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ABREVIATIONS

AMH : hormone antimiillérienne

AMH-KO : population chez laquelle le géne d'AMH est invalidé
AMH-RI : récepteur spécifique de I’AMH de type |

AMH-RII : récepteur spécifique de I’AMH de type Il

AMP : assistance médicale a la procréation

AMPPD : sel disodique de 3-(2’-spiroadamantane)-4-méthoxy-4-(3"”phosphoryloxy) phényl-1, 2-
dioxétane

CFA : compte de follicules antraux

CLEIA : automate d'immuno-analyse par chimioluminescence

DSD : disorder of sexual differenciation - troubles de la différenciation sexuelle
E2 : cestradiol

ECL : électrochimiluminescence

ELFA : Enzyme Linked Fluorescent Assay

FIV : fécondation in vitro

FSH : hormone folliculo-stimulante

GnRH : hormone de libération des gonadotrophines hypophysaires
HAS : Haute Autorité de Santé

IA : insémination artificielle

IOP : insuffisance ovarienne prématurée

IQR : intervalle interquartile

LH : hormone lutéinisante

Li : Lithium

NABM : nomenclature des actes de biologie médicale

PMA : procréation médicalement assistée

PMDS : syndrome de persistance des canaux miillériens

ROC : courbe ROC - receiver operating characteristic

SCI : survivant d'un cancer infantile

SHSO : syndrome d’hyperstimulation ovarienne

SOC : stimulation ovarienne contrélée

SOPK : syndrome des ovaires polykystiques

TGF : Transforming Growth Factor
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INTRODUCTION

Johannes Peter Miiller (1801 — 1858), physiologiste et anatomiste allemand est
connu pour avoir fait la premiére description des canaux de Mdller en 1830, dans son texte
« Bildungsgeschichte der Genitalien ». Les canaux de Muller constituent avec les canaux de
Wolff, les voies génitales doubles de I'embryon lors du stade indifférencié du développement
de l'appareil génital des mammiferes. Un demi-siecle plus tard, Lillie F. a rapporté le veau
freemartin, le produit de jumeaux hétérosexuels avec un placenta partagé. Ce phénomeéne,
qui a également été reconnu comme un exemple précoce de chimérisme immunologique,
est devenu tout aussi important pour la compréhension de la biologie de la reproduction, car
la femelle de la paire de jumeaux a présenté une régression des canaux de Miller et a été
masculinisée a l'extérieur (1). Ceci est d0 aux hormones masculinisantes produites par les
testicules et véhiculées par voie sanguine jusqu'a I'embryon femelle. On observe alors une

régression mullérienne et une persistance wolffienne.

Plus tard, Alfred Jost a effectué des expériences embryonnaires séminales in vivo
qui ont démontré I'existence de ce qu’il a appelé 'hormone antimillérienne (2) . L’hormone
antimullérienne (AMH), protéine sécrétée par les cellules de la granulosa, constitue un
marqueur quantitatif de la réserve ovarienne. Le dosage de 'hormone antimillérienne tient
une place de premiére importance dans le cadre du bilan de fertilité. Elle permet de vérifier la
réponse a la stimulation ovarienne lors d’une fécondation in vitro (FIV) ou d’'une insémination
artificielle (1A) et de détecter les risques de syndrome d’hyperstimulation ovarienne (SHO).
Elle peut aussi étre utilisée pour prédire 'age de la ménopause et aider au diagnostic du

syndrome des ovaires polykystiques (SOPK).

Initialement étudiée pour son rdle dans la différenciation testiculaire, 'AMH fut
mesurée pour la premiére fois en 1990 (3). Depuis, les techniques ont beaucoup évolué et
trois générations de dosages se sont suivies. La premiére et deuxiéme génération sont des

dosages manuels. L’automatisation est apparue lors de la troisieme génération.

Différents tests de dosage d'AMH existent, proposés par différentes
techniques, mais actuellement nous n’en disposons pas dans notre laboratoire. A présent,
au sein du CHU de Bordeaux, 'AMH est une analyse trés prescrite par les médecins, surtout

dans le service de procréation médicalement assistée (PMA).
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A la faveur de larrivée de l'automate Fujirébio, nous avons voulu observer les
différences de résultats fournis par différentes techniques. Ainsi il m’a été confié le

recrutement et la réalisation de dosages sur 3 systemes analytiques différents.

Dans une premiére partie , nous nous efforcerons de faire une revue de la littérature
sur le role et l'intérét de 'AMH en clinique. Dans une deuxieme partie, nous décrirons I'étude
réalisée dans le laboratoire d’hormonologie au CHU de Bordeaux et la comparaison entre les
résultats obtenus pour les dosages d’AMH, obtenues par trois techniques différentes :
Roche, Biomérieux et Fujirébio.
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PARTIE I:
AMH - physiologie et physiopathologie

La reproduction des mammiféres est contrdlée au niveau du cerveau par une petite
population de neurones spécifiques de [I'hypothalamus qui sécrétent de la GnRH
(gonadotropin releasing hormone, hormone de libération des gonadotrophines
hypophysaires, aussi appelée LHRH, luteinizing hormone releasing hormone). La GnRH est
libérée dans les capillaires du systeme porte hypothalamo-hypophysaire puis véhiculée dans
'hypophyse antérieure ou elle commande la sécrétion des gonadotrophines (4), 'hormone
lutéinisante (LH) et 'hormone folliculo-stimulante (FSH), qui a leur tour, vont réguler I'activité
gonadique (5). Elles sont constituées de deux sous-unités, une sous-unité a qui leur est
commune et une sous-unité B qui est spécifique de chaque hormone et qui sont codées par

des génes distincts (6).

Chez les mammiferes femelles, une partie de I'activité ovarienne est indépendante
des gonadotrophines, a savoir la croissance folliculaire depuis son début jusqu’au stade de
petit follicule antral. De hombreux facteurs interviennent dans ce phénoméne, en particulier

I’hormone anti-mdillerienne (7).

L’hormone anti-muillérienne est une glycoprotéine d’origine gonadique de la famille
du Transforming Growth Factor (TGF)-B. Elle est responsable, chez le feetus male, de la
régression des canaux de Miller qui constituent 'ébauche de l'utérus, des trompes et de la

partie supérieure du vagin, d’ou l'origine de son nom.

I.Généralités sur ’hormone anti-mullérienne

I.1 Historique

L’AMH a été découverte par le francais Alfred Jost au décours de trois expériences
princeps réalisées entre 1947 et 1952. La premiére expérience a consisté a pratiquer une
castration chez des embryons de lapins, alors que leurs gonades étaient au stade
indifférencié. Un développement de I'appareil génital dans le sens féminin a été observé

chez tous les lapins castrés quel que soit le sexe génétique. Suite a cette expérience, il
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conclut que les testicules sont indispensables au développement du phénotype méle. Dans
un deuxiéme temps, il a greffé un testicule foetal chez un foetus femelle de lapine et a
observé un développement de type méale, avec une régression des canaux de Miller, au
huitieme jour. Cette expérience prouve que le testicule sécréete des substances
« masculinisantes ». Cependant, lors de [limplantation d’'un cristal de testostérone a
proximité d’'un ovaire de foetus femelle de lapine, une persistance des canaux de Wolff et de
Muller a été observée. La testostérone seule ne permet donc pas la régression des canaux
de Miller. Cette régression serait due a une autre substance intratesticulaire. Ainsi est née

cette nouvelle hormone.

En 1969, Régine Picon a mis au point une technique pour doser cette substance,
appelée hormone anti-mullérienne puis en 1972, Nathalie Josso a mis en évidence sa
structure moléculaire (8). L’hormone sera ensuite purifiée en 1984 a partir de testicules de
foetus bovin grace a des techniques d'immunochromatographie. Enfin, son géne est
séquencé par Richard Cate a Boston en 1986 puis cloné par Jean-Yves Picard a Paris . Plus
récemment, en 1994, les voies de signalisation de 'AMH ont été explorées et le récepteur de
type Il de TAMH a été cloné (9).

1.2 Structure

Le géne de 'AMH comporte 2,75kbp et se divise en cing exons. Il se situe sur le
bras court du chromosome 19. Il code pour un précurseur, la prépro-AMH . Un clivage
protéolytique entraine la formation d’une protéine homodimérique de 110kDA en N-terminal
et d’'une autre de 25kDA en C-terminal. La section N-terminale a pour role de potentialiser

I'activité du fragment en C-terminal qui, lui, sera biologiquement actif (10).

L'action de 'AMH est liée a deux types de récepteurs, présents dans les cellules
mésenchymateuses: le récepteur de type | (AMH-RI), dont le poids moléculaire est de 55-60
kDa et est aussi connu comme « activin receptor-like kinase », et le récepteur de type Il

(AMH-RII), dont le poids moléculaire est plus important que celui du récepteur de type | (11).

L'AMH n'a pas d’affinité directe avec 'AMH-RI; elle se lie a son récepteur spécifique
de type Il, AMH-RIIl. Cette liaison au récepteur de type Il permet la formation d'un grand
complexe composé du dimére de la protéine AMH, deux particules d'AMH-RI et deux d’AMH-
RIl. Cette combinaison induit la phosphorylation de la tyrosine de I'AMH-RI et conduit a
d'autres réactions au cours desquelles le complexe protéique SMAD (protéines impliquées
dans la transduction du signal dans la cellule apres l'activation du récepteur TGF-B) est

transporté vers le noyau ou il régule la transcription de certains genes (Figure 1) (12).
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Figure 1. Représentation schématique de la structure d’AMH et de son mécanisme
d’action au niveau cellulaire (12)

1.3 Synthese

Chez la femme, 'AMH est sécrétée par les cellules de la granulosa des follicules
ovariens primaires, pré-antraux et antraux précoces, a partir de la 36™ semaine de vie intra-

utérine jusqu’a la ménopause.

Approximativement 60 % de I’AMH circulante proviendrait des follicules entre 5,1 et
8 mm, les follicules inférieurs ou égaux a 5 mm ne contribueraient pas plus que 25 % et ceux

supérieurs a 8 mm entre 15 et 20% (13).

