurs d’intérét sont é¢tudiés dans le liquide folliculaire (9,10), composant essentiel du
microenvironnement ovocytaire. Les techniques innovantes, comme les techniques dites
«omics » (génomique, transcriptomique, métabolomique, protéomique), sont trés utilisées

dans cet objectif (11,12).



Scalici et al. (2014) (13) ont quantifié¢ pour la premicre fois le taux d’ADN libre dans le
liquide folliculaire (LF). Il s’agit de petits fragments d’ADN double-brin de longueur
variable, facilement quantifiables dans le sang mais aussi dans d’autres liquides biologiques
(14), issus d’évenements inflammatoires, apoptotiques ou nécrotiques, et libérés soit par
relargage passif lors de la destruction des cellules, soit par sécrétion cellulaire active en
contexte pathologique (15).

La place de I’ADN libre comme marqueur de I’individualisation de la prise en charge en santé
humaine n’est plus & démontrer. Ainsi, en oncologie, I’ADN libre circulant est utilis¢ comme
marqueur diagnostique, pronostique et de suivi des pathologies cancéreuses, y compris des
tumeurs de I’ovaire (16). Il a largement contribué a comprendre des mécanismes moléculaires
tumoraux et devient une source d’information précise permettant une prise en charge ciblée et
adaptée pour chaque patient (17). Il est également déja appliqué dans le domaine de la
gynécologie-obstétrique pour la recherche et le dépistage de certaines pathologies liées a la

grossesse mais aussi d’anomalies foetales (18).

En reproduction humaine, I’ADN libre a déja été quantifié¢ dans le plasma, le milieu de culture
embryonnaire, et le liquide folliculaire. Initialement étudié¢ dans le plasma, il a été montré que
des taux d’ADN libre élevés étaient associés a un faible taux de grossesse apres FIV (19).

Une étude a montré une association significative entre des taux élevés d’ADN mitochondrial
dans le milieu de culture embryonnaire et une diminution de la qualité embryonnaire (20). Les
¢tudes de Scalici et al. (13) et de Traver et al. (21) ont démontré que les taux élevés d’ADN
libre intra-folliculaires étaient significativement associés a une mauvaise qualité
embryonnaire a J2/J3. La quantit¢ d’ADN libre présente dans le microenvironnement
ovocytaire pourrait donc avoir un effet néfaste sur le développement embryonnaire précoce.
L’ADN libre a également été évalué comme un bon marqueur prédictif de la survenue de la

grossesse (21).

11 a enfin été montré que les taux d’ADN libre intra-folliculaires étaient significativement plus
¢levés chez les patientes avec SOPK par rapport aux patientes ayant une réserve ovarienne
normale (21). L’objectif de notre étude est de déterminer si le dosage de I’ADN libre intra-
folliculaire peut étre utilis¢é comme biomarqueur non invasif prédictif de la qualité
embryonnaire chez les patientes présentant un SOPK. Il pourrait ainsi a la fois améliorer la
compréhension de la physiopathologie de ce syndrome et constituer une nouvelle approche

afin d’optimiser la prise en charge en AMP des patientes qui en sont atteintes.



REVUE DE LA LITTERATURE



I. LE SYNDROME DES OVAIRES POLYKYSTIQUES

1. Définition

Le syndrome des ovaires polykystiques (SOPK) a été décrit pour la premiere fois en 1935 par
Stein et Leventhal (1). En 1990, une conférence d’experts sponsorisée par le NIH (National
Institute of Health) s’est réunie, et les participants se sont accordés sur les critéres suivants par
ordre d’importance : (I) Hyperandrogénie et/ou hyperandrogénémie, (II) dysovulation, (III)
exclusion des autres pathologies engendrant ces symptdmes. Cependant [’aspect
¢chographique des ovaires n’était pas pris en compte. La définition du syndrome a ainsi

évolué au cours du temps (Tableau 1).

La définition qui reste encore d’actualité de nos jours a été établie en 2003 lors de la
conférence de Rotterdam. Ainsi selon le consensus de 2003 (22), réaffirmé en 2012 par le
rapport du NIH (23), le SOPK se définit comme 1’association d’au moins deux des trois
critéres suivants : oligo-anovulation, signes cliniques (hirsutisme, acné, alopécie...) et/ou
biologiques (¢lévation du taux de testostérone ou d’androsténedione) d’hyperandrogénie, et
présence d’ovaires polykystiques a 1’échographie, aprés exclusion des autres pathologies
engendrant ces symptomes (maladie de Cushing, bloc en 21-hydroxylase, hyperprolactinémie,

tumeur endocrinienne sécrétante. . .).



Tableau 1 : Evolution chronologique des définitions du SOPK (extrait de Goodarzi et al., Best
practice & research Clinical endocrinology & metabolism, 2006)

L’ovaire polykystique échographique se définit par la présence soit d’au moins 12 follicules
de 2 4 9 mm de diamétre sur au moins un ovaire, soit d’une augmentation du volume ovarien

supérieur a 10cm? (Figure 1).

Chez une femme en age de procréer, le SOPK peut étre ou non associ¢ a des ovaires
polykystiques échographiques, a un trouble de l’ovulation, & une hyperandrogénie, a un
surpoids ou une obésité, a une insulino-résistance (qui peut se manifester au niveau cutané par
un acanthosis nigricans), a un diabéte de type 2, a des dyslipidémies, & une hypertension
artérielle, & un syndrome métabolique...(24). L’ hirsutisme est évalué en pratique clinique
selon le score modifié de Ferriman et Gallwey.

Le SOPK est la cause la plus fréquente de dysovulation, puisqu’il touche 5 a 10% des
femmes en age de procréer (25), et qu’il est responsable d’infertilité par anovulation dans 20 a
74% des cas (26—-28).

L’insulinorésistance semble jouer un rdle pronostic essentiel chez ces patientes, a la fois sur le

risque cardiovasculaire (29), mais aussi possiblement sur la qualit¢é ovocytaire et



I’implantation embryonnaire, pouvant potentiellement compromettre la fertilité¢ (30). Il s’agit
donc d’un biais de confusion potentiel dans I’étude de la reproduction des patientes porteuses
du SOPK. En outre, la variabilit¢ des autres facteurs d’infertilit¢ rend plus difficile
I’évaluation objective de I'impact du SOPK lui-méme sur la qualit¢é ovocytaire et
embryonnaire.

Le pronostic du syndrome est ainsi li¢ a la fois a son impact sur les fonctions reproductrices et

métaboliques et a ses complications, telles que le diabéte de type 2, les maladies

cardiovasculaires, les risques obstétricaux, ainsi que certaines tumeurs gynécologiques.

Figure 1 : Echographie d’un ovaire polykystique (compte des follicules antraux en
échographie par technique 2D manuelle par voie endovaginale)
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2. Phénotypes du SOPK

A partir des criteres de Rotterdam, différents phénotypes du syndrome ont été définis
(Tableau 2), dont certains sont controversés comme le phénotype D. Le A est considéré

comme étant le plus sévere (Figure 2).

Oligo- Morphologique
Phénotype anovulation Hyperandrogénie d’OPK
A oul OUI oUl
B oul oUI NON
C NON OUI OUI
D oul NON OUI

Tableau 2 : Phénotypes du SOPK définis selon les critéres de Rotterdam, adapté de Dewailly
etal (2016) (31)

La définition du syndrome reste a I’heure actuelle imparfaite et certains auteurs demandent sa
révision (31). Ils souhaitent ainsi I’intégration de nouveaux critéres tels que le dosage de
I’hormone anti-miillerienne (AMH), mais également la modification de la définition
¢chographique des ovaires polykystiques en raison des avancées technologiques dans ce

domaine (32).

Hyperandrogénie

Oligo-

OPK )
anovulation

Figure 2 : Schéma représentatif des différents phénotypes du SOPK 11



3. Physiopathologie

La physiopathologie du SOPK est complexe et multifactorielle et reste a I’heure actuelle
incompletement connue (Figure 3). Elle provient probablement d’une association de facteurs
génétiques mais aussi de facteurs environnementaux (33). La fréquence du syndrome semble
en effet accrue parmi les membres d’une méme famille en comparaison avec la population
générale ; un regroupement des cas est constaté (34). De nombreux génes candidats impliqués
dans le développement folliculaire ovarien, la stéroidogenese ou encore le métabolisme de

I’insuline ont été étudiés (35).

Hypothalamus Event |

Pituitary Prenatal androgen o
excess

&

Abdominal T
fat

T GnRH

LH e
T Impaired
Key Component glucose
No. 1

tolerance

Pancreas

antral

follicle T Insulin - |
development secretion No. 2 vent
Acute Key Component Increased adiposity
l insulin No. 3 in adulthood

responsiveness

T Arrested

PCOS

Figure 3 : Physiopathologie du SOPK, d'apres ABBOTT et al, Trends in Endocrinology &
Metabolism, 1998
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L’anovulation est un élément central de la physiopathologie. La concentration sérique de la
LH (Luteinizing Hormone) est fréquemment élevée chez ces patientes, avec une fréquence
accrue des pulses de cette hormone (36). Cette sécrétion semble liée a une augmentation de la
fréquence de la sécrétion de la GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone). En parall¢le, la
sécrétion de FSH (Follicle-Stimulating Hormone) est insuffisante, et le ratio LH/FSH est
augmenté. La LH stimule les cellules de la théque ce qui induit une production accrue
d’androgenes ; ceux-ci sont ensuite convertis en estrogénes dans les cellules de la granulosa
par ’aromatase sous I’influence de la FSH (2).

L’insulino-résistance méne, chez ces patientes, a une hyperinsulinémie, entrainant
secondairement une diminution du taux de SHBG (Sex Hormon Binding Globuline), protéine
de liaison des androgénes, et une hyperandrogénémie (37). L’insuline en excés joue
¢galement un role sur 1’ovaire via son propre récepteur ou via le récepteur a ’IGF-1 et sur les
cellules de la theque et accentue ainsi la production d’androgénes sous 1’influence de la LH.

L’hyperinsulinisme a ainsi un effet d’amplification du phénotype du syndrome.

Les ovaires avec aspect polykystique présentent de nombreux petits follicules pré-antraux
(38). Les androgénes intra-ovariens sont responsables d’un exces de follicules en croissance,
avec en paralléle un défaut de sélection du follicule dominant appelé « follicular arrest » li¢ a
une insuffisance relative de la FSH face a I’excés de follicules. La sécrétion d’AMH par ces
follicules est donc accrue, responsable d’un effet anti-aromatase en conflit avec la FSH.
L’apoptose est également diminuée. On observe ainsi chez ces patientes une anomalie de la
maturation folliculaire ainsi qu’une atrésie folliculaire accrue. Ces phénomenes sont

responsables des troubles de I’ovulation constatés dans le SOPK.

4. Qualité ovocytaire et embryonnaire chez les patientes avec SOPK

Devant les difficultés de stimulation engendrées par le SOPK, et observant certaines
anomalies ovocytaires, certains auteurs ont émis 1’hypothése d’une qualité ovocytaire et
embryonnaire moindre chez les patientes atteintes de cette maladie (4). De nombreuses
approches peuvent étre envisagées afin d’expliquer cela (39).

Cependant, peu d’études ont comparé la qualité ovocytaire et embryonnaire dans cette

population de patientes par rapport a des témoins : la méta-analyse de Heijnen (2006), et
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quelques travaux publiés depuis, permettent de dégager certaines conclusions. Elles sont

synthétisées dans les Tableaux 3, 4 et 5. Pour toutes ces études, aucune différence

significative sur I’age des populations comparées n’a été constatée.