Chez I'homme, 'AMH est sécrétée dans les testicules par les cellules de Sertoli, dés

la différenciation sexuelle embryonnaire.

L’AMH serait donc potentiellement un indicateur de la présence testiculaire chez le

garcon et de la fonction ovarienne chez la femme.
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1.4 Embryogenese

Chez les mammiféres males, TAMH empéche le développement des canaux de
Muller dans l'utérus et d’autres structures miullériennes. (14) L’effet est ipsilatéral - chaque
testicules supprime le développement millérien seulement de son cété. Chez ’'homme, cette
action se déroule pendant les 8 premiéres semaines de gestation (15). Si aucune hormone
n’est produite a partir des gonades, les canaux de Muller se développent automatiquement,
tandis que les canaux de Wolff, qui sont responsables des parties reproductrices males,

régressent automatiquement (16).

1.5 Mécanisme d’action de ’AMH

L’AMH agit en interagissant avec des récepteurs spécifiques sur les surfaces des
cellules des tissus cibles (récepteurs de I'hormone anti-mdlleriene). L’effet le plus connu et le
plus spécifique, médié par les récepteurs de type Il de 'AMH, comprend la mort cellulaire
programmeée (apoptose) du tissu cible (les canaux de Miller du feetus). L'AMH est le seul
ligand connu d’AMH-RII, ce qui suggere que les tissus qui expriment ce récepteur sont trés
probablement les tissus-cibles de 'AMH (17). A partir des années 2000, différents travaux
ont relaté la présence du récepteur AMH-RII hors des gonades et notamment dans d’autres
organes de la reproduction (glande mammaire, utérus et prostate) mais aussi dans le
poumon fcetal et le cerveau. L’AMH-RII est en particulier exprimé dans les motoneurones de

la moelle épiniére, le cortex cérébral et 'hypothalamus, chez la souris (7).

Le role physiologique de 'AMH dans ces différents organes demeure mal connu.
Elle pourrait contribuer au dimorphisme sexuel du développement cérébral. Ainsi, il a été
rapporté que l'invalidation du géne codant 'AMH chez la souris male est associée a une

féminisation partielle du comportement d’exploration (18).

Catteau-Jonard et al. ont étudié I'expression de la protéine AMH-RIl par
immunohistochimie dans le cerveau des souris en age de procréer (90 jours aprées la
naissance). lls ont observé que les cellules immunoréactives pour 'AMH-RII sont distribuées
dans l'hippocampe ainsi que dans les neurones hypothalamiques, libérant la GnRH qui
contrdle la fonction de reproduction. lls ont de plus trouvé que I'AMH-RII était exprimé dans
les neurones a GnRH de foetus humains. Chez les sujets adultes murins et humains, une
approche par double immunomarquage révéle que 'AMH-RII continue a étre exprimé par

plus de 50 % des neurones & GnRH de la région pré-optique hypothalamique (19).
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[.6 Roledel’AMH

1.6.1 Role de ’'AMH dans la différenciation sexuelle

Le réle de I'hormone dans la différenciation sexuelle a été mis en évidence
initialement par les expériences de Jost. Par la suite, ces données ont été confirmées grace
a des modeles de souris transgéniques, d’'une part, et, d’autre part, par 'analyse de patients

présentant des troubles de la différenciation sexuelle (8).

Les souris transgéniques surexprimant 'AMH humaine ont une régression des
dérivés millériens avec une absence d’utérus et de vagin car ces organes dégénérent (8).
En pathologie, le syndrome de persistance des canaux millériens (PMDS), c’est-a-dire
I'existence chez un homme virilisé d’'un utérus et/ou de trompes, est associée a une mutation
perte de fonction de 'AMH ou du récepteur de type Il. Ce syndrome illustre a nouveau le réle

de 'AMH dans le processus de différenciation des organes génitaux internes (20).

1.6.2 Role de 'AMH chez ’homme

Dans le sexe masculin, TAMH est sécrétée par les cellules de Sertoli immatures du
testicule embryonnaire lors de la vie intra-utérine, des huit semaines de vie intra-utérine, et
provoque une destruction irréversible des canaux de Miller, étape initiale de 'organogenése
du tractus génital. L’AMH s’éléve ensuite rapidement aprés la naissance avec un pic a trois a
six mois puis le taux se stabilise et perdure jusqu’a la puberté (1). A cette période, TAMH est
inhibée par la production de testostérone par les cellules de Leydig et dans une moindre
mesure, par I'entrée en méiose des spermatocytes. Apres la puberté, I'AMH continue a étre
exprimée dans les tubes séminiféres par les cellules de Sertoli, en quantité beaucoup plus
faible (13).

i
- \ Testostérone intra testiculaire
v Tyw
Foetus Pré-puberté Puberté Aduite

Figure 2. Variation du taux de testostérone intratesticulaire et de 'AMH
plasmatique au cours de la vie. D’aprés Rodolpho Rey (8)
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En fait, plus précisément, le taux diminue juste avant la puberté pour atteindre une

valeur entre 2 et 5 ng/mL qui se maintient pendant la vie adulte (Figure 2) (1).

A la puberté, la polarité des cellules de Sertoli se modifie avec la formation de la
barriére hématotesticulaire et I'apparition de jonctions serrées entre les cellules de Sertoli. La
sécrétion d’AMH devient alors luminale et non plus basale. On obtient alors une
concentration plasmatique qui diminue au profit de celle du liquide séminal (10). Par
conséquent, '/AMH est un marqueur utile de la fonction testiculaire chez les garcons
prépubére. Son taux permet de déterminer I'existence de tissu testiculaire quand les
gonades ne sont pas palpables et d’orienter le diagnostic lors d’'une ambiguité sexuelle, mais
également de faciliter le diagnostic de troubles de la différenciation sexuelle, ou disorder of
sexual differenciation (DSD) (1).

Chez ladulte de sexe masculin, le role de 'AMH est mal connu. Elle pourrait
présenter un intérét en clinique chez des patients ayant une azoospermie de cause non
obstructive. Fénichel et al. ont montré en 1999 que I'AMH pourrait prédire le résultat de la
biopsie testiculaire chez des patients présentant une azoospermie non obstructive. En effet,
la présence d'un taux bas d’AMH dans le liquide séminal serait corrélée a un nombre

moindre de spermatozoides lors de la biopsie testiculaire (21).

Régulation du taux d’AMH chez 'homme

Plusieurs facteurs semblent intervenir dans la régulation de 'AMH chez I’homme.
Le premier est la FSH qui entraine une prolifération des cellules de Sertoli et donc une
augmentation de 'AMH. Le deuxiéme facteur serait le taux de testostérone intra testiculaire.
En effet, 'augmentation de la concentration de testostérone intra testiculaire durant la
puberté est corrélée a la diminution de 'AMH. Les androgénes semblent exercer une
régulation négative sur ’AMH, notamment en intra testiculaire. Il est admis aujourd’hui que la
baisse du taux dAMH est le reflet de I'élévation de la concentration intra testiculaire des
androgénes et non celle de la concentration plasmatique en testostérone (10). Une étude a
été menée chez des patients présentant un hypogonadisme hypogonadotrophique, patients
gui ne sécrétent ni gonadotrophines ni testostérone. J. Young et al. ont administré a ces
patients de la FSH recombinante (FSHrc) puis une association de FSHrc et de
gonadotropine humaine (hCG) (22). Dans ce cas, la FSH stimule la production d’AMH dans

le testicule prépubere (23).
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.6.2.2 Concentration sériques de 'AMH et fertilité chez 'homme

Aksglaede et al. ont mené une étude sur la qualité du sperme chez des jeunes
hommes en bonne santé. Tous les participants ont fourni un échantillon de sperme et un
échantillon de sang. On n’a rapporté aucune association entre la concentration sérique
d'AMH et la qualité du sperme, a l'exception d'une association inverse significative entre
AMH sérique et le pourcentage de spermatozoides morphologiquement normaux. La
concentration sérique d'’AMH était associée positivement a la concentration sérique
d'inhibine B et négativement associée a la concentration sérique de FSH. Les résultats
indiquent donc une association positive entre 'AMH et la fonction des cellules de Sertoli et
suggérent que I'AMH sérique pourrait étre un marqueur endocrine de la
spermatogenése, bien que cela ne se reflete pas directement dans la qualité du sperme
(24).

Plus récemment, Andersen et al. ont mis en évidence une corrélation positive
significative entre 'AMH totale dans le plasma séminal et la concentration de sperme, le
nombre total de spermatozoides, la motilité totale des spermatozoides et la motilité
progressive des spermatozoides. Par contre il n'y a aucune association entre I'AMH
séminale et la morphologie normale (25). Cependant, certains hommes présentant une
concentration séminale d'AMH faible ou indétectable avaient des concentrations de sperme
supérieures a 15 millions/mL, ce qui indique que I'AMH peut ne pas étre prédictif de la

gualité du sperme au moins a de faibles concentrations d'AMH.

D’autres études sont nécessaires pour déterminer si l'association inverse entre
I’AMH sérique et la morphologie des spermatozoides est directe ou si elle est causée par un

deuxiéme facteur associé a ’AMH (24).

1.6.3 Role de ’AMH chez la femme

.6.3.1 Physiologie ovarienne

Dans l'ovaire, les follicules apparaissent chez le foetus au quatrieme mois de
grossesse, avec une réserve folliculaire a la naissance, constituée de 530 000 a 950 000
follicules. Avec le vieillissement, la réserve s’amenuise pour ne contenir qu’'environ
200000 follicules a I'age de 20 ans et moins de 20 000 a 40 ans. Le mécanisme principal est
une involution par apoptose des petits follicules. La croissance folliculaire comporte plusieurs

étapes (Figure 3).
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Figure 3. Structure de I'ovaire et croissance folliculaire.
D’aprés Pearson Education, 2011

La phase initiale consiste en l'entrée en croissance de follicules de maniére
permanente, de la vie intra-utérine a la ménopause. Au sein du pool de follicules de réserve,
la majorité de ces follicules sont quiescents et une minorité rentre en croissance a chaque
cycle en donnant naissance a des cohortes folliculaires. Cette entrée en croissance se fait
par vague a tout moment du cycle, il s’agit de la vague de croissance folliculaire. Une seule
vague par cycle produira un follicule ovulatoire. La phase de quiescence,
gonadoindépendante, est régulée par plusieurs systémes: systeme des IGFs, AMH,
systéme inhibine-activine, systéme des interleukines ainsi que les systemes des EGF, TGF
et VEGF.