Parameétre évalué

I Proportion
IMC (indice de Nombre Nombre Ovocytes Ovocytes de ' P
' 0 P . d'ovocytes
masse d'ovocytes d'ovocytes atrétiques | morphologie
- MII/ovocytes totaux
Nombre corporelle) recueillis matures MII (%) normale (%) (%)
0
Etude | Population de
cycles
SOPK 51 23'8‘2‘*3'4 14,115, 12,1£5,2
Sahu et 7
al.
(2008) | OPKseuls 50 <005 | 5158:1,3 | <005 | 16125 | <095 | 14,3245 NR NS NS
(40) 6
Témoins 104 22'6212'6 12";*4' 10,5¢4,4
PL“::]‘“ SOPK 67 458 | oo 358 86,2
[200:;] NR <0,05 0'2 NS NR <0,05
Témoins 67 363 319 94,2
(41)
Kd‘;‘l‘s e SOPK 100 <000 | 2604247 18,118, 20 67
L X 5
(2009) 1 <0,001 <0,001 <0,001 NR <0,001
(42) Témoins 200 24,30%3,2 9,4+5,5 35 52
. SOPK 109 15,547, 13,4571
Esinler et 3
al. 15,36,
(2005) OPK seuls 58 NS <0,01 4 <0,01 | 13,145,6 NR NR NS
43
(43) Témoins 232 11’1*6' 10,345,8
E“gt““l“‘“ OPK seuls 97 206 | 000 | 117
[;9;(;] NR <0,001 T NR NR NR
(44) Témoins 332 13,1 8,5
5
. SOPK 51 15,18 7,98 ovocyte
Ludiyls sa2PN
etal. <0,0
(1999) NS <0,01 0,05 NR 1 256 NS
(45) Témoins 105 10,07 6,31 ovocyte
y
sa2PN
K“’:;“ G SOPK 77 15,9 61,1
[201'3] NS <0,001 NR NR NR <0,001
(46) Témoin 115 10,9 74,5
Sig“}a et | oPK+SOPK 97 0000 | 14 10,4
[2;1'5] NS < 1 0,01 NS NR NS
47 Témoins 97 11,3 8

Tableau 3 : Revue des différentes études comparant la qualité ovocytaire et embryonnaire
des patientes avec SOPK vs témoins : paramétres ovocytaires (NS = Non significatif; NR= Non
renseigné)

Nous pouvons noter la grande hétérogénéité des populations étudiées, tant par les effectifs que

par les critéres d’inclusion.

Un nombre d'ovocytes recueillis plus important par ponction chez les patientes atteintes du

SOPK fait consensus chez la plupart des auteurs (40—47) (Tableau 3). De la méme manicére, le
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nombre moyen d’ovocytes matures en métaphase II est également supérieur chez les patientes
des groupes avec SOPK ou OPK (ovaires polykystiques) seuls, certainement du fait d’un
nombre total plus élevé d’ovocytes recueillis dans ces populations.

Les patientes porteuses du SOPK pourraient avoir un moindre taux de maturité ovocytaire
mais cela reste controversé : certains auteurs retrouvent un taux inférieur chez ces patientes
(41,46), tandis que d’autres études retrouvent un taux de maturité ovocytaire similaire voire
supérieur (40,42,43,45,47).

Les résultats en termes de taux de fécondation sont également tres différents : Plachot et al. et
Heijnen et al. retrouvent des taux de fécondation inférieurs chez les patientes avec SOPK
(4,41) bien qu’Heijnen et al. aient montré un nombre d’ovocytes fécondés similaire (4).
Cependant, le plus souvent, le taux de fécondation observé est identique dans les populations

SOPK et témoins (40,43—45,47), voire méme supérieur chez les patientes SOPK (42).

Ludwig et al. ne montrent pas de différence significative concernant le nombre d’ovocytes en
métaphase II et le taux de fécondation en ICSI entre les groupes SOPK et témoins. Ils
montrent cependant un taux plus élevé de fausses couches en FIV dans le groupe SOPK, et
é¢voquent la possibilit¢ d’une influence négative de facteurs cytoplasmiques sur le

développement embryonnaire en I’absence d’arguments pour une cause nucléaire (45).

L’hétérogénéité des indications d’ICSI expliquerait 1I’hétérogénéité¢ des résultats de la
littérature concernant le taux de fécondation. L’ICSI n’est pas recommandée de manicre
systématique dans les cas de SOPK, quand une fécondation in vitro est nécessaire. Cependant
certaines études tendent a observer dans cette population un taux de fécondation supérieur en
ICSI par rapport a la technique de FIV classique. Hwang et al. (48) a par exemple fait cette
observation au cours de son étude, et évoqué la possibilité d’une anomalie de la zone
pellucide qui pourrait expliquer le taux ¢élevé d’échec de fécondation lors des FIV classiques
chez les patientes porteuses du SOPK, anomalie qui serait court-circuitée par 1’utilisation de

la micro-injection.

Une étude récente s’est intéressée aux différences en termes de qualité ovocytaire entre
patientes avec ovaires polykystiques (OPK seuls ou SOPK) et patientes témoins en ICSI (47).
Les résultats de ce travail montrent une qualité ovocytaire équivalente entre les cohortes
d’ovocytes matures des deux groupes, basée sur 1’étude détaillée des anomalies

extracytoplasmiques (forme des ovocytes, fragmentation du globule polaire, anomalie de la
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zone pellucide, espace péri-vitellin élargi ou présentant des débris), et intracytoplasmiques

(présence de vacuoles, granulosité). Les patientes avec ovaires polykystiques ne semblent

donc pas présenter une morphologie ovocytaire altérée.

La morphologie embryonnaire

Concernant la morphologie embryonnaire, il est étonnant de constater que la plupart des

¢tudes semblent montrer une qualité similaire voire supérieure chez les patientes avec SOPK

par rapport aux témoins (41-43,45,46), avec une proportion plus élevée d’embryons de grade

1 observée par ces auteurs (Tableau 4). Heijnen et al. ont montré que le taux d’embryon

transféré par ovocyte prélevé n’était pas significativement différent (4). Le méme constat a été

fait plus récemment pour le nombre d’embryons transférés par plusieurs auteurs (40—43,47).

Paramétre évalué Nombre de Nombre de
Taux de cycles avec Nombre
p . Embryons de Taux de q cycles avec
) Nombre fécondation bonne qualité clivage transfert de d'embryons congélation
Etude Population (%) 2 PN blastocystes transférés .
de cycles = d'embryons
(%)
SOPK 51
Sahu et al.
(2008) OPK seuls 50 NS NS NR NS NS NS
(40)
Témoins 104
Plachot et SOPK 67 52 75
al. (2003) <0,02 <0,05 NR NR NS NS
(41) Témoins 67 60,8 67,7
Kdous et SOPK 100 75 69 98,5
al. (2009) <0,001 <0,01 <0,01 NR NS NR
(42) Témoins 200 63,7 53 95
SOPK 109 33,3
Esinler et
al. (2005) | OPKseuls 58 NS <0,05 | 34,2 NR NA NS NS
(43)
Témoins 232 24,6
E“gt‘“"l‘““ OPK seuls 97
etal.
NS NR NS NR NR NR
(1999) | Témoins | 332
(44)
Ludwig et SOPK 51 27,35 2,69
al. (1999) NS <0,05 NR NR <0,01 NR
(45) Témoins 105 20,3 2,17
Kumar et SOPK 77 28
al. (2013) NR <0,05 NR NR NR NR
(46) Témoin 115 50
Sigalaet | OPK+SOPK 97
al. (2015) NS NS NS NR NS NR
47) Témoins 97

Tableau 4 : Revue des différentes études comparant la qualité ovocytaire et embryonnaire
des patientes avec SOPK vs témoins : parameétres embryonnaires (NS = Non significatif ; NR=
Non renseigné ; NA= Non applicable)
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Les divergences observées sur certains paramétres peuvent s’expliquer par une grande
hétérogénéité des études concernant en particulier les critéres d’inclusion des patientes,
I’indication de prise en charge, la technique de mise en fécondation utilisée, les critéres
d’observation et d’évaluation de la qualité ovocytaire et embryonnaire avec la description des
stades, ainsi que la stratégie de transfert choisie. La morphologie des ovocytes avant mise en

fécondation est également peu comparée dans les différentes études présentées.

Résultats des tentatives

La majorité des études publiées retrouve des taux de grossesses et de naissances comparables
chez les patientes avec SOPK par rapport a des témoins, voire supérieurs pour certains auteurs
(44).

Ce consensus semble étayé par la méta-analyse de Heijnen et al. (2006), qui a inclus
différentes études comparant les résultats obtenus aprés FIV chez 458 patientes avec SOPK,
comparées a 694 patientes controle (4).

Leurs conclusions ne montrent pas de différence significative sur les taux de grossesse
clinique par cycle, par ponction ovocytaire et par embryon transféré, de méme que sur le
nombre de naissances vivantes par cycle entamé.

Ces résultats semblent étre confirmés par les autres études ayant comparé les résultats en FIV

chez les patientes avec et sans SOPK (Tableau 5).

Cette méta-analyse n’a en revanche pas inclus d’études ayant comparé les résultats en ICSI.
Le choix de la technique utilisée semble pourtant bien avoir un impact sur les résultats
obtenus, plusieurs auteurs ayant constaté des taux de fécondation inférieurs en FIV classique
par rapport a I’'ICSI (43).

L’analyse des issues des tentatives de FIV est difficile en raison des nombreuses co-
morbidités (hyper-androgénie, obésité, diabéte, hyperplasie endométriale...) qui peuvent
s’associer a ce syndrome et modifier par eux-mémes les résultats en FIV. Ainsi, une large
¢tude vient de confirmer la relation proportionnelle néfaste entre 1’augmentation de 1’indice
de masse corporelle et I’échec en FIV, que les patientes soient porteuses du SOPK ou non
(49). Selon le degré d’obésité des patientes incluses dans le groupe SOPK des études, le

pronostic des résultats en FIV peut donc varier.
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Parameétre évalué Taux de Taux de
Taux Taux de grossesse Taux de .
d'implantation | clinique/transfert grossesse fausses naissances
. Nombre lini 1 ivant
Etude Population | , cycles (%) d'embryon (%) ¢ lnu}g}e{/)cyc € | couches (%) vu(/(:;r;{)es
SOPK 51 31
Sahu et al.
(2008) OPK seuls 50 NS NS NR <0,05 | 15,4 NR
(40) )
Témoins 104 14
Plachot et SOPK 67
al. (2003) NR NR NS NR NR
(41) Témoins 67
Kdous et SOPK 100
al. (2009) NS NS NS NS NS
(42) Témoins 200
. SOPK 109 66 11,8
Esinler et
al. (2005) OPK seuls 58 NS <0,05 59,6 NR <0,05 | 33,3 NR
43
(43) Témoins 232 44,3 14,1
E“gtml‘““ OPK seuls 97 1,69 1,82
etal.
NS NR 0,05 NS 0,03
(1999) | Témoins 332 1 1
(44)
Ludwig et SOPK 51 41,67
al. (1999) NR NS NR <0,05 NR
(45) Témoins 105 21
Kumar et SOPK 77
al. (2013) NR NR NS NR NR
(46) Témoin 115
Sigalaet | QPK+SOPK 97 37,4 46,4 44,3
al. (2015) 0,005 0,04 NR NR 0,04
(47) Témoins 97 22 33,7 31,2

Tableau 5 : Revue des différentes études comparant la qualité ovocytaire et embryonnaire
des patientes avec SOPK vs témoins : résultats des tentatives (NS = Non significatif ; NR= Non
renseigné)

Enfin, de rares études se sont intéressées plus particulierement a la qualité ovocytaire et
embryonnaire en cas de syndrome d’hyperstimulation ovarienne (HSO), complication
fréquente lors de la prise en charge de ces patientes en fécondation in vitro. L’une a montré
une diminution significative du taux d’ovocytes matures et du taux de fécondation dans le
groupe avec HSO, imputable a la proportion ¢élevée de SOPK dans ce groupe, mais sans
altération de la qualité des embryons transférés ni des taux de grossesse (50).

L’étude de Fabregues et al., en revanche, montre des taux de fécondation similaires entre les
deux groupes et ne montre pas de différence en termes de qualité ovocytaire et embryonnaire,

y compris chez les patientes avec SOPK (51).

Au regard de I’ensemble de ces études, il est tres difficile de conclure a une différence de

qualité ovocytaire et embryonnaire entre les patientes avec SOPK et les groupes de patientes
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contrdle, que ce soit en termes de morphologie, de cinétique ou de chance de succes, comme
cela avait été décrit précédemment par Heijnen et al. (4).

Néanmoins, le nombre élevé d’ovocytes recueillis dans cette population lors de la prise en
charge en AMP nous ameéne a rechercher les meilleurs critéres de sélection possible des
embryons a transférer. En effet, face a des cohortes embryonnaires parfois conséquentes,
I’amélioration de cette sélection pourrait optimiser les chances de réussite des tentatives pour

ces patientes.

Blastocystes

Tres peu d’études se sont intéressées aux blastocystes, a leur taux de formation et a leur

qualité chez les femmes avec SOPK par rapport a des témoins.

D’aprés 1’étude de Wissing et al. (2014a), qui avait pour but d’étudier la cinétique des
embryons depuis la fécondation jusqu’au stade blastocyste chez les patientes avec SOPK, il
semble que seuls les embryons de patientes porteuses de SOPK avec hyper-androgénie aient
un développement précoce plus long. Cela laisse planer un doute sur le fait que cette anomalie

du développement embryonnaire pourrait étre due a I’hyper-androgénie et non au SOPK (52).

Dans une autre étude, les auteurs ont conclu a une viabilité, une cinétique embryonnaire et un
taux de formation des blastocystes comparables entre les embryons des patientes avec et sans

SOPK (53).

Hardy et al. ont montré un taux similaire d’embryons pouvant se développer jusqu’au stade de
blastocyste entre les patientes du groupe SOPK et les témoins (54). Ils ont cependant observé
des différences : les embryons du groupe SOPK avec anovulation présentaient un taux de
fragments plus faible et un clivage plus rapide que ceux du groupe des patientes témoin, et
avaient une cavitation plus précoce et un nombre de cellules a J5 supérieur par rapport au
groupe témoin, ce qui pourrait leur conférer un meilleur pronostic d’implantation.

On observe dans ces ¢tudes quelques différences au niveau de la cinétique embryonnaire entre
les patientes avec SOPK et les patientes témoins, mais aucune différence significative n’est

visible quant au taux et a la cinétique de formation des blastocystes.
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Cependant, trop peu d’études sont disponibles a I’heure actuelle pour étayer de facon plus
approfondie cette approche. De plus, la seule étude morphologique des embryons ne permet
pas d’affirmer la qualité des blastocystes étudiés, bien qu’Alfarawati et al. aient démontré une

association entre qualité morphologique et aneuploidie des blastocystes (55).

Fausses couches

La méta-analyse de Kollmann et al. (56) n’a pas permis de conclure quant a la prévention du
risque de fausses couches aprés FIV en contexte de SOPK, malgré 40 articles analysés.
L’imputabilité du SOPK dans la survenue de fausses couches est d’ailleurs discutée (57,58):
Le risque de fausse couche spontanée aprés FIV chez les patientes avec SOPK est
controversé ; certains auteurs retrouvent un risque accru dans cette population de patientes
(45), d’autres non (42,43).

Il est alors intéressant de noter que Wang et al. (2001) ont démontré que ce risque de fausse
couche aprés AMP est significativement plus élevé chez les patientes avec SOPK en analyse
univariée, mais que ce risque devient non significatif en analyse multivariée apres ajustement
par ’'IMC (Indice de Masse Corporelle) et le traitement utilisé (59), montrant ainsi le role de
la forte prévalence de 1’obésité dans cette population de patientes dans le taux de fausses

couches observé.
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II. BIOMARQUEURS EN AMP

1. Morphologie ovocytaire et embryonnaire

Afin de réduire le risque de grossesse multiple tout en garantissant les meilleurs taux de
succes possibles, le choix d’une stratégie de transfert embryonnaire unique (« eSET » :
elective single-embryo transfer) est de plus en plus fréquent et nécessite une méthode fiable

de sélection. Cette sélection embryonnaire est donc un enjeu majeur.

Dans la pratique actuelle, les données morphologiques sont fréquemment 1’unique critére de
choix pour la sélection du ou des embryons a transférer ou a vitrifier le cas échéant, ainsi que
des embryons a stopper, quel que soit le stade embryonnaire. L’évaluation de ces critéres
repose sur une observation microscopique a des stades précis. Ces critéres morphologiques
évoluent et s’affinent avec le stade du développement de I’embryon ; ceci permet a un stade
plus tardif une analyse séquentielle de son évolution au cours du temps. Cette méthode
présente 1’avantage d’étre simple a effectuer, non-invasive, et peu colteuse; elle reste
cependant ponctuelle et garde une part non négligeable de subjectivité et de variabilité inter-

opérateur (60).

Cette pratique a montré ses limites puisque les taux actuels de succés en FIV restent
insatisfaisants : 85% des embryons transférés ne s’implantent pas, et seuls 20 a 25% des
tentatives de FIV aboutiront a une naissance vivante (61). Ces résultats laissent penser que la
seule étude des critéres morphologiques est insuffisante pour prédire de maniére satisfaisante
la viabilit¢ et 'implantation d’un embryon. A l’inverse, la pratique montre que certains
embryons présentant une mauvaise qualité, selon les critéres morphologiques établis, se sont

pourtant implantés et ont donné lieu a des grossesses puis des naissances (62).
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Afin d’affiner les critéres de sélection, différentes classifications ont été proposées, propres a

chaque stade de développement :

e Au stade zygote, le « Z-score » est basé sur I’évaluation du nombre, de la position et de
I’alignement des pronuclei (63). L’intérét de ce score reste cependant trés controversé.

e La présence d’un clivage précoce lors de 1’observation entre la 25°™ et la 27°™ heure
post-fécondation (64) a été associée a un meilleur potentiel implantatoire (65).

e Les embryons clivés au stade précoce de leur développement (J2-J3) sont évalués selon
une classification déterminant leur grade, basée sur le nombre et la régularité des
blastomeres ainsi que la proportion de fragments (66).

e Au stade de blastocyste (J5-J6), la classification de Gardner et Schoolcraft est la plus
communément utilisée. Elle se base sur le niveau d’expansion du blastocéle, ainsi que sur

I’aspect de la masse cellulaire interne et du trophectoderme (67).

Dans I’objectif d’améliorer nos stratégies de sélection embryonnaire, la technologie « time-
lapse » a connu récemment un développement important. Il s’agit de systémes de monitorage
en continu du développement embryonnaire, permettant une évaluation morphocinétique de
I’embryon (61). Cette technologie est accompagnée par le développement d’algorithmes basés
sur cette étude morphocinétique afin de prédire le potentiel implantatoire des embryons et
d’affiner ainsi leur sélection. Elle fait actuellement I’objet d’études pour évaluer son impact

sur les issues de tentatives en comparaison avec les incubateurs standard (68).

Le choix du transfert de plusieurs embryons pour améliorer les taux de succés aprés FIV est
accompagné d’un risque accru de grossesse multiple et de complications obstétricales et néo-
natales (69). Le développement de la stratégie de transfert mono-embryonnaire nécessite donc

I’amélioration de notre évaluation du potentiel implantatoire des embryons.

2. Développement de nouveaux biomarqueurs

Différentes approches ont été abordées a la recherche de nouvelles méthodes d’évaluation des
ovocytes et des embryons. L’approche par la technique du PGS (Preimplantation Genetic
Screening) ou screening génétique pré-implantatoire n’est pour I’heure pas autorisée en
France, et constitue une méthode invasive puisqu’elle implique la réalisation d’une biopsie de

I’embryon afin d’obtenir son matériel génétique (70).
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D’autres approches innovantes comme les techniques dites « omics» (génomique,
transcriptomique, métabolomique, protéomique) ont une place grandissante dans la recherche
de nouveaux biomarqueurs non-invasifs. Elles permettent 1’étude de différents ¢léments, qu’il
s’agisse de fluides biologiques comme le liquide folliculaire, de tissus avec les cellules du
cumulus ou les cellules de la granulosa, ou encore du milieu de culture embryonnaire.

Le profil transcriptomique des cellules du cumulus a été étudié, différents génes ont été
identifiés comme étant impliqués dans la compétence des ovocytes et des embryons et
pourraient ainsi constituer des biomarqueurs d’intérét (8,71-74).

Seli et al. ont évalué le profil métabolomique du milieu de culture des embryons afin d’étudier
le lien entre le sécrétome de 1’embryon et sa viabilité, indépendamment de la morphologie

(75).

3. Le liquide folliculaire

Le liquide folliculaire (LF) est formé dans les follicules antraux en croissance, et contient des
sécrétions issues des cellules de la granulosa et de la théque mais aussi du plasma via un
gradient osmotique (76).

Le liquide folliculaire est donc un fluide complexe et est un composant essentiel du micro-
environnement ovocytaire. Il permet les interactions entre 1’ovocyte et les cellules
folliculaires, et est impliqué dans la croissance et la maturation folliculaire ainsi que dans
I’acquisition de la capacité développementale de I’ovocyte (77). Il est donc la source de
nombreux biomarqueurs non invasifs, pouvant influer sur la qualit¢é ovocytaire et

embryonnaire.

Ambekar et al. (2015) se sont intéressés au profil protéomique du liquide folliculaire des
patientes avec SOPK comparé a celui de patientes témoins (78). De rares auteurs avaient
auparavant étudié ce profil chez les patientes avec SOPK (79,80). Ils ont ainsi démontré
I’altération du profil d’expression de 186 protéines chez ces patientes par rapport aux témoins
(sur- ou sous-exprimées), ayant des fonctions extrémement variées (Figure 4). Ces protéines
peuvent ainsi avoir un role dans la structure cellulaire (membrane plasmique...) (Figure 4A)
mais également avoir des fonctions moléculaires (enzymes, facteurs de croissance...) (Figure
4B). La dérégulation de ces protéines entraine 1’altération de nombreux processus impliqués
dans la folliculogenése. Ces travaux permettent ainsi de mieux comprendre les mécanismes

moléculaires de la physiopathologie du syndrome.
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A Subcellular localization Molecular function

Calcium ion binding (3%)

Plasma membrane (10%)
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Nucleus (12%)
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Extracellular (35%)
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-
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Structural constituent of Receptor (3%)

Integral to membrane (3%) cytoskeleton (3%)

Figure 4 : Protéines dont I'expression est altérée dans le LF des patientes avec SOPK (extrait
et adapté de Ambekar et al.,, 2015) : protéines a localisation subcellulaire (A), protéines
avec fonctions moléculaires (B)

D’autres auteurs se sont également intéressés au profil protéomique et métabolomique du LF
a la recherche de nouveaux biomarqueurs en AMP (6,81-83).

Le liquide folliculaire a donc été la source de nombreuses études qui ont rapporté que des
variations de concentrations de certains composants du LF pouvaient étre reliées a la qualité
ovocytaire et au développement embryonnaire précoce, tels que la leptine, 1’inhibine B, ou

encore la lactoferrine (6,9,10,84—86).

L’environnement folliculaire joue un rdle essentiel dans la capacité développementale de
I’ovocyte (6). En raison des troubles de la folliculogenése constatés chez les patientes avec
SOPK, I’étude de cet environnement par la recherche de biomarqueurs dans le LF parait donc
pertinente. Notre équipe a mis en évidence pour la premicre fois dans le LF un biomarqueur
d’intérét dans I’optimisation de la prise en charge en AMP : I’ADN libre. Ce marqueur
s’inscrit dans le panel des acides nucléiques circulants, dont I’intérét dans la prise en charge

de D'infertilité a été¢ démontré (87).
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III. ADN LIBRE

1. Généralités

L’ADN libre a été détecté pour la premiére fois dans le sang circulant par Mandel et Metais
en 1948 (88). Il s’agit de petits fragments d’ADN double brin, de faible poids moléculaire, et
de longueur variable : on trouve des fragments courts de 70 a 200 paires de bases ou des
fragments plus longs allant jusqu’a 21kb (89).