La deuxiéme étape permet la croissance folliculaire basale. Les follicules vont

augmenter de taille pour devenir sélectionnables.

Enfin, la derniére étape est I'étape de maturation du follicule dominant qui aura été

préalablement sélectionné (26).

Les follicules sont continuellement recrutés dans le pool de follicules quiescents —
recrutement folliculaire initial et commencent a exprimer 'AMH et l'inhibine B. Aprés la
puberté, a chaque nouveau cycle, un nombre limité de follicules est sélectionné dans ce
bassin de petits follicules en croissance sous l'influence de la FSH, ce que 'on appelle le
recrutement cyclique. A partir de cette cohorte de follicules croissants, un follicule est choisi

pour la domination et ovule sous linfluence de la LH (Figure 4) (27). La majorité des
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follicules en croissance est enlevée par l'atrésie, un processus apoptotique hormonocontrolé.
Il est par ailleurs & noter que les follicules atrétiques n’expriment pas 'AMH (28). Afin de
sauver les follicules de l'atrésie, les niveaux de FSH doivent s'élever a une concentration
seuil pour permettre la sélection FSH-dépendante d'un nombre limité de follicules. En
conséquence du déclin continu des follicules primordiaux tout au long de la vie reproductrice,
le nombre de follicules croissants diminue également. On observe une augmentation
progressive de son expression entre la naissance et la puberté (29). Par la suite, I'inhibine B
sérique et les niveaux d'estradiol diminuent et entraine par rétrocontrble négatif I'élévation

ménopausique caractéristique de la FSH et dans une moindre mesure de la LH (30).
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Figure 4. La folliculogénése ; d’aprés Viser et al. 2012 (30)
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Réle de 'AMH dans la physiologie ovarienne

Le role de 'AMH chez la femme est de réguler négativement la transition des
follicules primordiaux vers les follicules primaires (31) et de protéger les follicules en
croissance d’'une maturation prématurée, en s’opposant aux effets de la FSH (32). La
sécrétion dAMH par les cellules de la granulosa, s’initie dans la période périnatale et
perdure jusqu’a la ménopause, période a laquelle les concentrations dAMH deviennent
indétectable (33).

L’AMH est exprimée dans une concentration importante et homogéne par les
follicules préantraux et les petits follicules antraux (4 & 6mm). En revanche elle n’est pas
secrétée par les follicules de réserve. Le taux d’AMH est donc fortement corrélé au nombre
de follicules antraux et pré-antraux en croissance, qui est lui-méme proportionnel au nombre
de follicules primordiaux quiescents.

Elle diminue au fil de la croissance folliculaire et disparait au stade de croissance
folliculaire « FSH dépendante », c'est-a-dire au moment ou les follicules deviennent
sélectionnables. L’AMH est donc exprimée au sein des follicules qui ont été recrutés mais
non sélectionnés. Elle régule ainsi le recrutement folliculaire et joue un réle dans le maintien
du pool de follicules primordiaux. Elle régule également le processus de croissance
folliculaire en diminuant la sensibilité a la FSH par réduction de I'expression de I'aromatase

et du nombre de récepteurs a la LH des cellules de la granulosa (Figure 5) (34).

L’analyse des ovaires de souris femelles dont le géne de 'AMH a été invalidé
(AMH-KO), a révélé que I'AMH inhibe le recrutement initial de follicules ainsi que la phase de
sélection folliculaire FSH-dépendante. En l'absence d'AMH, les follicules primordiaux sont
recrutés a un rythme plus rapide que la normale, ce qui a entrainé la présence de deux a
trois fois plus de follicules en croissance, et nettement moins de follicules primordiaux a 4
mois par rapport aux souris de type sauvage. En conséquence de ce taux de recrutement
accru, les ovaires des souris AMH-KO cessent leur fonction ovarienne plus tot que ceux des
souris de type sauvage. Les ovaires de souris AMH-KO agées de 13 mois étaient presque
dépourvus de follicules primordiaux, alors que les ovaires de souris de type sauvage du

méme age contenaient encore des follicules (30).
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Figure 5. Action régulatrice de I’AMH sur I'ovaire (28)

(1) PAMH inhibe le recrutement initial et (2) 'AMH inhibe I'effet stimulateur de la FSH sur la

croissance des follicules préantraux et antraux

In vitro, les follicules ont une sensibilité accrue a la FSH en I'absence d’AMH, et in
vivo, les souris AMH-KO traités par antagoniste du GnRH et FSH ont plus de follicules en
croissance que les souris sauvages (35). En l'absence d'’AMH, le recrutement cyclique de
petits follicules antraux a été augmenté en dépit d'une hausse de la FSH (36). Cette
sensibilité accrue des follicules a 'FSH a également eu comme conséquence la sélection
des grands follicules préantraux, qui normalement ne sont pas sensibles au recrutement
cycligue (30).

L'effet inhibiteur de I'AMH sur le recrutement primordial de follicules a été confirmé
utilisant des systémes de culture ovarienne in vitro ou des expériences ovariennes de greffe

dans plusieurs espéces, y compris des humains (37).

Yan et al. ont mené une étude chez des femmes agées de 26 a 41 ans qui ont fait
don de petits spécimens de biopsie corticale ovarienne, lors des examens gynécologiques
de routine ou laparoscopies gynécologiques. Les morceaux de tissus étaient soit directement
fixés pour les analyses histologiques (contrdle non cultivé au jour 0) ou placés dans des
inserts de culture de tissus pendant 7 jours, cultures paralléles du méme spécimen de
biopsie (37). Les inserts de culture de tissus ont été recouverts de 100 ul de facteur réduit de
croissance de la matrice extracellulaire. Les suppléments complémentaires étaient de la
FSH humaine recombinante, de [linsuline, transferrine, sélénite de sodium et 0,5%
d'antibiotiques/solution antimycosiques. Pour tester la dose-réponse a I'’AMH, on a ajouté de
FAMH recombinante de souris (rfAMH) aux milieux de culture, a quatre concentrations
différentes: 10, 30 et 100 ng/mL. Deux milieux de contréle ne contenant pas d’AMH ont été

inclus dans les cultures.
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Les cellules ont été analysées aprés coloration a 'hématoxyline et a I'éosine. Les
follicules ont été comptés et classés selon leurs états de développement. Les follicules
contenant une seule couche de cellules de granulosa aplatie ont été considérés comme
primordiaux, ceux ayant les cellules granuleuses cuboides en une seule couche ont été
identifiés comme primaires et ceux ayant deux ou plusieurs couches de cellules granuleuses

cubiques, classés comme secondaires.

Les proportions moyennes des stades de développement des follicules ont
considérablement changé au cours de la période de culture de 7 jours pour la plupart des
groupes par rapport aux tissus témoins frais non cultivés . Par rapport aux contréles non
cultivés, tous les tissus cultivés, a I'exception de ceux contenant 100 ng/mL d’AMH, avait

significativement moins de follicules primordiaux (Figure 6 et 7) (37).
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Figure 6. Proportions de follicules viables aux niveaux primordial, primaire et stades
secondaires de développement

Figure 7. Vue histologique typique du tissu ovarien

Milieu témoin (2A) ou en présence de 100 ng/mL d’AMH (2B) ; PO, primordial; P1, primaire;
P2, secondaire et A, follicule atrétique a un grossissement de 200 (37).
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En conclusion '/AMH régule négativement la transition des follicules primordiaux
vers les follicules primaires et donc protége les follicules en croissance d’une maturation

prématurée, en s’opposant aux effets de la FSH.

1.7 Variations des concentrations d’AMH
1.7.1  AMH en fonction de I'age

La premiére méta-analyse, publiée en 2011 par Kelsey et al., portait sur 3 000

dosages d’AMH sérique chez des femmes agées de 0,3 a 51,3 ans (38).

Les auteurs ont établi un nomogramme de 'AMH en fonction de I'dge qui décrivait
une augmentation de cette hormone pendant les premiers mois de la vie, suivie d’'une bréve
chute qui précéde une ré-augmentation qui ne se fera qu’apres I'age de deux ans (Figure 8)
(20). Ces variations pendant les premiers mois de la vie seraient liées a I'existence d’'une
mini-puberté chez la petite fille en période néonatale (39). Ce phénomeéne correspond a une
activation de I'axe hypothalamo-hypophysogonadique qui induit une augmentation transitoire

des gonadotrophines (29).

Enfin, la majorité des études rapporte un pic dAMH chez la femme entre 16 et 25
ans, puis une baisse de concentration progressive jusqu’'a la ménopause (40) . Cette
diminution refléte la perte progressive du pool de follicules primordiaux et le déclin des
fonctions reproductives (41). Plusieurs études ont par ailleurs montré la capacité de 'AMH a

prédire la transition vers la ménopause (42).
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Figure 8. Variation physiologique de ’AMH en fonction de I’age (29)
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1.7.2 AMH et facteurs environnementaux

Les variations de 'AMH au cours de la vie sont également liées au mode de vie et
aux certains facteurs exogenes. Ainsi dans une étude chez plus de 2000 femmes, Dolleman
et al. observent une diminution du taux d’AMH chez les femmes sous contraception oestro-
progestative, chez les fumeuses, lors de la grossesse (43), ou lors d’hypogonadisme
hypogonadotrophique ou les concentrations seraient environ 20% plus basses (44). Le
mécanisme physiopathologique sous-jacent serait une diminution de la masse des cellules
de la granulosa productrices d’AMH en rapport avec I'effondrement de la FSH induit par les
oestro-progestatifs (45) (Figure 9). Cette diminution semble réversible aprés l'arrét de la

pilule, du tabac et en post-partum.
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Figure 9. Effet de la FSH sur la croissance des follicules et sur la sécrétion
d’AMH dans l'ovaire, avec ou sans utilisation de la pilule contraceptive
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La consommation de tabac a un impact connu sur la réserve ovarienne en
accélérant la déplétion folliculaire (46). Cependant, des effets contradictoires ont été
rapportés concernant la relation entre le tabac et 'AMH, certains auteurs constatant une

diminution de 'AMH avec le tabac (47) alors que d’autres n’observent aucune variation (48).