L’ADN libre a été mis en évidence dans le sang mais également dans de nombreux autres
fluides biologiques tels que I'urine, la sueur, le liquide céphalo-rachidien (LCR), ou encore le
liquide amniotique et le liquide séminal (90-94).

Il peut étre issu de deux mécanismes différents. Il peut s’agir premiérement d’un relargage
passif d’ADN nucléaire ou mitochondrial lors de la destruction cellulaire par apoptose ou par
nécrose (15) (Figure 5). L’apoptose est un processus de mort cellulaire programmée, alors que
la nécrose est le plus souvent pathologique. Les macrophages jouent un role essentiel dans
I’élimination des débris cellulaires par phagocytose. En condition physiologique, les taux
d’ADN libre circulant restent donc faibles (95). Aprés ce phénoméne, I’ADN libre peut
partiellement étre relargué au sein de nucléosomes. Les macrophages, en cas de phagocytose
excessive, peuvent ¢liminer leur contenu ou entrer en lyse cellulaire et libérer a leur tour
I’ADN libre issu des cellules phagocytées (95).

Cell death
Apoptotic cell Necrotic cell

00o Y
o’ AQL,
D

/ AN Cell-free
S (mmm0)) < RNA
y N ‘ T

7 Cellfree miRNAs
bound to AGO proteins

Figure 5 : Relargage d’ADN libre apres apoptose ou nécrose cellulaire, extrait et adapté de
Schwarzenbach et al., Nature Reviews cancer, 2014 (96)
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Deuxi¢mement, I’ADN libre peut provenir d’un mécanisme de relargage actif résultant d’une
sécrétion cellulaire spontanée (97).

Ces différents mécanismes expliquent le constat de taux accrus d’ADN libre dans certaines
situations physiopathologiques : 1’dge avancé (98), les pathologies cancéreuses (16), les
maladies auto-immunes telles que le lupus érythémateux disséminé (99), la grossesse (100),
ainsi que des situations de stress particuliéres comme le sepsis (101) ou encore le syndrome

coronarien aigu (102).

L’ADN libre a donc fait I’objet de nombreuses études dans le cadre de multiples pathologies
et a pris une place grandissante en santé humaine.

Il est tout particulierement étudi¢ dans le domaine de I’oncologie. En cas de pathologie
cancéreuse tumorale, deux types de mécanismes semblent expliquer 1’accroissement des taux
d’ADN libre sérique : une sécrétion active par les cellules tumorales elles-mémes, mais
¢galement un relargage 1ié au processus apoptotique et nécrotique des cellules avoisinant la
tumeur (103).

La longueur des fragments d’ADN libre varie selon le processus qui en est a I’origine : en cas
d’apoptose les fragments présentent une longueur constante et de petite taille (185-200 paires
de bases), alors qu’en cas de nécrose ils sont de longueur variable.

Umetani et al. ont ainsi mis au point une méthode permettant de calculer I’intégrité de I’ADN,
définie par le ratio des fragments longs sur les fragments courts d’ADN libre dosé¢ par PCR
quantitative (QPCR). On peut ainsi connaitre 1’origine des fragments détectés. Le calcul de
I’intégrit¢ de I’ADN libre constitue alors un biomarqueur d’intérét dans le sérum pour

I’évaluation de certains cancers (104).

2. Place de ’ADN libre en santé humaine

Le dosage de I’ADN libre constitue dorénavant un marqueur essentiel dans le domaine de
I’oncologie, ou il a de multiples intéréts. Le relargage d’ADN libre dans le sang circulant est
issu a la fois des cellules cancéreuses elles-mémes, mais également des cellules du
microenvironnement tumoral.

Il peut donc constituer en premier lieu un marqueur diagnostic. Une concentration en ADN
libre dans le sérum des patients présentant une pathologie cancéreuse a en effet été démontrée

plus élevée que chez les patients sains dans de nombreux types de cancers (16,105).
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La mesure des taux d’ADN libre, la détermination du type de fragments par la mesure de
I’index d’intégrité de I’ADN ainsi que la recherche d’altérations génétiques et épigénétiques
sur ces fragments peuvent concourir au diagnostic d’une pathologie cancéreuse (16).

Mais il peut également constituer un marqueur pronostic : en effet, certains travaux ont
montré que les taux d’ADN libre augmentent avec la progression de la tumeur (106), ainsi
qu’en présence de métastases (107).

Enfin, ’ADN libre peut également s’avérer utile dans le suivi et ’adaptation de la
thérapeutique. La décroissance des taux d’ADN libre est un indicateur utile de 1’efficacité du
traitement (108). L’absence d’une diminution attendue permet donc également de supposer la
présence de cellules tumorales résiduelles.

L’ADN libre constitue désormais un marqueur tres utile dans la prise en charge de nombreux
cancers, a toutes les étapes de la maladie. Les techniques actuelles permettent ainsi une prise

en charge ciblée et adaptée a chaque patient (17).

L’ADN libre a également montré son utilit¢ dans le domaine de la gynécologie et de
I’obstétrique. 1l s’agit premiérement d’un marqueur diagnostique et pronostique dans la prise
en charge des tumeurs de ’ovaire et du cancer du sein (108,109).

Au cours de la grossesse, I’ADN circulant présent dans le sang maternel est constitu¢ d’un
mélange d’ADN libre maternel et d’ADN libre foetal d’origine placentaire, dans des
proportions variables selon le stade (110) (Figure 6). Il participe ainsi a la détection de
pathologies obstétricales : en effet, des concentrations élevées en ADN libre ont été associées
a certaines complications de la grossesse telles que la pré-éclampsie ou le HELLP syndrome,

la menace d’accouchement prématuré, ou encore 1’anomalie d’invasion placentaire (18).

Placenta

i

Figure 6 : Passage de 'ADN libre feetal dans la circulation maternelle (extrait de
www.adnexpert.fr)

27



L’ADN libre feetal joue également un rdle essentiel dans la recherche d’anomalies feetales
dans le cadre du diagnostic prénatal non invasif. Il peut s’agir de la recherche d’aneuploidie
feetale pour la trisomie 13,18 et 21 ; mais aussi de certaines maladies génétiques comme par
exemple la thalassémie ou encore de la détermination du sexe feetal pour certaines maladies
liées a I’X ou transmises par le chromosome Y (18,111,112).

Les tests basés sur I’ADN libre circulant dans le sang maternel bouleversent les conditions du
dépistage de la trisomie 21 feetale, et ont fait récemment 1’objet de nouvelles

recommandations par la Haute Autorité de Santé en mai 2017 (113).

3. L’ADN libre en reproduction humaine

L’ADN libre a été étudié en lien avec I’infertilité dans différents milieux : le sang, le milieu
de culture embryonnaire, le liquide séminal, et pour la premiére fois par notre équipe dans le
liquide folliculaire. La technique de calcul de I’index d’intégrit¢ de I’ADN libre appliquée
dans ce milieu a permis de démontrer que ce marqueur présent dans I’environnement

folliculaire et donc dans 1’ovaire est majoritairement d’origine apoptotique (13).

Initialement étudi¢ dans le plasma, des taux élevés d’ADN libre ont été associés a de faibles
taux de grossesse apres FIV (19).

L’hypotheése d’un lien entre une augmentation du taux d’ADN libre et une anomalie de la
réserve ovarienne a été évoquée par Scalici et al. (2014) et Traver et al. (2014) (18,89). Cette
hypothese a été étayée par I’étude de Traver et al. (2015) qui a retrouvé des taux d’ADN libre
significativement plus élevés chez les patientes présentant une anomalie de la réserve
ovarienne, qu’il s’agisse d’une insuffisance ovarienne prématurée (IOP) ou d’un SOPK, par
rapport aux patientes normo-répondeuses (21). Ce constat peut s’expliquer par des
phénoménes d’atrésie folliculaire accrue chez ces patientes, qu’elle soit physiologique avec le
vieillissement ovarien, ou pathologique en contexte d’IOP, via I’apoptose des cellules de la

granulosa (114,115).

L’ADN libre a également été évalué comme biomarqueur de la qualité embryonnaire. Notre
équipe a mis en évidence pour la premicre fois la présence d’ADN libre dans le LF de

patientes prises en charge en FIV, par la collecte individuelle du LF de chaque follicule et la
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mesure des taux d’ADN libre dans chacun de ces liquides (13). Ce travail a permis de
démontrer une corrélation significative et négative entre le taux d’ADN libre intra-folliculaire
et la taille des follicules pré-ovulatoires, suggérant des phénomeénes accrus d’apoptose et de
nécrose dans les follicules de plus petite taille par rapport a ceux de grande taille. Cette méme
¢tude a également montré que les taux ¢élevés d’ADN libre intra-folliculaire étaient
significativement associés a une mauvaise qualit¢ embryonnaire au 3™ jour de
développement. Le méme constat a été fait dans 1’étude de Traver et al. (2015) (21). La
richesse en ADN libre de 1’environnement ovocytaire semble donc avoir un effet néfaste sur
le développement précoce de I’embryon. Ces résultats ont été confirmés par une récente étude
qui a montré que les taux élevés d’ADN libre intra-folliculaires étaient associés a une baisse
de la qualité embryonnaire et du taux de grossesse. Dans cette étude, il a été montré que des
taux ¢levés d’ADN libre étaient responsables d’un stress oxydatif et d’une apoptose accrue
des cellules de la granulosa (116).

Stigliani et al. (2013) ont mesuré¢ 1’ADN libre relargué par les embryons clivés dans le milieu
de culture embryonnaire. Ils ont montré que des taux élevés d’ADN mitochondrial dans ce
milieu étaient significativement associés a une mauvaise qualité embryonnaire, et notamment
a une fragmentation importante des embryons a J2 et a J3 du développement (20). Une autre
¢tude a montré un lien entre ces taux mesurés dans le milieu de culture embryonnaire a J3 et
les taux de blastulation et d’implantation (117).

L’¢étude de Czamanski-Cohen et al. (2013) a montré que des taux élevés d’ADN libre
plasmatique mesurés deux semaines apres le transfert embryonnaire étaient significativement
associés a une diminution des taux de grossesse apreés FIV (19). Ces résultats ont été
confirmés par Traver et al. qui ont montré que la mesure du taux d’ADN libre intra-

folliculaire est un bon marqueur prédictif de la survenue de la grossesse (21).
L’ADN libre est désormais un marqueur important dans la recherche et la thérapeutique de

diverses pathologies humaines. Il constitue également un biomarqueur non-invasif prometteur

dans la prise en charge de nos patients en AMP.
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MATERIELS ET METHODES

30



1. Population étudiée

Il s’agit d’une étude prospective réalisée dans le service de Biologie de la Reproduction du
CHU de Montpellier. Au total, nous avons inclus 36 patientes présentant un SOPK et ayant
bénéficié d’une prise en charge en AMP avec Fécondation in Vitro conventionnelle (FIVc) ou
ICSI (Intracytoplasmic sperm injection). Le diagnostic du SOPK a été établi selon les criteres
de la classification de Rotterdam, correspondant a 1’association d’au moins deux critéres
parmi les trois suivants: oligo- ou anovulation; signes cliniques (hirsutisme, acné,
alopécie...) et/ou biologiques (¢lévation du taux de testostérone ou d’androsténedione)
d’hyperandrogénie ; et présence d’ovaires polykystiques a 1’échographie ; apres exclusion des
autres pathologies engendrant ces symptomes (maladie de Cushing, bloc en 21-hydroxylase,
hyperprolactinémie, tumeur endocrinienne sécrétante...). La description de la morphologie de
I’ovaire polykystique est définie de la fagon suivante : soit au moins 12 follicules de 2 8 9 mm
de diametre sur chaque ovaire, soit une augmentation du volume ovarien supérieur a 10 cm?.