Les concentrations physiologiques d’AMH pourraient également varier en fonction
des ethnies. En effet, deux études ont observé des valeurs d’AMH sériques 25 % plus
basses pour une méme tranche d’age, chez les femmes hispaniques et noires
comparativement aux caucasiennes. En outre, un pourcentage assez inattendu d’AMH a des
taux indétectables a été observé chez des femmes noires jeunes, et ce malgré la
persistance de cycles réguliers. Ces données suggéreraient que, dans des populations
spécifiques, la mesure de 'AMH pourrait ne pas étre fiable pour prédire la réserve ovarienne
(44).

1.7.3 AMH au cours du cycle menstruel

Iy a des nombreuses études qui rapportent des variations intra-individuelle d’AMH
sérigue au cours du cycle menstruel. Une large majorité indique néanmoins une
remarquable stabilité inter-cycle et intra-cycle de 'AMH (49), ce qui n’est pas le cas des
autres marqueurs hormonaux usuels du statut folliculaire ovarien (FSH, estradiol, inhibine B)
(44).

Cette spécificité s’explique vraisemblablement par le fait que 'AMH est produite par
un large éventail de follicules, avec une sécrétion qui s’amenuise lorsque le diametre
folliculaire dépasse 8 mm. Ainsi, les taux d'AMH ne sont pas influencés par le
développement du follicule dominant, et la mesure de cette hormone quelle que soit la phase
du cycle menstruel, donne une information sur le nombre de petits follicules antraux

disponibles pour le recrutement folliculaire cyclique (29).

Par ailleurs, il est important de noter que, bien que I’AMH soit un marqueur pertinent
du statut folliculaire ovarien, son dosage sérique n’est en aucun cas prédictif de la fertilité

naturelle (50) ou médicalement assistée (51).
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II.Dosages de ’'AMH

II.1 Méthodes de dosage
I1.1.1 Milieux biologiques

Un dosage d’AMH peut étre réalisé dans trois milieux biologiques : le sérum
sanguin, qui constitue le milieu de dosage de référence, le liquide folliculaire ovarien et le

liquide séminal (52).

Initialement étudiée pour son rdle dans la différenciation testiculaire, TAMH fut
mesurée pour la premiere fois en 1990. De ce fait, les trois premiers tests développés, par
Baker et al., Hudson et al. et Josso et al., avaient pour but de mesurer 'AMH sérique en tant
que marqueur de la fonction testiculaire pendant I'enfance (3). Depuis, les techniques ont
beaucoup évolué et trois générations de dosages se sont succédées. La premiére et
deuxiéme génération sont des dosages manuels. L’automatisation fait apparaitre les tests

dits de troisieme génération (52).

I.1.2 Les techniques de dosage

1.1.2.1  Premiere génération

La premiére techniqgue commercialisée fut celle développée par Josso et al.. Cette
technique de type ELISA ultrasensible, connue internationalement sous le nhom de kit 10T
AMH, et sous le nom de kit EIA AMH/MIS en France, est disponible dans le commerce

depuis 1997 grace a la société Beckman Coulter (3).

L’utilisation plus fréquente du dosage de 'AMH chez les femmes en &ge de procréer
dans les années 2000 impulsa le développement d’'une technique de dosage type ELISA
supplémentaire commercialisée depuis 2004 par Diagnostic System Lab (Webster, Texas,
USA), le kit DSL (3).

Ces deux dosages ont été congus avec deux anticorps différents et avec différents
standards (53). Par conséquent, les valeurs obtenues différaient sensiblement, le kit 10T
donnant des concentrations d'AMH 30 % plus élevées dans la plupart des cas (54), ce qui
posait encore plus de problémes étant le fait que les valeurs de référence n’étaient pas les

mémes.
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[1.1.2.2 Deuxiéeme génération

Aprés avoir acquis Diagnostic Systems Lab en 2005, Beckman Coulter a développé
la premiére technique de dosage de deuxiéme génération, 'AMH Gen Il ELISA,
commercialisée a partir de 2009. Le kit AMH Gen Il (aussi appelé kit AMH Gen Il original)
utilisait I'anticorps du kit DSL et les standards du kit IOT. Cette trousse était commercialisée
en Europe et aux Etats-Unis. Les divergences observées entre les kits de premiére
génération et le kit AMH Gen Il ont entrainé le retrait de ce dernier du marché en juillet 2013
suivi par l'introduction du kit AMH Gen Il modifié en aolt 2013 (55). La nouveauté de ce kit
modifié était basée sur le mélange préliminaire du calibrateur, du contr6le ou du sérum et du
tampon échantillon sur la plague ELISA au lieu d'une étape séquentielle comme dans le kit
original (52).

Deux nouveaux kits de deuxiéme génération ont été mis en vente par AnshLabs
(Webster, Texas, USA): le kit AnshLabs Ultrasensible AMH/MIS ELISA mis en vente en 2012
et le kit AnshLabs picoAMH ELISA en 2013 (56).

[1.1.2.3 Troisieme génération

C’est a partir de 2014 qu’apparaissent les premiers tests automatisés pour les
dosages d’AMH. Les tests deviennent accessibles dans la gamme ACCESS de Beckman
Coulter et ELECSYS AMH chez Roche Diagnostics. Ces deux kits utilisent I'anticorps du kit
AMH Gen Il. Le kit ACCESS est un dosage en sandwich avec chimiluminescence. Le kit

ELECSYS utilise une technique par électrochimiluminescence (ECLIA) (52).

D’aprés I'analyse de la littérature, actuellement, ces trois générations sont présentes
sur le marché. Les kits EIA AMH/MIS2, AMH Gen Il, AnshLabs AMH/MIS, AnshLabs
picoAMH, ACCESS AMH et ELECSYS AMH sont commercialisés et bénéficient du
marquage CE (52).

Les tests de dosage d’AMH automatisés ont de meilleures performances pré-
analytiques et analytiques que les tests manuels. En absence de standard international,

l'interprétation des valeurs d’AMH doit étre réalisée en fonction de la technique utilisée (52).

I.2 Valeurs de référence

En l'absence de standard international disponible et du fait de calibrations
différentes, les résultats obtenus par les différentes techniques de dosage ne sont pas

identiques. Les valeurs seuil publiées dans la littérature jusqu’a ce jour sont donc technique-
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dépendantes. Les conseils nationaux professionnels médicaux insistent fermement sur la
nécessité de mettre en place un standard international afin de faciliter le développement de
valeurs de référence, diminuer la variabilité inter-laboratoire et le cout di aux dosages
répétés ainsi que pour améliorer la sécurité des patients en évitant la mauvaise estimation

des valeurs.

Enfin, le Conseil national professionnel de biologie médicale recommande
d’exprimer les résultats du dosage de 'AMH dans les deux unités (ng/mL et pmol/L) qui
peuvent étre utilisées et conseille de se reporter aux préconisations du fournisseur de la
trousse de dosage pour les conditions préanalytiques et analytiques a respecter, ainsi que

d’interpréter les valeurs selon la technique de dosage utilisée (52).

I[IL.Intéréts cliniques de ’AMH

II1.1 Intérét chez la femme

L’Observatoire épidémiologique de la fertilité en France (Obseff) a estimé que 12
mois aprés le début d’'une période sans contraception, 24% des couples n’avaient pas

obtenu de grossesse ni repris de contraception (57).

Il est admis aujourd’hui que 'AMH doive entrer dans tous les bilans biologiques
d’exploration de linfertilité, étant considérée comme le meilleur marqueur biologique pour
évaluer la réserve ovarienne (3)(58). Son dosage est trés utilisé en assistance médicale a la

procréation car le taux d’AMH plasmatique refléte le nombre de follicules en croissance (59).

II1.1.1 AMH et grossesse

[I1.1.1.1 Réserve ovarienne et réponse a la stimulation

L’évaluation de la réserve ovarienne est considérée comme un parametre important
dans le bilan de fertilité des femmes. Elle est représentée par le stock de follicules
primordiaux. De plus, elle est corrélée au nombre d’ovocytes qui pourront étre recueillis.
L’age est un marqueur incontournable dans I'’évaluation de la réserve ovarienne en raison du

vieillissement physiologique.

Un certain nombre de marqueurs hormonaux tels que la FSH, I'E2 et l'inhibine B ont
aussi été identifiés comme marqueurs de la réserve ovarienne (60) pour la prédiction d’'une

réponse a la stimulation. Cependant, ces mesures présentent une valeur prédictive limitée
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souvent parce qu’elles sont des mesures indirectes de la réserve ovarienne (FSH et E2), ou
ont une variabilité inter-cycles substantielle (FSH) ou encore présentent une grande
variabilité intra-cycle (FSH, E2, inhibine B) (60).

Le compte de follicules antraux entre 2 et 10 mm visibles en échographie pelvienne
est également largement utilisé comme marqueur de la réserve ovarienne. Le nombre de
follicules antraux au 3™ jour posséde une valeur prédictive des réponses ovariennes faible
et excessive. |l s’agit d’'une procédure non invasive, simple et avec des résultats immédiats.
Toutefois, la valeur prédictive de la réponse ovarienne du CFA peut étre diminuée compte
tenu du caractére opérateur-dépendant (détermination subjective, différences de formation,
de méthodologie utilisée). A cela s’ajoute les différences de technologie en termes de
résolution des ultrasons. De plus, le CFA aurait tendance a surestimer le nombre de
follicules antraux car il prendrait en compte aussi les follicules atrétiques visibles. Enfin, la
valeur prédictive serait diminuée chez les femmes obéses et en surpoids chez lesquelles les

performances de I'échographie sont diminuées (61).

L’AMH est considérée aujourd’hui comme le meilleur marqueur biologique pour
évaluer la réserve ovarienne car le taux d’AMH plasmatique reflete le nombre de follicules en
croissance pré-antraux et antraux dans les ovaires, ayant I'avantage d’étre stable au cours
du cycle menstruel (Figure 10) (60).
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Figure 10. AMH et compte de follicules antraux ; d’aprés Dewailly et al. 2014 (3)
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En France, il est estimé qu’environ un couple sur cinq en age de procréer consulte
un professionnel de la fertilité, 140 000 femmes/an font appel a la procréation médicalement
assistée dont 60 000 effectuent une fécondation in vitro (52). L’induction de I'ovulation et les
techniques d'assistance médicale a la procréation (AMP) sont destinées avant tout a

remédier a ces problémes d’infertilité dans un couple.

L'induction de l'ovulation stricto sensu (induction mono-ou pauci-folliculaire) désigne
la pratigue médicale qui consiste a stimuler la croissance et la maturation folliculaire pour
permettre l'ovulation d'un ou quelques follicules chez une femme qui n'ovule pas
normalement (ovulation mono-ou pauci-folliculaire). Ce traitement est indiqué dans le cas
d’infertilité par anomalie de l'ovulation chez la femme afin d'obtenir une grossesse mono-

foetale évolutive.

L’induction mono-ou pauci-folliculaire est également utilisée pour linsémination
intra-utérine. L’induction pluri-folliculaire, quant a elle, maintient la croissance de la cohorte
folliculaire (naturellement) recrutée pour obtenir un maximum de follicules pré-ovulatoires et
par conséquent d’ovocytes fécondables. L’induction pluri-folliculaire est réservée a la
fécondation in vitro (FIV) car c’est la seule technique d’AMP qui permet de mattriser le risque

de grossesse multiple en limitant le nombre d’embryons transférés.

La signification de la réserve ovarienne est importante surtout parce qu’elle permet

de prédire les cas extrémes de réponse a la stimulation ovarienne.

Une réponse ovarienne faible correspond a la non-obtention du nombre d’ovocytes
appropriés pour un pronostic favorable (e.g.< 3 ovocytes dans le cas d’'une patiente soumise
a une stimulation hormonale conventionnelle avant FIV) (62). Les patientes risquant ne pas
répondre suffisamment a la stimulation ont des chances de grossesse plus faibles. La

prédiction d’'une réponse ovarienne faible est vitale pour pouvoir conseiller les couples.

Une réponse ovarienne excessive exposant les patientes au syndrome

d’hyperstimulation ovarienne (SHSO).

Le SHSO est une complication potentiellement grave de la stimulation ovarienne. Le
SHSO est cliniguement caractérisé par une distension abdominale en raison de
laugmentation du volume ovarien avec une augmentation soudaine de la perméabilité
vasculaire, ce qui entraine une extravasation des liquides vers le secteur extravasculaire.
Ceci peut provoquer la formation d’'un troisieme secteur du péritoine, de la plévre ou du
péricarde pouvant donner comme manifestations cliniques I'épanchement abdominal
(augmentation rapide du poids, du périmétre ombilical, sub-occlusion), pleural (difficultés

respiratoires, tachypnée) ou péricardique (tachycardie).
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Le meilleur traitement du SHSO passe par sa prévention. Elle implique le dépistage
des terrains favorisant une réponse ovarienne excessive et la maitrise des techniques de

stimulation ovarienne (Figure 11) (52).
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Figure 11. Prise en charge personnalisée de la stimulation
ovarienne (63)

Dans ce contexte, le dosage de I’AMH sérique viendrait concurrencer le CFA
(qui fait partie de I’échographie vaginale au troisiéme jour du cycle menstruel)
puisque son taux est fortement corrélé a ce paramétre et d’un point de vue
théorique, refléterait la croissance folliculaire sur une plus large plage (52).

Les avantages théoriques de I'utilisation de ’AMH comme marqueur prédictif
de la réponse ovarienne a la stimulation incluent la stabilité de son taux
sérique au cours du cycle menstruel, sa reproductibilité d’un cycle a I'autre et
sa relative indépendance par rapport a I'axe hypothalamo-hypophysaire
(Figure 12) (60)(61).
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Figure 12. : Sécrétion d’AMH durant la folliculogénése; d’aprés Dewailly
et. al 2014 (3)

[11.1.1.2 AMH et résultats du traitement par citrate de clomiféne -
corrélation

Le citrate de clomiféne est un anticestrogéne utilisé dans le cadre d'une infertilité
lice a des troubles d'ovulation. Il se fixe sur les récepteurs des ocestrogénes sur
I'nypothalamus et I'nypophyse et les empéchent ainsi de freiner la sécrétion de FSH et de

H. Il peut étre prescrit isolément ou en méme temps qu'une démarche d'insémination

artificielle ou de fécondation in vitro.

Coskun B. et al ont étudié la valeur des taux d'AMH dans la prédiction de la réponse
a l'administration de citrate de clomiféne chez 100 patientes présentant une infertilité
inexpliquée et ont analysé la corrélation entre le taux de follicules antraux et ’AMH sérique,

la FSH et I'cestradiol au troisiéme jour du cycle de traitement (64) .
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Tableau 1. Valeurs de signification statistique et AUC de I'AMH et du CFA

Couper ROCAUC IC 95% valeur p Sensibilité Spéciﬁcité
AMH [:ng}' m]} 2,78 0,802 0,791-0,933 0,001 74% 805
AFC 14 0,792 0,711-0,883 0,001 6856 8056

La courbe ROC a été établie pour les niveaux dAMH et de CFA en calculant la
sensibilité et la spécificité d’AMH et de CFA pour montrer la réponse a I'administration de
citrate de clomiféne. Les valeurs de 'AMH et de CFA se sont avérées significativement utiles
pour prédire la réponse au citrate de clomiféne. L'aire sous la courbe (AUC) était de 0,862
pour AMH, alors qu'elle était de 0,792 pour le CFA. Dans cette étude, AMH présentait une
plus grande surface sous la courbe ROC que le CFA. Par conséquent, 'AMH était plus

efficace pour prédire la réponse au citrate de clomiféne (Tableau 1) (64).

Dans cet étude, Coskun et al. montre qu’une valeur seuil de 2,78 ng/mL pour TAMH
s'est avérée optimale pour prédire la réponse au traitement par citrate de clomiféne pour
linduction de [l'ovulation chez les patients présentant une fertilité inexpliquée et ils
recommandent d'utiliser la gonadotrophine pour linduction de I'ovulation a des valeurs
inférieures a cette valeur seuil. La mesure de routine du taux sérique d'AMH peut étre utile
pour l'individualisation du traitement chez des patientes infertiles. Cependant, en raison du
nombre limité de patientes recrutées pour I'étude, des études prospectives et randomisées

supplémentaires sont nécessaires avec des groupes de patientes plus importants (64).

[11.1.1.3 AMH ou FSH comme facteurs prédictifs de la naissance

Dans une petite étude prospective de 350 cycles de FIV, Gleicher et al. ont rapporté
l'impact discordant entre 'AMH et la FSH sur le rendement en ovocytes (65). Une AMH
normale avec une FSH anormale prédit un rendement en ovocytes plus élevé qu'une FSH
normale avec une AMH anormale. Bien qu'il y ait eu des différences en fonction de I'age,

I'AMH s'avere un meilleur prédicteur clinique du rendement en ovocytes (66).

Dans I'étude de Wang S. et al sur environ 13 000 cycles de FIV, un AMH rassurant
a prédit un taux de natalité plus élevé parmi les cycles discordants, suggérant de méme
gu'un AMH normal est un meilleur prédicteur clinique du succes du cycle lorsqu’AMH et FSH

sont discordants.
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Bien que les deux présentent une utilité clinique évidente pour la prévision du
pronostic chez les patients atteints d'infertilité, les marqueurs évalués seuls ou pris ensemble
ne suffisent pas pour prédire la probabilité d'une naissance vivante pour le patient. Des
modéles de prévision intégrant ces marqueurs en plus des données démographiques sur le
patient et des informations sur la réponse au traitement sont nécessaires pour fournir des
conseils pronostiques précis aux spécialistes de l'infertilité afin de faciliter le conseil du
patient (66).

AMH et qualité embryonnaire

Bien qu'il soit le meilleur marqueur biologique pour évaluer la réserve ovarienne on
s’est intéressé a la valeur prédictive de 'AMH vis-a-vis des chances d’obtention d’embryons

et de l'initiation d’une grossesse.

Morin SJ et al. ont relevé une question par rapport a la qualité ovocytaire des
femmes infertiles agées de moins de 38 ans et présentant des preuves quantitatives d'une
réserve ovarienne diminuée et/ou d'une réponse médiocre a la stimulation. lls ont mené une
étude afin de découvrir si les patientes candidats présentaient également une qualité
ovocytaire meédiocre, mesurée par les taux de blastulation, d'aneuploidie et de natalité

vivante (67).

Deux comparaisons ont été effectuées chez environ 3000 patientes répondant aux
critéres d'inclusion: I'évaluation du précycle de la réserve ovarienne (sur la base du taux
d’AMH) et la réserve d’ovocytes apres le cycle. Pour chaque comparaison, les patients du
<10°"e percentile ont été comparés aux patients de lintervalle interquartile (IQR) en ce qui
concerne le taux de blastulation, le taux d'aneuploidie et le taux de naissance vivante. Un
modeéle a effets mixtes a été réalisé pour contrbler I'age de la femme et pour contréler la

corrélation entre les ovocytes et les embryons de la méme cohorte de patientes.