Pour des raisons organisationnelles, le recrutement s’est déroulé sur une premicre période du
01/09/2014 au 31/01/2015 puis sur une seconde période du 12/05/2017 au 04/07/2017. Le
consentement préalable a 1’utilisation du liquide folliculaire a des fins de recherche a été

recueilli pour chaque patiente.

2. Déroulement de la stimulation ovarienne et de la ponction ovocytaire

La stimulation ovarienne a été réalisée dans le cadre d’un protocole agoniste ou antagoniste.
L’axe gonadotrope était régulé soit par une désensibilisation a I’aide d’un agoniste de la
GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone) (DECAPEPTYL®, IpsenPharma, France), soit
par blocage de 1’axe a I’aide d’un antagoniste de la GnRH (CETROTIDE®, Merck Serono,
Royaume-Uni; ou ORGALUTRAN®, Organon, Pays-Bas); suivi d’une stimulation
ovarienne par de la FSH (Hormone folliculo-stimulante) recombinante (r-FSH)
(PUREGON®, MSD, France ; GONAL F®, Merck Serono, Royaume-Uni ; BEMFOLA®,
Finox Biotech, Suisse) ou par une association de FSH et LH (Hormone lutéinisante) d’origine
urinaire (MENOPUR®, Ferring, Suisse). Les critéres de choix du protocole de traitement
utilisé étaient le contexte clinique de la patiente, son age, son IMC, le rang de la tentative

ainsi que sa réponse aux éventuelles stimulations antérieures.
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Le monitorage de la stimulation ovarienne consistait en un suivi échographique a partir du
6°™ jour de stimulation par la FSH pour la mesure de la taille des follicules, associé a un suivi
par prises de sang pour réaliser les dosages hormonaux (dosages de ’estradiol, de la LH et de
la progestérone). Apres une durée de stimulation d’une dizaine de jours, I’ovulation était
déclenchée par injection d’hCG recombinante (250 pg, OVITRELLE®, Merck Serono,
Royaume-Uni) ou par la triptoréline en protocole antagoniste. Les critéres de déclenchement
¢taient les suivants : présence d’au moins 3 follicules > 17mm ; endométre d’épaisseur >
7mm ; taux d’estradiol corrélé au nombre de follicules attendus; ainsi qu’une
progestéronémie < 1.5ng/mL. Les patientes avec SOPK font I’objet d’une attention
particuliere afin d’évaluer et de prévenir le risque d’hyperstimulation ovarienne. 36h apres le
déclenchement avait lieu la ponction ovocytaire au bloc opératoire, sous anesthésie locale ou
générale, par voie transvaginale a 1’aide d’une pompe d’aspiration et sous contrdle
¢chographique. L’ensemble des follicules ont été aspirés, le liquide ainsi recueilli dans des
tubes stériles acheminés rapidement au laboratoire & I’aide d’une mallette thermostatée a
37°C.

Les patientes ont ensuite bénéficié d’un soutien de phase lutéale par ’administration de
progestérone par voie vaginale (UTROGESTAN®, Besins International, France) débutée le

soir suivant la ponction et poursuivie jusqu’au jour du test de grossesse.

3. Procédure de FIV conventionnelle ou FIV-ICSI

Mise en fécondation

Les complexes cumulo-ovocytaires (CCO) ont été recueillis a partir du liquide folliculaire
obtenu lors de la ponction et isolés.

Dans le cadre d’une Fécondation in vitro conventionnelle (FIVc), les CCO recueillis ont été
placés séparément dans des gouttes de 20uL de milieu de culture. L’insémination par les
spermatozoides obtenus apres préparation du sperme du conjoint a été faite 38h apres
I’injection de déclenchement de 1’ovulation.

Dans le cas d’une procédure de FIV-ICSI, les ovocytes ont été¢ décoronisés par un processus
enzymatique a 1’aide de la hyaluronidase. Apres décoronisation, la maturité ovocytaire ainsi

que leur morphologie (aspect de la zone pellucide (ZP), de ’espace péri-vitellin et du
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cytoplasme) ont été observées avant 1’étape de micro-injection des ovocytes matures qui a
lieu 39h post déclenchement.

Aprées la mise en fécondation, les ovocytes ont été¢ mis en culture individuellement dans des
gouttes de 20pL de milieu G-1"™PLUS (Vitrolife, Géteborg, Suéde) sous huile a I’étuve a
37°C, sous 5% O3, 6% CO,, 89% N; et dans une atmosphére humide.

Feécondation et culture embryonnaire J2-J3

Dix-huit a vingt heures aprés la mise en fécondation par insémination ou micro-injection et
apreés décoronisation mécanique dans le cas d’une FIVc, les ovocytes ont été observés au
microscope. La fécondation est alors appréciée par la présence de deux pronuclei (2 PN) et de
deux globules polaires (2 GP), signes d’une fécondation proprement dite.

eme

Une seconde lecture entre la 25°™ et la 27°™ heure permet la mise en évidence d’un éventuel
clivage précoce ou d’un effacement des PN.

Aux 2°™ et 3°™ jour du développement, la morphologie embryonnaire a été évaluée selon
différents critéres : le nombre de blastomeéres, la taille et la régularité des blastoméres, et le
taux de fragmentation. La classification de BLEFCO modifiée (Tableau 6) a permis a partir
de ces critéres de classer les embryons selon 4 grades (le grade 1 étant celui décrivant les

embryons de meilleure qualité).

Critere Morphologique Grade
1 2 3 4
Nombre de blastomeres a ]2 4-5 4-5 4-5 <4 ou >5 -
Nombre de blastomeres a |3 6-8 6-8 6-8 <6 ou >8 -
Régularité des blastomeres Régulier Régulier Régulier ou Régulier ou Irrégulier
Irrégulier
Taux de fragmentation (%) <10 11-24 25-40 > 40

Tableau 6 : Classification BLEFCO modifiée, Classification des critéres morphologiques et
évaluation de la qualité embryonnaire a J2 et a |3

Cette classification a permis de déterminer quels étaient les embryons dits top qualité (soit
grade 1 ou 2) ; ils présentent un nombre de 4 a 5 blastomeres a J2 ou de 6 a 8 blastomeres a
J3, de taille égale, avec un taux de fragmentation inférieur a 25%. La majorité des patientes
ont bénéficié d’un transfert au 3°™ jour de développement embryonnaire. Le transfert d’un ou
de deux embryons était réalisé¢ sous écho-guidage, a 1’aide d’un cathéter Frydman® Classic

(CCD, France).
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B1 Jeune blastocyste

Culture prolongée (J5-J6)

Les embryons n’ayant pas été transférés a J3 ou dans le cas d’un transfert prévu a J5, sont mis

en culture prolongée jusqu’au 5™ voire au 6™°

jour de développement. Ils sont alors placés a
partir du 3°™ jour dans des gouttes individuelles de 10uL de milieu de culture G-2"™PLUS
(Vitrolife, Goteborg, Suede). Les blastocystes obtenus font 1’objet d’une observation au
microscope et sont évalués morphologiquement selon la classification de Gardner et
Schoolcraft (Tableau 7).

Ainsi seuls les blastocystes ayant atteint au moins le grade B3 (blastocyste en cours
d’expansion) et présentant un trophectoderme et une masse cellulaire interne de score A ou B

ont pu faire I’objet d’un transfert ou d’une vitrification. Les blastocystes de qualité inférieure

n’ont pas été conserves.

Criteres morphologiques

Cavité du
blastocele

Grade

<50% du volume de

I'embryon
B2 Blastocyste > 50% du volume de Masse
I'embryon Cellulaire Trophectoderme
Interne
B3 Blastocyste en Totalité du volume
cours d'expansion de I'embryon Compacte, Nombreuses
nombreuses cellules, A
B4 Blastocyste Totalité du volume cellules épithélium cohésif
expanseé de I'embryon + ZP
amincie
B5 Blastocyste en Totalité du volume
voie d'éclosion de I'embryon + Légeérement Peu de cellules et
évagination TE regroupées, peu cohésives, B
plusieurs épithélium moins
cellules régulier
B6 Blastocyste éclos Eclosion totale
Tres peu de Tres peu de C

cellules

cellules, larges

Tableau 7 : Evaluation de la qualité embryonnaire au stade blastocyste selon les critéres
morphologiques établis par la Classification des blastocystes selon Gardner et Schoolcraft
((67),1999)
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Résultat du transfert

Un dosage sérique quantitatif de B-hCG a été réalisé pour chaque patiente ayant bénéficié

éme

d’un transfert d’embryon au 157 jour suivant la ponction ovocytaire, et éventuellement
renouvelé 48h plus tard. En cas de test positif, la réalisation d’une échographie obstétricale a
permis de confirmer la grossesse clinique par la présence d’un sac gestationnel intra-utérin et

d’une activité cardiaque feetale.

4. Obtention et préparation des échantillons de liquide folliculaire

Apres en avoir isolé les complexes cumulo-ovocytaires, les échantillons de liquide folliculaire
(LF) clairs et peu hématiques obtenus pour une méme patiente ont été poolés. 15mL de ce
mélange ont été centrifugés a une vitesse de 3000g durant 15 minutes. Le surnageant clair a
alors été prélevé, puis filtré a I’aide d’une seringue et de filtres ayant des pores d’un diametre
de 0.22um afin d’en éliminer tous les résidus et débris cellulaires. Le filtrat ainsi obtenu a

ensuite été aliquoté et congelé rapidement a -80°C jusqu’a la réalisation du dosage.

5. Dosage de I’ADN libre dans les échantillons

Extraction de I’ADN libre

La premicére étape du dosage consiste en 1’extraction de I’ADN libre a partir des échantillons
de LF centrifugés et filtrés. 20uL de LF ont été mélangés a 20uL. d’une préparation tamponné
contenant 25mL/L de détergent Tween-20, SOmL/L de Tris IM a pH 7.6 (50 mM dans le
tampon final), et 200 pL/L d’EDTA 0.5 M (1mM dans le tampon final).16pug de protéinase K
(QIAGEN) ont ensuite été ajoutés afin de digérer le mélange, placé pendant 20 minutes dans
un bloc chauffant a 50°C. Il a ensuite été inactivé et insolubilisé¢ en étant placé pendant 5
minutes a 95°C. Cette étape est suivie d’une centrifugation de 5 minutes a 10000g a une
température de 4°C. Les tubes ont été mis sur glace et le surnageant, contenant les fragments

d’ADN libre, a été recueilli et congelé a -80°C.
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Quantification de I’ADN libre par ALU-qPCR

La quantification de I’ADN libre extrait a ét¢ réalisée selon la méthode initialement décrite
par Umetani et al. (2006) (104). Il s’agit d’'une PCR quantitative avec amplification des
séquences ALU, ou ALU-qPCR, en utilisant des amorces spécifiques de ces séquences. Les
séquences ALU sont de courtes séquences intercalées et répétées d’ADN non-codant, tres
abondantes dans le génome humain. La méthode nécessite 1’utilisation d’amorces ALU 115
sens  (5’CCTGAGGTCAGGAGTTCGAG-3") et anti-sens (5’CCCGAGTAGCTG-
GGATTACA-3’) générant des amplicons de 115 paires de bases, et s’hybridant a la fois sur
les fragments courts et longs d’ADN libre. Pour chaque échantillon, 2pLL d’extrait sont ajoutés
au mélange réactionnel constitué¢ de 2.5uM de chaque amorce ALU 115 sens et anti-sens et de
SuL de 2X LightCycler®480 SYBR Green I master mix (contenant ’enzyme ADN Taq
polymérase, les nucléotides et 1’agent intercalant fluorescent SybrGreen™ libre) (ROCHE
Applied Science). La réaction de qPCR est réalisée a I’aide du dispositif LightCycler®480
(ROCHE Applied Science), et comprend une premiére étape d’activation thermique de I’ADN
polymérase a 95°C pendant 10 minutes, suivie de 40 cycles d’amplification avec
dénaturation, hybridation, et élongation. Le compos¢ SYBR Green I se fixe spécifiquement
sur I’ADN double-brin au cours de I’étape d’élongation, et émet alors une fluorescence verte
détectée et mesurée en temps réel (Figure 7). La quantité d’ADN libre dans 1’échantillon a
ensuite ét¢ déterminée a 1’aide d’une courbe d’étalonnage obtenue a partir d’'une gamme
allant de 0.01pg a 10ng d’ADN génomique réalisée par des dilutions en cascade. Chaque
¢chantillon a été analysé en duplicate et un controle négatif a été¢ intégré dans chacune des

plaques de PCR.