Les patientes dont le taux d’AMH avant le cycle est inférieur au 10°™ percentile ont
des rendements en ovocytes inférieurs a ceux du 25°™ au 75" percentile. Cependant, sur
le modéle a effets mixtes, un ovocyte fécondé avec succés provenant d'une patiente avec
AMH au <10°™¢ percentile a les mémes chances de former un blastocyste de qualité, d'étre
euploide et de produire une naissance vivante aprées le transfert d'un blastocyste euploide
(Figure 13) (67).
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Figure 13. Diagnostic de I'insuffisance ovarienne par niveaux d’AMH, en pré-cycle FIV

Bien que dérivé d'un cycle avec une réponse significativement plus faible, un
ovocyte récupéré d'un cycle avec un rendement d'ovocytes dans le <10°™ percentile a les
mémes chances d'étre euploide et de produire une naissance vivante apres le transfert d'un
embryon euploide, sur le modéle a effets mixtes. Les chances ajustées de former un
blastocyste de haute qualité étaient plus élevées pour un ovocyte fécondé avec succes

récupéré dans un cycle de faible réponse ovarienne (Figure 14) (67).
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Figure 14. Diagnostic de la réponse ovarienne faible aprées le cycle FIV , par le
rendement en ovocytes
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Il n’existe aucune étude rapportée dans la littérature ayant permis de
déterminer une corrélation entre une diminution de la réserve ovarienne et
des signes de moindre qualité des ovocytes.

I11.2 AMH et Syndrome des ovaires polykystiques

Le dosage de 'AMH est également intéressant dans le syndrome des ovaires
polykystiques. Le SOPK est caractérisé par un hyperandrogénisme, une dysfonction
ovulatoire et/ou des ovaires polykystiques (52). Le SOPK est une pathologie endocrinienne
fréquente chez la femme; cependant, des variabilités cliniques interindividuelles
considérables existent chez les patientes atteintes du SPOK. Le diagnostic du SOPK n’est
pas basé sur un seul critere, mais sur une combinaison des données cliniques, biologiques

et la présence des ovaires polykystiques morphologiques lors de I'échographie pelvienne.

Il sont proposées deux définitions plus récentes pour le diagnostic du SOPK (68).
Une définition est basée sur les criteres de Rotterdam (69) ou deux des trois éléments
suivants  doivent étre  présents: hyperandrogénie  clinijue ou  biologique,
oligospamnioménorrhée, nombre de follicules en début de cycle (entre 2 et 9 mm) supérieur
a 12 sur chaque ovaire ou volume ovarien supérieur a 10 cm?. Certains auteurs ont réajusté
ce dernier critétre devant l'amélioration des performances techniques des sondes
d’échographie. lls proposent de fixer ce seuil a 19 follicules antraux par ovaire (70), voire 25
(71). L’autre définition est proposée par 'Androgen Excess Society en 2006. Les critéres de
I'AES sont une hyperandrogénie clinique et/ou biologique, et, des symptdmes cliniques d’'un
trouble de l'ovulation et/ou la présence des ovaires polykystiques morphologiques lors de
I'échographie pelvienne (72). Ces deux définitions dépendent de I'utilisation d'une méthode
fiable pour la caractérisation préalable des ovaires polykystigues morphologiques.
Actuellement, le CFA est largement utilisé dans cette indication. Or, le CFA doit étre effectué
au début du cycle menstruel en raison de la variation intra-cycle; il n’est pas réalisable chez
les patientes adolescentes ou trés jeunes et, les performances de cet examen seraient

diminuées chez les femmes obeéses et en surpoids (61).

Dans ce contexte, le dosage de I’AMH pourrait étre utilisé pour évaluer le

critere concernant la présence d’une morphologie d’ovaires polykystiques

pour le diagnostic du SOPK notamment lorsque le CFA n’est pas réalisable
(52).

Une caractéristigue du SOPK est une élévation des taux sériques de LH, méme si

cette élévation n’est pas constante et reste inexpliquée (73). Dans le SOPK il y a un défaut
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de sélection du follicule dominant. Il en résulte une accumulation de petits follicules
préantraux, lesquels sont la source principale de TAMH. La sévérité du phénotype du SOPK
chez la femme est corrélée a la production d’AMH. (74). Les études retrouvent en effet un
taux d’AMH supérieur chez ces patientes par rapport aux femmes normo-ovulantes.
L’augmentation du taux d’AMH, en cas de SOPK, serait responsable de l'arrét de la
croissance folliculaire, 'AMH inhibant I'action de la FSH au moment de la sélection
folliculaire (65).

Récemment, Catteau-Jonard et al. ont montré dans une étude que 'AMH induit la
sécrétion de LH en stimulant I'activité des neurones hypothalamiques a GnRH exprimant le
récepteur de 'AMH in vivo dans les espéces murine et humaine. Ces données mettent en
avant TAMH comme régulateur important du systéme a GnRH, ouvrant de nouvelles pistes

pour I'exploration du réle de '’AMH dans la fonction reproductive (19).

Afin d’examiner les effets de TAMH sur la sécrétion de la LH hypophysaire in vivo,
Catteau-Jonard et al. ont administré directement de 'AMH dans le ventricule latéral du
cerveau de souris femelles en dicestrus lorsque la sécrétion de GnRH était basale, et ont
mesuré la sécrétion de LH, qui est un reflet de la sécrétion de GnRH. Les concentrations
plasmatiques de LH ont été analysées 15 et 30 minutes aprés I'administration de doses
croissantes d’AMH et une augmentation rapide de la sécrétion de LH a été observée 15
minutes apres injection. Cette sécrétion revient a I'état de base 30 minutes aprés l'injection.
L’administration d’inhibiteurs des récepteurs de type | de 'AMH atténue significativement
cette sécrétion, indiquant qu’elle dépend d’un signal passant par les récepteurs de 'AMH.
Des prélevements de sang répétés ont par ailleurs montré que le traitement a 'AMH
entrainait une augmentation de la fréquence de la sécrétion pulsatile de LH chez la souris.
Les effets de 'AMH sur la sécrétion de LH ont été complétement bloqués par un traitement
des souris par le cetrorelix (antagoniste du récepteur de la GnRH qui sature les sites anté-
hypophysaires), ce qui exclut un effet direct de TAMH au niveau hypophysaire et confirme
une action centrale de 'AMH sur les neurones a GnRH (19). Cette augmentation de la
pulsatilité de la LH est une caractéristique pathologique retrouvée dans de nombreux cas de
SOPK (Figure 15). Jusque-la, 'augmentation de la fréquence des pics de LH dans le SOPK
était attribuée a un défaut de rétroaction négative exercé par la progestérone, du fait d’une «

androgénisation hypothalamique» dés la vie foetale (75).
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Ces résultats montrent de maniére inédite que la sécrétion de GnRH
hypothalamique est régulée par 'AMH et que cette régulation pourrait étre impliquée dans la
physiopathologie de la fertilité, ouvrant ainsi de nouvelles pistes de traitement du syndrome

des ovaires polykystiques (19).
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Figure 15. Mécanisme d’action de ’AMH sur les neurones a GnRH (19)

II1.2.1 AMH comme facteur prédicteur d’'une naissance prématurée dans un
contexte de SOPK

La naissance prématurée, définie comme un accouchement avant 37 semaines,
touche environ 10% des grossesses aux Etats-Unis et constitue la principale cause de décés
et d'invalidité chez les nourrissons dans les pays développés (76). Chez les patientes
atteintes du SOPK, les anomalies de la parturition sont courantes et ont de graves
conséquences medicales et économiques. Des marqueurs prédictifs de résultats
obstétricaux indésirables pour la stratification du risque de la patiente sont

nécessaires. (77).

41



Hsu JY et al. a étudié I'impact des niveaux d’AMH sur 432 grossesses. Il y avait
deux causes responsables de I'arrét du travail : la naissance prématurée et la naissance par
césarienne (Tableau 2). Comme le niveau dAMH est fortement biaisé par certains
diagnostics d'infertilité, lI'analyse de la prématurité a été stratifiée par le diagnostic du
syndrome des ovaires polykystiques, et I'accouchement par césarienne pour l'analyse de
l'arrét du travail a été stratifié par le diagnostic de réserve ovarienne diminuée. Parmi les
femmes atteintes du SOPK, celles qui avaient accouché prématurément avaient des taux
d’AMH nettement plus élevés (18 vs 6,4 ng/mL, P = 0,003) que celles qui ont accouché au

terme.

Tableau 2. Répartition d’AMH sur une cohorte de grossesses

Toutes les Livraisons a terme  Livraisons avant
naissances (n=432) (n=2392) terme (n = 40)
MIS f AMH, ng / mL
Moyenne = écart type 3.80+4,22 344+£3,39 7,39+3,15
Médiane, étendue 2.6 (0,2-35) 2,45(0,2229) 4,15 (0,2-35)
Distribution [ valeur
=75eme percentile / - 90/392 (23%) 18/40 (45%)
24,75 ng/ mL
=90 percentile [ =8.5 - 34/392 (8,7%) 11/40 (27,5%)
ng,/ mL

Les valeurs dAMH les plus élevées ont été associées aux accouchements
prématurés; chez les femmes atteintes du SOPK, pour des valeurs au-dessus du 90°™¢
percentile tous les accouchements étaient prématurés. Aucune relation entre le niveau

d’AMH et la grossesse n'a été observé chez les femmes sans SOPK (Tableau 3) (77).

En conclusion, chez les femmes atteintes de SOPK, les taux dAMH
substantiellement élevés sont associés de maniére significative a la naissance prématurée,
ce qui suggere un suivi plus étroit et des études supplémentaires pour élucider les

mécanismes sous-jacents (77).
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Tableau 3. Répartition des niveaux d’AMH chez les femmes avec et sans SOPK en
fonction du moment de I'accouchement

PCOS Positive PCOS Negative

30
1
°

MIS/AMH Values
20

@
|
'

At Term Preterm At Term Preterm

II1.2.2 Les valeurs de ’AMH pendant la grossesse : SOPK et patientes controle

Koninger A. et al ont réalisé une étude observationnelle qui comprend une analyse
transversale des valeurs dAMH des 52 femmes atteintes du SOPK et des 51 témoins,
déterminée a quatre moments différents (avant la grossesse, au premier trimestre , au

deuxiéme trimestre et au troisieme trimestre de la grossesse) (78).

Chez les femmes atteintes du SOPK (Figure 16) et chez des témoins en bonne
santé (Figure 17), les taux d’AMH ont diminué de maniére significative (P <0,05) par rapport
au niveau d'avant la grossesse au cours de chaque trimestre. Aprés ajustement sur I'age
maternel, 'age gestationnel et I'IMC maternel, les taux d’AMH avant la grossesse étaient 2
fois plus élevés chez les femmes atteintes du SOPK que chez les témoins (médiane 7,66
versus 2,67 ng/mL). Au cours du premier trimestre, les niveaux d'AMH restent plus élevés
chez les femmes atteintes de SOPK par rapport aux témoins (médiane 5,33 versus 2,48
ng/mL). Au deuxiéme et au troisieme trimestre, les différences des taux d’AMH entre les

femmes atteintes de SOPK et les témoins n'étaient pas statistiquement significatives (78) .
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Figure 16. Détermination longitudinale des taux d'AMH chez les femmes atteintes du
SOPK avant la grossesse et a chaque trimestre (78)
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Figure 17. Détermination longitudinale des taux d'AMH chez les témoins avant la
grossesse et a chaque trimestre (78)

En conclusion, les résultats confirment que la folliculogénése est largement
réprimée pendant la grossesse et que cette suppression entraine des taux d'AMH similaires
a la fin de la grossesse chez les femmes atteintes du SOPK et les témoins. L'affiliation par
étapes des niveaux élevés d'AMH chez les femmes atteintes du SOPK aux niveaux des
femmes sans SOPK démontre que la sécrétion d'AMH peut étre inhibée dans le SOPK. Des
études complémentaires sont recommandées pour identifier les facteurs qui inhibent la
folliculogénése, ce qui entraine une diminution de la sécrétion d’AMH dans le SOPK in

vitro et in vivo (78).
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[11.3 En pédiatrie: AMH et désordres du développement sexuel (DSD)

Aussi appelés développements sexuels différents, les désordres du développement
sexuel (de I'anglais Disorders of Sex Development) sont le résultat de dysfonctionnements
de l'organogenése dans les premiéres semaines de vie embryonnaire. Le terme DSD
regroupe toutes les situations dans lesquelles le développement du sexe chromosomique,
gonadique ou anatomigue est non concordant (79). Les termes ambiguité sexuelle, réversion

sexuelle, pseudohermaphrodisme et hermaphrodisme ne sont plus utilisés (52).

La fréquence des DSD est estimée a 1 sur 300 naissances. Les DSD séveéres sont
plus rares, avec une fréquence de 1 sur 4500 naissances. La question du choix du sexe ne
se pose que pour environ 1 sur 5000 nouveau-nés. La stratégie actuelle de prise en charge
des DSD réside sur l'obtention du diagnostic étiologique (79). L'examen clinique est
primordial, notamment des organes génitaux externes (forme, taille, implantation, symétrie).
Outre le caryotype et I'analyse du géne SRY, un bilan biologique comprenant le dosage de la
FSH, de la LH, de la testostérone est réalisé. Ce bilan peut étre complété par TAMH, car elle
reflete la fonction sertolienne du testicule (52). L’échographie pelvienne recherche des
dérivés mullériens et les gonades; elle peut étre complétée par d’autres examens d’imagerie
et/ou une laparoscopie (80). Le choix du sexe du nourrisson dépendra de I'anatomie des
organes geénitaux externes et internes, des possibilités de réparation chirurgicale, du
diagnostic étiologique et de ce qui est connu de I'évolution pubertaire de ces anomalies.
Cependant, méme si les techniques moléculaires ont progressé, aucun diagnostic
étiologique n’a été trouvé chez la moitié des gargons nés avec un défaut de virilisation en
2016 (79).

Dans ce contexte, le dosage de I’AMH ferait partie du bilan biologique pour
but d’évaluer la présence et la fonctionnalité du tissu testiculaire sertolien en
remplacement du dosage de I’inhibine B (81).

La Société britannique d’endocrinologie a publié pour la premiére fois en 2011 une
recommandation concernant I'évaluation initiale d’'un enfant ou adolescent avec suspicion de
DSD. La présente recommandation est une mise a jour réalisée en 2015 pour laquelle un
groupe de travail a été constitué avec la participation des représentants de neuf sociétés
savantes et de deux associations de soutien aux patients (82). L’'analyse de cette
recommandation avec la grile AGREE Il a permis de conclure qu’il s’agit d’une

recommandation de bonne qualité méthodologique d’élaboration (52).
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Selon la Société britannique d’endocrinologie, le dosage de I'AMH est pertinent pour
évaluer l'activité des cellules de Sertoli chez les enfants avec suspicion de DSD et peut
également étre d'utilité diagnostique dans des conditions associées a une déficience ou une
insensibilité aux androgénes. De plus, la valeur discriminante de 'AMH dans les cas de
cryptorchidie bilatérale est si élevée que des mesures indétectables confirment I'absence de

tissu testiculaire et une exploration chirurgicale invasive n’est pas nécessaire.

En conclusion, le dosage de I’AMH fait partie du bilan biologique chez les
enfants et les adolescents avec suspicion de DSD. Les valeurs de référence de
I’AMH sont dépendantes de la technique de dosage utilisée (52).

IV.AMH et cancer

En 2019, le nombre de nouveaux diagnostics de cancer en France métropolitaine
est estimé a 382 000 pour I'ensemble de la population, respectivement 204 600 hommes et
177 400 femmes. Chez les femmes, le cancer du sein est de loin le plus fréquent devant les

cancers colorectaux et du poumon.

Les mécanismes de toxicité ovarienne de la chimiothérapie ne sont pas encore
parfaitement connus. Plusieurs hypothéses ont été émises, la principale étant celle de
I'atteinte directe des cellules de la granulosa des follicules et des cellules germinales qui
conduirait a une apoptose. Des mécanismes vasculaires et une fibrose du tissu ovarien sont

probablement également impliqués (83).

La radiothérapie abdominopelvienne et lirradiation corporelle totale exposent les
ovaires a une insuffisance ovarienne prématurée due a une déplétion du stock de follicules
primordiaux. La gravité de la déplétion ovocytaire est proportionnelle a la réserve ovarienne

pré-existante au traitement (52).

IV.1 Préservation de la fertilité féminine

Le champ de la préservation de la fertilité féminine comprend les pathologies
susceptibles de faire indiquer un traitement potentiellement gonadotoxique dont le cancer,
les pathologies génétiques et les pathologies dysimmunitaires et, ou une insuffisance

ovarienne prématurée (IOP) peut avoir lieu (84).
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L’AMH peut étre également utilisée en pratique clinique pour évaluer les dommages
causés sur l'ovaire par des traitements gonadotoxiques comme lirradiation pelvienne, la
chirurgie ovarienne ou la chimiothérapie. Son dosage avant la réalisation de ces traitements
peut aider le clinicien dans le choix de sa stratégie de préservation de la réserve ovarienne
de la patiente. On peut donc penser qu’en préservation de fertilité, TAMH puisse étre un
indicateur temporel sur le potentiel reproductif restant de ces jeunes femmes a distance

d’une chimiothérapie (85).

Peigné et al. (86) ont étudié l'intérét du dosage de I'AMH pour I'évaluation des effets
adverses a court et long termes de la chimiothérapie sur la réserve ovarienne. Quinze
études prospectives observationnelles ont été incluses. Toutes les études incluaient les
valeurs du dosage de I'AMH pré- et post-traitement par chimiothérapie. Les patientes
incluses dans les études originales étaient atteintes de différents types de cancer. Sept
études incluaient des patientes atteintes d’'un cancer du sein (n=270), deux études avec des
patientes atteintes d’'un lymphome (n=68) et une étude avec des patientes atteintes d’un
cancer hématologique(n=25). Deux études incluant des patientes atteintes d’'un cancer
infantile (n=56) et trois études, chez les femmes adultes, incluaient des patientes atteintes de

tout type de cancer (n=71).

Cette méta-analyse a montré que les valeurs du dosage de 'AMH post-traitement
chez les femmes ayant recu une chimiothérapie étaient toujours significativement inférieures
a celles des témoins appariées sur I'age. Les valeurs de 'AMH avant le traitement étaient
comparables a celles des témoins appariées sur I'dge pour les patientes atteintes d’'un
cancer du sein; par contre, TAMH était significativement diminué en comparaison aux
témoins chez les femmes atteintes d’'un cancer hématologique. Une chute rapide des
niveaux sériques de 'AMH a été observée aprées le début de la chimiothérapie. Cette chute a
été décrite dés la premiere semaine de chimiothérapie dans deux études, 15 jours apres le
début du traitement dans une étude, un mois et trois mois apres le début de la
chimiothérapie par deux autres études. A la fin de la chimiothérapie, toutes les études ont
rapporté une diminution significative ou des valeurs indétectables d’AMH sérique
indépendamment des protocoles mis en place. Au contraire, le profil de récupération
ovarienne variait fortement selon le protocole mis en place. Les patientes traitées avec un
protocole sans alkylants ou avec un traitement a risque gonado-toxique faible ou médian
retrouvent un taux d’AMH équivalent a celui de pré-chimiothérapie dés le sixieme mois de
suivi aprés traitement, tandis que le taux d’AMH reste significativement plus bas, voire méme
indétectable chez les femmes ayant recu des alkylants ou des traitements a haut risque
gonadotoxique et ce méme jusqu’a trois ans aprés la fin du traitement. Toutes les patientes

en aménorrhée persistante apres un an de suivi ont une AMH indétectable. Les valeurs du
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dosage sérique de I'AMH prétraitement chez les femmes atteintes d’'un cancer du sein ont
une meilleure valeur prédictive de l'activité menstruelle aprés quatre a cing ans de suivi que

l'age de la patiente (86).