© ® 1. Dénaturation
AN NN NN N Le SybrGreen libre n’émet pas
de fluorescence
® N :
T—T= ® ® 2. Hybridation de I'amorce sur sa
L séquence cible puis élongation
3. Fluorescence proportionnelle
m‘ﬁ" al'intégration du SybrGreen a
A laelA el iy I’ADN double brin

Figure 7 : Mode d'action du SYBR Green™
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Figure 8 : Schéma récapitulatif du déroulement de I'étude
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6. Analyse statistique

Les caractéristiques cliniques de la population étudi¢e, de la stimulation ovarienne et les
résultats des tentatives de FIVc ou FIV-ICSI ont été exprimés en moyenne + écart-type (ET)
ou en pourcentages. La normalité a été testée par le test de Shapiro-Wilk, et des tests de
Mann-Whitney et Kruskal-Wallis ont ét¢ utilisés pour analyser les variables quantitatives.
Une analyse multivariée (régression logistique) a été effectuée afin de déterminer 1’influence
de certains facteurs sur 1I’obtention d’une grossesse clinique.

De plus, le seuil d’ADN libre intra-folliculaire utilisé pour séparer la population en deux
groupes a ¢été déterminé a partir de la construction d’une courbe ROC (Receiver Operating
Characteristic) et le calcul de ’aire sous la courbe (AUC) avec un intervalle de confiance a
95%. Pour le seuil choisi, la sensibilité est de 68,75% et la spécificité de 40%.

Pour I’ensemble des tests statistiques réalisés, le seuil de significativité retenu est p < 0.05.
Toutes les analyses statistiques ont été effectuées a 1’aide du logiciel SAS® University

Edition (SAS Institute, Cary, N.C.).
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RESULTATS
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1. Caractéristiques de la population

Les caractéristiques générales de la population étudiée sont détaillées dans le Tableau 8. La
moyenne d’age est de 32.6 = 3.9 ans. La durée d’infertilit¢ moyenne des couples pris en
charge était de 4.2 + 2 ans. Pour 36% des couples il s’agissait d’une premicre tentative, alors
que les 64% restant avaient déja bénéfici¢ au préalable d’au moins une tentative de FIVc ou
de FIV-ICSI.

L’¢tiologie de I’infertilité était d’origine mixte dans 55% des cas, et exclusivement féminine
dans 42% des cas. L’indice de masse corporelle des patientes (IMC) varie entre 18.0 et 37.5
avec une moyenne de 25.2 + 5.4 kg/m*, 47% des patientes de la population ayant un IMC
supérieur a 25.

La concentration moyenne en ADN libre dans les liquides folliculaires était de 8.02 + 14.4

ng/uL, avec une médiane de 2.42 ng/uL.

2. Données cliniques

Nous avons comparé les taux d’ADN libre intra-folliculaires en fonction de différents seuils
concernant les données cliniques et biologiques. Ces résultats sont détaillés dans le Tableau 8.
Il n’y a pas de différence significative entre les taux d’ADN libre chez les patientes de moins
de 36 ans (seuil fixé dans notre centre comme age limite pour définir la population de

référence) et de plus de 36 ans (Figure 9) ; ni entre les différents groupes définis selon I'IMC.
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. n . Ecart- ADN libre (ng/pl)
Variable Moyenne (total=36) Min-Max e Médiane [Q1-Q3] P
Age (Années) 32.6 = 26-41 3.9 = =
<36 ans = 29 = = 2.47 [1.38;9.31]
0.8 NS
> 36 ans = 7 = = 1.72[0.79;10.62]
IMC (kg/m?2) 25.2 = 18-37.5 5.4 = =
18<IMC<25 = 19 = = 4.37 [0.96;10.67]
25<IMC< 30 - = = 2.47 [1.45;5.86] 0.46 NS
IMC =2 30 = = = 1.430.77;3.19]
Durée d'infertilité (Années) 4.2 = 1-11 2 = =
1-4 = 26 = = 2.53[0.96;6.29] 0.86 NS
>5 = 10 = = 1.73 [1.38;10.67] ’
Etiologie de l'infertilité
Masculine = 1 = = 2.63
Féminine = 15 — = 1.72 [1.36;10.67]  0.96 NS
Mixte = 20 = = 2.24 [0.78;9.4]
Idiopathique = 0 = = =
Infertilité primaire = 17 = = 1.50 [0.59;4.64]
0.25 NS
Infertilité secondaire = 19 = = 2.63 [1.49;9.49]
Rang de la tentative 2 = 1-6 1.2 = =
1 = 13 = = 1.50 [1.43;2.60]
0.44 NS
>1 - 23 = = 4.37 [0.86;10.67]
Bilan féminin en début de cycle
FSH (UI/L) 5.5 = 1.9-9.8 1.7 = =
LH (UI/L) 9.5 = 3-56 10.1 = =
Ratio LH/FSH 1.8 = 0.43-11.4 1.9 = =
<2 = 27 = = 1.72 [0.96;4.64] 0.03
>2 - 9 — = 10.62 [2.60;18] ’
E2 (pg/mL) 46.3 = 11.3-318 49.7 = =
AMH (ng/mL) 7.5 = 3-17.1 3.4 = =
<5 = 9 = = 1.72 [1.43;4.40]
0.9 NS
>5 - 27 = = 2.47 [0.96;9.49]
CFA 29.6 = 10-59 12.4 = =
<30 = 20 = = 1.61 [0.88;5.25]
0.2 NS
=30 = 16 = = 3.48[1.43;10.06]
FIVc = 7 = = 1.45[0.96; 4.36]
0.25 NS
ICSI = 29 = = 2.60[1.38;10.62]

Tableau 8 : Caractéristiques cliniques de la population et taux d’ADN libre intra-folliculaire

(ET= Ecart-type, NS= Non significatif, Q1= quartile inférieur, Q3= quartile supérieur)
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Figure 9 : Comparaison des taux d'ADN libre en fonction de I'dge (p=0.8)

De méme, aucune différence n’a été retrouvée selon la durée et 1’étiologie de I’infertilité, ni
selon le rang de la tentative ou selon s’il s’agissait d’une infertilité primaire ou secondaire.

Pour I’étude du bilan féminin de base fait en début de cycle, nous avons pu constater que les
patientes pour lesquelles le ratio LH/FSH (taux de LH sur taux de FSH dosés a J3 du cycle)
est supérieur a 2 ont des taux d’ADN libre intra-folliculaires significativement plus €élevés que

les patientes pour lesquelles le ratio est inférieur ou égal a 2 (Figure 10).
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Figure 10 : Comparaison des taux d'ADN libre en fonction du ratio LH/FSH (#p=0.03)
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En revanche, il n’a pas été mis en évidence de différence significative des taux d’ADN libre

en fonction du bilan de réserve ovarienne, que ce soit pour la valeur de I’AMH dont le seuil a

été fixé a 5 ou du CFA (compte des follicules antraux) avec un seuil a 30 follicules antraux

(Figure 11).
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Figure 11 : Comparaison des taux d'ADN libre intra-folliculaire en fonction de I'”AMH (p=0.9)

(A) et du CFA (p=0.2) (B)

3. Parameétres de la stimulation

La comparaison des taux d’ADN libre en fonction des différents paramétres liés a la

stimulation ovarienne est présentée dans le Tableau 9. Nous n’avons pas constaté de

différence significative de ces taux selon le type de protocole utilis¢ ni selon la durée de la

stimulation ou le bilan hormonal effectué au moment du déclenchement.

En revanche, les taux d’ADN libre intra-folliculaire sont significativement plus élevés chez

les patientes ayant regu une dose totale de gonadotrophine faible, inférieure ou égale a 1500

UI/L, comparativement aux patientes ayant regu plus de 1500 UI/L. De méme, on observe une

augmentation significative de ces taux chez les patientes ayant regu les doses initiales de

gonadotrophines les plus faibles, inférieures ou égales a 150 UI/L (Figure 12).
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Protocole agoniste

14

- 2.61[0.97;15.88]

Protocole antagoniste - 22 - - 1.58 [1.36;4.64] 0-28NS
Traitement pour la stimulation
ovarienne
Durée de la stimulation (jours) 10.8 = 9-21 2.5 = =
<10 - 21 - - 1.72 [1.36;9.31]
>10 - 15 - - 2.47[0.97;18]  0-5NS
Dose totale de gonadotrophines (UI/L) 1709.2 = 984-3975 680.2 =
<1500 - 14 - - 6.85 [2.59;15.88]
> 1500 - 22 - - 1.44[0.86;4.64]  0.03
Dose initiale de gonadotrophines (UI/L)
<150 - 22 - - 5.11[1.5;15.88]
> 150 - 14 - - 1.4 [1.08;1.75] 0.01
Bilan hormonal au déclenchement
Taux d'E2 (pg/mL) 2092 - 333-4300 994.4 - -
<2000 - 20 - - 2.11[0.91;8.24]
>2000 - 16 = - 3.19[1.37;9.4] 08NS
Taux de Progestérone (ng/mL) 0.62 = 0.2-1.7 0.36 = =
Taux de LH (UI/L) 1.7 - 0.1-57 1.4 - -

Tableau 9 : Paramétres de la stimulation et bilan hormonal au déclenchement de
l'ovulation (ET=Ecart-type, NS=Non significatif)
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Figure 12 : Comparaison des taux d’ADN libre intra-folliculaire en fonction de la dose totale
de gonadotrophine recue au cours de la stimulation (* p=0.03) (A) et de la dose initiale de
gonadotrophine (*p=0.03) (B)
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4. Résultats des tentatives : ovocytes et développement embryonnaire

Le Tableau 10 présente les résultats du recueil ovocytaire et de la fécondation. En moyenne,

12 £ 5.5 ovocytes ont été recueillis lors de la ponction ovarienne, et 9.1 £ 4.4 ovocytes en

moyenne ¢étaient matures au stade métaphase II (MII) soit 75% des ovocytes recueillis. Les

résultats ne mettent pas en évidence de différence significative des taux d’ADN libre intra-

folliculaires en fonction du nombre d’ovocytes, de la maturité ovocytaire, et des taux de

fécondation que ce soit en FIVc ou apres ICSI. Le taux de clivage précoce était de 44%. Les

taux d’ADN libre étaient significativement plus élevés dans le LF des patientes ayant obtenu

au moins un embryon clivé précoce, et chez les patientes ayant un taux de clivage précoce de

plus de 50%.
Variable Moyenne ET n ADN libre (ng/pl) p
(total=36) Médiane [Q1-Q3]
Ovocytes recueillis 12 5.5 = - =
<10 - - 11 4.4 [0.79;10.62] 0.7 NS
210 - - 25 2.02 [1.36;9.31]
Ovocytes matures (MII) (ICSI) 9.1 4.4 = = =
<6 - - 9 4.64 [0.97;10.62] 0.5 NS
26 - - 20 2.24 [1.4;,9.4]
Ovocytes matures / Ovocytes totaux 0.75 0.19 = - =
ratio < 0.75 - - 13 2.60[0.87;4.64] 0.17 NS
ratio > 0.75 - = 16 6.29 [1.43;18]

Fécondation

2 pronuclei (2PN) 5.5 3.6 = - =

% fécondation (FIV) 0.60 0.24 - - -
<0.60 - - 3 136 [0.79;4.37]  0.46NS
>0.60 - = 5 1.45 [1.43;1.72]

% fécondation (ICSI) 0.67 0.27 - - -
<0.60 - - 8 1.44[0.91;6.54] 0.31NS
>0.60 - - 20 4.52 [1.59;10.08]

Lecture a 25-27h

Clivage précoce 2.6 2.6 = - =

- - 10 1.16 [0.59;2.47] 0.02
21 - - 25 4.40 [1.50;10.62]
Clivage précoce / 2PN 0.44 0.48 = - =
ratio < 0.5 - - 28 1.88 [0.97;7.8] 0.04
ratio > 0.5 - - 6 8.24 [4.64;45.78]

Tableau 10 : Taux d’ADN libre en fonction des caractéristiques ovocytaires et des résultats

de la fécondation
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Les caractéristiques du développement embryonnaire sont détaillées dans le Tableau 11. En
moyenne, 6.6 + 3.9 embryons ont été obtenus au 2™ jour du développement.
. n ADN libre (ng/ul)
Variable Moyenne ET (, a1-36) Médiane [Q1.Q3] P
J2
Nombre d'embryons 6.6 3.9 - — —
= = 12 2.9210.88;8.24
<> [ I osns
>5 — — 23 2.47 [1.43;9.49]
Embryons grade 1-2 3 3.2 - — —
<2 — — 18 1.44 [0.59;4.64]
0.04
>2 — — 17 4.4 [1.75;9.49]
Embryons grade 1-2 / embryons ]2 0.38 0.31 - — —
i = = 11 1.43 [0.56;2.6
ratio < 0.2 [ ] 0.1 NS
ratio > 0.2 — — 24 4.38 [1.44;10.08]
J3
Embryons grade 1-2 2 2.2 - — —
<2 = = 21 1.45[0.79;9.49]  0.15
> 2 - - 13 4.37 [2.02;9.31] NS
Embryons grade 1-2 / embryons |3 0.27 0.27 - — —
i = = 15 1.72 [1.36;10.62
ratio < 0.2 [ 5 ] 0.7 NS
ratio 2 0.2 — - 19 2.60[1.45;9.31]
Nombre moyen de blastoméres par
8.3 1.7 -
embryon — —
<6 — — 3 4.64 [1.36;6.29]
6-8 — — 15 1.75[1.43;437] 0.6 NS
>8 — — 16 5.13 [1.17;13.73]
J5
Blastocystes 2.8 3.4 - - -
Blastocystes / embryons mis en culture _
prolongée 0.46 0.33 — —
<0.5 = = 15 1.75[0.59;4.4] 0.46
>0.5 — — 9 2.47 [1.43;15.88] NS
Nombre d'embryons utiles 3 2.3 - — —
<2 — — 4 1.11 [0.61;3.61] 0.25
>2 — — 25 2.47 [0.97;9.31] NS
Nombre d'embryons utiles / Nombre
d'embryons 0.48 0.26 -
<0.2 - - 3 1.36 [0.86;18] 0.89
20.2 - - 26 2.11[0.96;5.86] NS

Tableau 11 : Taux d'ADN libre et parametres du développement embryonnaire de J2 a |5
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Les résultats présentés indiquent des taux d’ADN libre significativement plus élevés chez les
patientes ayant obtenu moins d’embryons top qualité (grade 1-2) a J2 (p= 0.04). En revanche,
cette différence devient non significative lorsque I’on compare le taux d’embryons grade 1-2
par rapport au nombre total d’embryons a J2 (p= 0.1). Il n’a pas été mis en évidence de
différence des taux d’ADN libre selon la qualité embryonnaire a J3 ni selon le nombre de
blastocystes obtenus ou le taux de blastulation. De méme il n’a pas été observé de lien avec le
nombre d’embryons utiles, défini par le nombre total d’embryons ayant été transférés ou
vitrifiés au sein d’une méme cohorte ; ni avec le taux d’embryons utiles calculé par rapport au

nombre total d’embryons de la cohorte.

5. Probabilité d’obtention d’une grossesse

Il n’a pas ét¢ démontré de différence significative des taux d’ADN libre en fonction de

I’obtention d’une grossesse clinique (p = 0.15).

La réalisation d’une analyse multivariée intégrant le taux d’ADN libre, le ratio du taux de
LH/FSH, la dose totale de gonadotrophines ainsi que le nombre d’embryons de grade 1-2 a J2
n’a pas permis de mettre en évidence une variable permettant de prédire la survenue d’une

grossesse.

Afin de comparer les paramétres des patientes ayant des taux bas et des taux élevés d’ADN
libre intra-folliculaire, nous avons établi un seuil a partir de la construction d’une courbe ROC
en analyse univariée (Figure 13). L’aire sous courbe (AUC = Area Under Curve) représentant
le potentiel prédictif du taux d’ADN libre sur 1’obtention d’une grossesse clinique était de
0.675 avec une sensibilité de 68.75% et une spécificité de 40%. Le seuil ainsi établi est de

4.3950 ng/pL.
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Figure 13 : Courbe ROC pour I'évaluation de la probabilité d’obtention d’une grossesse
clinique en fonction du taux d’ADN libre intra-folliculaire (AUC = 0.675, sensibilité = 68.75%,
spécificité = 40%)

6. Evaluation des différents paramétres selon le seuil d’ADN libre
déterminé

Grace au seuil d’ADN libre déterminé a I’aide de la courbe ROC, nous avons pu comparer
différents parameétres en fonction du taux d’ADN libre intra-folliculaire divis¢ en deux
groupes de patientes ayant des valeurs basses (inférieures au seuil de 4.395ng/uL) ou des
valeurs hautes (supérieures au seuil de 4.395 ng/uL).

Ces résultats sont présentés dans le Tableau 12. Il n’a pas été mis en évidence de différence
significative du bilan de réserve ovarienne (AMH, CFA) entre les deux groupes. Les résultats
montrent que les patientes ayant des valeurs d’ADN libre intra-folliculaire élevées ont recu
une dose totale de gonadotrophines significativement plus faible que les patientes ayant des
valeurs basses d’ADN libre. En revanche aucune différence n’a ét¢ démontrée concernant le
nombre d’ovocytes, le taux de maturité ovocytaire, le taux de fécondation en ICSI, le nombre
de clivés précoces et d’embryons obtenus, la qualit¢ embryonnaire, la formation des
blastocystes et le taux d’embryons utiles. Il en est de méme pour le taux de grossesse clinique

par transfert.
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n
. ADN libre (seuil a0
Variable = 4.395 ng/uL) (=tgt6a)l Médiane [Q1-Q3] p
< seuil 22 6.9 [4.22;9.59]
AMH (ng/mL) > seuil 14 743[581,882] /NS
< seuil 22 24 [20;40]
CFA > seuil 14 30 [22;35] 0.63 NS
Dose totale < seuil 22 1800 [1512;2025] 0.01
gonadotrophines (UI/L) > seuil 14 1500 [1008;1625] |
A . . < seuil 22 10 [9;11]
Durée stimulation (j) > seuil 14 10 [9;12] 0.66 NS
E2 au déclenchement < seuil 22 1716 [1317;2249] 0.46 NS
(pg/mL) > seuil 14 2232 [1371;3056] )
, < seuil 22 13 [10;15]
Nombre d'ovocytes > seuil 14 12 [7;18] 0.58 NS
Taux d'ovocytes matures < seuil 15 0.75 [0.5;0.95] 0.83 NS
(ICSI) > seuil 13 0.79 [0.71;0.83] )
3 . < seuil 15 0.67 [0.54;0.87]
Taux de fécondation (ICSI) > seuil 13 0.79 [0.61;0.89] 0.43 NS
o a < seuil 21 1.5 [0;4.5]
Clivés précoces > seuil 14 2 [1:4] 0.3 NS
, < seuil 21 7 [4;9.5]
Nombre d'embryons ]2 > seuil 14 8 [4:11] 0.62 NS
Nombre d'embryons grade < seuil 21 2 [0.5;3.5] 0.16 NS
1-2a]2 > seuil 14 4 [2;6] '
Nombre moyen de < seuil 20 7.9 [6.8;8.6]
blastomeéres ]p3ar embryon a > seuil 14 8.5 [7:9.6] 0.26 NS
Embryons ]J3 avec < 25% de < seuil 20 5[2;8] 0.43 NS
fragments > seuil 14 7 [4;10] )
< seuil 18 2[0;3]
Nombre de blastocystes > seuil 9 0.5 [0;4] 0.77 NS
Blastocystes/embryons < seuil 16 0.43 [0.25;0.75] 0.54 NS
mis en CP > seuil 8 0.5[0.31;0.71] )
, . < seuil 19 0.37[0.28;0.7]
Taux d'embryons utiles > seuil 10 0.5 [0.33;0.67] 0.6 NS
- < seuil 16 31.25%
Grossesse clinique > seuil 10 509 0.34 NS

hautes d'ADN libre intra-folliculaire

Tableau 12 : comparaison des populations de patientes avec valeurs basses versus valeurs

49



DISCUSSION

50



Nous avons noté dans cette étude une grande variabilité entre les patientes, que 1’on retrouve
fréquemment dans les études relatives a cette population de femmes avec SOPK. Cette
hétérogénéité¢ importante peut expliquer un écart-type élevé : la concentration moyenne en
ADN libre dans les LF était de 8.02 = 14.4 ng/uL, valeur qui semble élevée par rapport aux
moyennes précédemment décrites dans la littérature (13,21,116). La médiane était de 2.42
ng/uL. Cette différence avec les études précédentes peut étre expliquée en partie par la
différence de kit d’extraction utilisé¢ lors de nos dosages. Cependant, Traver et al. (2015) ont
montré des taux d’ADN libre significativement plus élevés en cas d’anomalie de la réserve

ovarienne (SOPK ou IOP) comparativement aux patientes normo-répondeuses (21).

L’étude du bilan de réserve ovarienne est donc particulicrement intéressante dans la
population des patientes avec SOPK. Le CFA fait partie des critéres de Rotterdam définissant
le syndrome, mais plusieurs auteurs souhaitent voir revus ces critéres. En effet, I’amélioration
des techniques échographiques affinant et augmentant ainsi le compte des follicules antraux et
la place désormais incontournable de ’AMH comme marqueur de la réserve ovarienne
menent ces auteurs a proposer de nouveaux critéres de définition de I’ovaire polykystique
morphologique (31,118). Certains travaux ont proposé un seuil a 5 ng/mL pour son
intégration dans la définition (32), seuil que nous avons choisi pour cette variable dans notre
¢tude. Un avis de la HAS (Haute Autorité de Santé) sur 1’évaluation de la pertinence du
dosage de ’AMH en vue de son inscription & la Nomenclature des Actes de Biologie
Médicale a été rendu en juillet 2017 (119). Cet avis n’a cependant pas validé de valeur seuil
d’AMH pour caractériser les ovaires polykystiques morphologiques dans le cadre du

diagnostic du SOPK, montrant la complexité d’établir des consensus pour cette pathologie.

Le dosage de I’ADN libre pourrait présenter un intérét pour affiner le diagnostic, par exemple
en cas de discordance dans le bilan de réserve ovarienne entre le CFA et le taux d’AMH. Ce
marqueur pourrait alors compléter le panel des éléments concourant au diagnostic du SOPK et

aider a nuancer les différents phénotypes du syndrome déja décrits (31).

Pour étudier le lien entre I’ADN libre intra-folliculaire et le SOPK, nous avons choisi deux
approches. Premic¢rement, 1’étude de différentes variables portant sur les données cliniques,
les parametres de stimulation, et les critéres de qualité embryonnaire. L’¢étude des données
cliniques a montré que les patientes ayant un ratio LH/FSH supérieur a 2 avaient des taux
d’ADN libre intra-folliculaires significativement plus élevés que les patientes avec un ratio
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inférieur. L’¢lévation du taux de LH est trés fréquente chez les patientes avec SOPK et
impliquée dans sa physiopathologie. Elle est associée a une diminution relative de la FSH et
donc a une augmentation du ratio LH/FSH, considéré comme un signe d’appel du SOPK bien
qu’il ne s’agisse pas d’un critére recommandé pour le diagnostic du syndrome (2). Cette
différence pourrait indiquer des taux plus élevés chez les patientes présentant un syndrome
plus marqué sur le plan hormonal.

Le surpoids et 1’obésité sont tres fréquemment décrits chez les patientes avec SOPK (120),
dans notre population ’IMC moyen était en effet de 25.2 + 5.4 kg/m”. Il n’a cependant pas été
constaté¢ de différence significative des taux d’ADN libre entre les groupes définis selon
I’IMC. Cependant la petite taille de 1’étude appelle a la réserve dans I’interprétation de ces

résultats.

L’¢étude des données de la stimulation ovarienne a montré que les patientes pour lesquelles la
dose totale de gonadotrophines utilisée au cours de la stimulation était la plus faible (<
1500UI/L) présentaient des taux d’ADN libre intra-folliculaires significativement plus élevés
que les patientes ayant recu des doses plus importantes. Ce méme résultat a ét€¢ montré
lorsque la dose initiale de gonadotrophine était la plus faible (< 150 UI/L), et il n’a pas été
mis en évidence de différence significative en fonction de la durée de stimulation. Ce constat
semble étonnant : les travaux précédents ont montré des taux d’ADN libre plus élevés chez
les patientes ayant recu de fortes doses au cours de la stimulation ou des stimulations de
longue durée (21). De plus, les doses élevées de gonadotrophines administrées entraineraient
une augmentation de I’apoptose des cellules du cumulus dans les follicules (121). Le choix de
la dose de départ de gonadotrophine est établi en fonction du bilan de réserve ovarienne
(CFA, AMH), du contexte clinique et de 'IMC de la patiente. Les femmes avec SOPK ayant
recu les plus faibles doses de gonadotrophines sont donc possiblement celles ayant les plus
fortes réserves ovariennes et donc un syndrome plus marqué. Cela pourrait expliquer les taux
¢levés d’ADN libre constatés, que 1’on n’explique pas dans ce cas par I’effet de la stimulation
hormonale. Ces résultats sont cependant a interpréter avec une grande prudence en raison du
faible nombre de patientes de notre série et de la grande hétérogénéité phénotypique entre les

patientes avec SOPK, avec une réponse variable a la stimulation.

Concernant les premiéres étapes du développement embryonnaire, les patientes ayant eu un

nombre et un ratio de clivages précoces plus important ont présenté des taux d’ADN libre
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plus élevés. Ce résultat semble surprenant et peu interprétable, et n’a pas été associé a
d’autres différences significatives concernant le nombre et la maturité des ovocytes. L’étude
de la suite du développement a montré en revanche que les patientes ayant le moins
d’embryons de bonne qualit¢ (grade 1-2) a J2 présentaient des taux d’ADN libre
significativement plus élevés. Ce résultat semble concordant avec les travaux précédents
ayant montré que les taux élevés d’ADN libre intra-folliculaires étaient significativement
associés a une mauvaise qualité embryonnaire a J2 et a J3 (13,21). En revanche nous n’avons
pas retrouvé cette différence significative concernant le ratio des embryons grade 1-2 a J2 par

rapport au nombre total d’embryons.

Deuxiémement, nous avons comparé les deux groupes de patientes discriminées par le seuil
d’ADN libre établi a partir de la courbe ROC selon la sensibilité et la spécificité a prédire la
grossesse. L’aspect de la courbe ROC ainsi que les valeurs de sensibilité et de spécificité
appellent 12 encore a la réserve dans D’interprétation des résultats qui en sont issus. La
comparaison des patientes présentant des valeurs hautes d’ADN libre intra-folliculaire par
rapport a celles présentant des valeurs basses n’a pas montré de différence significative du
bilan de réserve ovarienne (CFA, AMH), des critéres de nombre et de maturité des ovocytes,
ni de qualité embryonnaire y compris le nombre de blastocystes et le taux de blastulation. En
revanche, la dose totale de gonadotrophines utilisée était retrouvée significativement plus
faible dans le groupe des patientes présentant un taux d’ADN libre élevé, rejoignant nos

résultats précédents.

Ces résultats sont alors a pondérer et peuvent s’expliquer par une population insuffisante dans
notre étude, rendant difficile I’analyse statistique en raison de trop petits échantillons pour
certaines comparaisons. Il existe également des biais, comme la présence éventuelle d’un
facteur masculin pouvant influer sur la fécondation et la qualité embryonnaire. Nous n’avons
cependant pas constaté de taux d’ADN libre significativement différents entre les groupes de
patientes prises en charge en FIVc ou en FIV-ICSI. Il existe également un biais technique
puisque notre étape pré-analytique de pool des liquides folliculaires ne permet pas de savoir
combien de follicules sont évalués lors de I’analyse. De plus, I’interprétation des résultats au-
dela de J3 est a relativiser en raison de la fréquence des transferts précoces a J2 ou le plus
souvent a J3. Les embryons qui présentent la meilleure qualité a ce stade sont sélectionnés
pour le transfert et ne sont donc pas mis en culture prolongée. Ceux-ci ne sont donc pas

toujours les embryons ayant la meilleure cinétique d’évolution et les meilleures
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caractéristiques morphologiques de la cohorte initiale. Le recrutement effectué sur deux
périodes distinctes est a ’origine de 1’utilisation de deux kits d’extraction différents, une
réserve est donc a émettre sur la comparaison des résultats.

Une étude a plus large échelle de type cas-témoins permettrait de conforter et de compléter les

résultats obtenus.

Nos résultats semblent indiquer que les taux élevés d’ADN libre constatés chez les patientes
avec SOPK soient liés au statut de la réserve ovarienne et au syndrome en lui-méme, plus ou
moins marqué sur le plan clinique et biologique. Ce constat est a relier a la physiopathologie
du syndrome.

En effet, le SOPK est associé a une anomalie de la maturation folliculaire conduisant a la
présence d’un nombre €levé de petits follicules pré-antraux (38). Or les travaux de Scalici et
al. (2014) ont démontré une augmentation significative des taux d’ADN libre dans les
follicules de petite taille comparés aux follicules de grande taille (13). Selon cette
observation, les patientes avec SOPK pourraient donc avoir de plus forts taux d’ADN libre
intra-folliculaires en raison de ces nombreux petits follicules.

Une autre ¢tude a démontré chez le rat que des taux élevés d’insuline plasmatique pouvaient
favoriser I’apoptose des cellules de la granulosa (122). L hyperinsulinémie, trés fréquemment
associée au SOPK (29), pourrait donc contribuer a un accroissement des phénomenes
d’apoptose dans les follicules. Les cellules de la granulosa pourraient d’ailleurs étre
impliquées dans la physiopathologie du syndrome, certains génes semblant étre exprimés
différemment dans ces cellules entre des patientes avec SOPK et des patientes témoins (123),
dont celui de I'IGF-R3 (Insuline Like Growth Factor Receptor 3) qui semble plus exprimé
chez les patientes avec SOPK (124). Une récente étude a non seulement confirmé les
précédents résultats en montrant que des taux élevés d’ADN libre étaient associés a une
diminution de la qualit¢é embryonnaire et du taux de grossesse ; mais aussi prouvé qu’ils
induisaient une apoptose accrue des cellules de la granulosa et une augmentation des radicaux
libres dans le LF (116). L’ADN libre intra-folliculaire semble donc étre un marqueur
intéressant de stress ovarien. Une étude récente a montré le lien entre stress oxydatif et SOPK

au cours de la prise en charge en AMP (125).

Nous avons confirmé par cette étude la présence de taux élevés d’ADN libre intra-
folliculaires chez les patientes avec SOPK, significativement associés a un ratio LH/FSH

¢levé et inversement corrélés aux doses de gonadotrophines utilisées. Ces taux sont donc a
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relier probablement a la physiopathologie ainsi qu’a la sévérité clinique et biologique du
syndrome en lui-méme plutoét qu’a I’impact de la stimulation. Nous avons également montré
une association significative avec une mauvaise qualité embryonnaire a J2, déja démontrée

par les précédentes études.
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CONCLUSION
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Le SOPK reste a I’heure actuelle une pathologie complexe, qui impacte les fonctions
reproductrices et métaboliques. L’hypothése fréquente d’une qualité ovocytaire et
embryonnaire altérée chez les patientes qui en sont atteintes n’a pas été étayée par notre revue
de la littérature (126). En effet, nous ne montrons pas de différence probante que ce soit en
termes de morphologie ovocytaire, de qualité ovocytaire ou embryonnaire ou méme d’issues
des tentatives (4,47,126). Néanmoins, la prise en charge de l’infertilit¢ de ces patientes
demeure difficile.

Les taux ¢levés d’ADN libre intra-folliculaire déja décrits dans cette population semblent étre
confirmés par nos résultats (21). Ce marqueur s’inscrit dans le panel des acides nucléiques
circulants, dont 1’intérét dans la prise en charge de I’infertilit¢ a ét¢ démontré (87). L’ADN
libre intra-folliculaire pourrait alors représenter un marqueur non-invasif complémentaire aux
criteres morphologiques actuels pour évaluer la qualité ovocytaire et embryonnaire, dans des
cohortes parfois conséquentes chez ces patientes avec SOPK. Il peut également s’inscrire
comme biomarqueur dans le panel des ¢léments qui concourent au diagnostic du SOPK, lors
d’une difficulté diagnostique ou en cas de discordance entre le CFA et ’AMH.

Enfin, nous avons montré que 1’évaluation de ’ADN libre intra-folliculaire conduit a une
meilleure compréhension de la physiopathologie du SOPK, complexe et multifactorielle (2).
Les acides nucléiques circulants dont ’ADN libre intra-folliculaire constituent donc des
biomarqueurs d’intérét en reproduction humaine (89), dans une évolution vers une prise en

charge personnalisée et adaptée a chaque patiente.
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RESUME

Introduction : Le syndrome des ovaires polykystiques (SOPK) est une pathologie complexe,

multifactorielle et fréquente. La prise en charge de l’infertilit¢ des patientes qui en sont

atteintes est un enjeu majeur.

Objectif de I’étude : Evaluer le dosage de I’ADN libre dans le liquide folliculaire des

patientes présentant un SOPK comme biomarqueur non-invasif prédictif de la qualité

embryonnaire.

Données de la littérature : L’ADN libre, constitué¢ de petits fragments d’ADN double brin,

est utilis¢é comme biomarqueur diagnostique et pronostique en Sant¢ Humaine. En
Reproduction, les taux ¢levés d’ADN libre ont été associés a une mauvaise qualité

embryonnaire et & une diminution des taux de grossesse apres FIV.

Matériels et méthodes : Il s’agit d’une étude prospective monocentrique réalisée au CHU de

Montpellier. 36 patientes porteuses d’un SOPK défini selon les critéres de Rotterdam et
bénéficiant d’une prise en charge en FIV ont été incluses. Les liquides folliculaires d’une
méme patiente ont été poolés, centrifugés puis congelés, et I’ADN libre y a été quantifié par

ALUQPCR.

Résultats : Nous avons constaté des taux élevés d’ADN libre intra-folliculaire. Ces taux sont
significativement plus ¢élevés chez les patientes ayant recu de faibles doses de
gonadotrophines au cours de la stimulation, et lorsque le ratio LH/FSH est supérieur a 2. Ils
sont également significativement associés a une diminution du nombre d’embryons de grade

1-2aJ2.

Conclusion : Les taux d’ADN libre intra-folliculaire semblent plus impactés par les
caractéristiques cliniques et biologiques du SOPK que par la stimulation ovarienne. Ils sont
un marqueur de stress ovarien et contribuent a la compréhension de la physiopathologie du
syndrome. Le dosage de I’ADN libre intra-folliculaire est un marqueur complémentaire
d’évaluation de la qualit¢ ovocytaire et embryonnaire, et peut concourir au diagnostic du
syndrome. Il s’inscrit ainsi dans le panel des acides nucléiques circulants, qui ont montré leur

intérét dans la prise en charge individualisée de I’infertilité.
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