Kim et al. ont mené une étude sur 82 femmes visant a évaluer l'intérét des
marqueurs biologiques en post-chimiothérapie sur une période de 5 ans, pour prédire le
rétablissement de la fonction ovarienne chez les patientes atteintes d'un cancer du sein,
avec une aménorrhée induite par la chimiothérapie. Les taux sériques post-chimiothérapie
de I'AMH, de I'cestradiol et d'autres facteurs cliniques associés a I'aménorrhée induite par la
chimiothérapie ont été évalués. La récupération de la fonction ovarienne était définie par la
reprise de la menstruation (87). Le retour des regles, les taux d’AMH, de FSH et d'cestradiol
ont été évalués tous les 6 mois apres chaque visite, et au moins une fois par an par la
suite. L’age, I'cestradiol et TAMH étaient statistiquement significatifs dans la prédiction de la
reprise de la menstruation (Tableau 4). La précision diagnostique de I'age, de I'cestradiol et
de I'AMH pour prédire la reprise de la menstruation était de 38,3%, 23,3% et 86,7%,

respectivement.

En conclusion, le taux d'’AMH apres la chimiothérapie chez les patientes présentant
une aménorrhée induite par la chimiothérapie pourrait constituer un marqueur prédictif précis

du rétablissement de la fonction ovarienne (87).

Tableau 4. Exactitude diagnostique des mesures prédictives pour la reprise de la
menstruation (n= 60)

Menstruation
return for 5 years

P
Characteristics Subgroups Yes No value Diagnostic accuracy
<0 e 1 Sensitivity = 30.8%3pecificity = 87.5%Positi dicti I 94 1%Negati
B ensitivity = 30.8%3pecificity = 87 2%Positive predictive value = 94.1%Negalive
Age (years 0.420
ge (years) predictive value = 16.2%Diagnostic accuracy = 38.3%
=40 36 7
=7 ° ’ Sensitivity = 11.5%Specificity = 100.0%Positi dicti | 100.0%Negati
) ) _ ENSIVITY = 11,2 eapeCmCity = 0%Positive predictive value = 100.0%Negative
Oestradiol (pg/mL) 0.285
(pg/ml) predictive value = 14.8%Diagnostic accuracy = 23.3%
=37 46 8
o 2800 43 4 i . o i
Anti-Millerian 0.008 Sensitivity = 92.3%Specificity = 50.0%Positive predictive value = 92.3%Negative
hormone (pg/mL) o predictive value = 50.0%Diagnostic accuracy = 86.7%
=600 4 1
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Actuellement, la patiente est regue en consultation, idéalement avant tout traitement
anticancéreux, par le praticien dans le centre de médecine et de biologie de la reproduction.
Cette consultation a pour but de compléter I'information sur les conséquences connues des
traitements du cancer sur la fonction de reproduction et d’envisager les finalités et les
modalités de la préservation de la fertilité (83). Le bilan réalisé lors de cette consultation
prend en compte 'age et la réserve ovarienne de la patiente. Le dosage de 'AMH sérique et
le CFA seraient désormais systématiquement évalués lors de cette consultation, puis dans le
cadre du suivi de la fonction ovarienne (84).

Le dosage de ’AMH pourrait potentiellement étre recueilli en tant que
parameétre objectif de la fonction ovarienne lors des suivis des patientes a long
terme. Il permettrait ainsi d’apprécier la gonadotoxicité des traitements
utilisés et de repérer les traitements les plus gonadotoxiques (52). De plus, le
dosage de ’AMH en pré-et post-traitement serait un élément de décision pour
la mise en place d’une stratégie de préservation de la fertilité (88) en
complément du CFA ou en remplacement de celui-ci.

[V.2 Traitement du cancer chez I'enfant : effets a long terme sur les
marqueurs de la réserve ovarienne

Le traitement du cancer de I'enfant peut compromettre la fonction ovarienne chez
les femmes en rémission du cancer, entrainant un retard de puberté, une infertilité et une
issue défavorable de la grossesse (89). De plus, le traitement peut induire une ménopause
prématurée, car il peut épuiser le réservoir non renouvelable de follicules primordiaux dans

I'ovaire (90).

Etant donné le caractére invasif des évaluations histologiques du tissu ovarien,
I'évaluation de la réserve ovarienne s’appuie sur des marqueurs indirects et de substitution
(91). Actuellement, AMH et CFA sont considérés comme les marqueurs les plus prometteurs
(59).

Van den Berg et al. ont mené une étude de cohorte rétrospective sur la fertilité, la
réserve ovarienne et la ménopause prématurée. La population était composée de femmes
adultes survivantes a 5 ans d'un cancer infantile (SCI), diagnostiquées avant I'age de 18 ans.
Pour permettre des comparaisons avec une population non traitée contre le cancer, deux
types de groupes témoins ont été utilisés: des sceurs des SCI participantes et des femmes
de la population générale (témoins). Dans les deux groupes, les niveaux d’AMH, du CFA et

d’inhibine B diminuaient avec I'age, tandis que la FSH augmentait. Cependant, les SCI
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avaient des valeurs d’AMH et de CFA plus basses que les témoins, les différences étant plus
marquée apres 35 ans, ou il y avait une dégradation plus rapide des marqueurs de la
réserve ovarienne. Cela indique qu'il faut conseiller a ces femmes de poursuivre leur
grossesse plus tét car leur durée de vie reproductive peut étre plus courte que prévu. De
plus, certains groupes de SCI présentent un risque é€levé de diminution de la réserve
ovarienne, quel que soit leur age. Ces SCI doivent étre correctement conseillées et les
nouveaux patients recevant de tels traitements doivent étre référés a un spécialiste de la

reproduction pour des conseils en matiére de préservation de la fertilité (92).
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DEUXIEME PARTIE : Notre étude

I. Butdel'étude

Vu son intérét en clinique, 'hormone antimullérienne est une analyse trés prescrite
par les médecins, surtout dans le service de PMA ou I'évaluation de la réserve ovarienne est
essentielle. Le CFA et le dosage dAMH sont systématiquement évalués lors d'une
consultation de préservation de la fertilité et dans le cadre du suivi de la fonction ovarienne
(84).

A présent, au sein du laboratoire du CHU de Bordeaux, 'AMH fait partie des
analyses envoyées a une structure traitante externe. Le traitement de I'analyse en dehors du
centre hospitalier, fait que le rendu du résultat soit parfois long. Ce délai peut faire la
différence pour la prise en charge d’une patiente attente de cancer, pour laquelle le résultat

d’AMH est trés contributif et décide le début d’une chimiothérapie.

C’est pourquoi, a la faveur de I'arrivée de 'automate Fujirébio, on s’est appuyé sur
une étude de comparaison de techniques analytiques, en vue d’une internalisation du
dosage d’AMH, afin de raccourcir le délai de rendu des résultats, parfois supérieurs a 10

jours.

Nous avons fait des dosages d’AMH en utilisant deux techniques différentes —
Biomérieux (automate Vidas®) et Fujirébio (automate Lumipulse®), avec des kits mis a
disposition par les fournisseurs. Les automates étaient déja disponibles dans notre
laboratoire avant de débuter I'étude. On s’en sert actuellement pour la réalisation d’autres
dosages, notamment pour les analyses qui compléetent les bilans virologiques,
bactériologiques et hématologiques (Vidas®), ainsi que pour les biormarqueurs de la maladie

d’Alzheimer (Lumipulse®).

Néanmoins, le souci majeur du dosage d’AMH est l'absence de standard
international disponible. Du fait de calibrations différentes, les résultats obtenus par les
différentes techniques de dosage ne sont pas identiques. Les valeurs seuil publiées dans la
littérature jusqu'a ce jour sont donc technique-spécifique. C’est pourquoi nous avons
compareé les résultats obtenus par ces deux technigues, avec ceux obtenus par technique

Roche dite de référence, en utilisant 'automate Cobas® (93).
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Ceci est une étude observationnelle analytique que nous avons réalisée pendant

mon stage d’hormonologie au CHU de Bordeaux qui a eu lieu entre mai et octobre 2019.

II.Matériel et Méthodes

I.1 Echantillons

Nous avons analysé les résultats d’AMH des 50 femmes agées de 20 a 49 ans
(médiane 27,5 ans) qui se sont fait prélever au sein de CHU. Pour cela, on a collaboré avec
les médecins du service de PMA du CHU de Bordeaux afin qu’il demande sur le bon de
prescription, le prélévement d’'un tube supplémentaire a chaque demande d’AMH, pour nous
servir a faire des dosages sériques en paralléle sur Vidas® et Lumipulse®. Pendant une
période de 3 semaines, on a collecté seulement 10 échantillons qui provenaient du centre de
prélevement, malgré un nombre beaucoup plus élevé des prescriptions d’AMH. Ceci est dQ
d’'une part aux inadvertances au moment du prélévement des patientes et d’'une autre part

au circuit des tubes et de leur manipulation par des personnes différentes.

Etant difficile de collecter en temps réel les préléevements réalisés au CHU, nous
avons proposé aux jeunes femmes qui travaillent au sein de notre laboratoire de participer a
la présente étude. Nous avons eu au final, une cohorte de 40 volontaires qui ont donné leur
accord pour se faire prélever. Il s’agit donc des femmes avec un statut médical qu'on ne
connait pas. Les 10 autres échantillons proviennent des prescriptions médicales du service
de PMA du CHU de Bordeaux.

Les 50 préléevements ont été réalisés sur tube sec gélosé qui ont été centrifugés a
une température de +5°C, a 6000 tours, pendant 10 minutes. Aprés centrifugation, sur
chaque prélevement nous avons fait 3 aliquotes de sérum stockés a -20 jusqu’au moment de

dosage.

Grace au fait qu’on a eu a notre disposition les automates Vidas® et Lumipulse®, jai
pu réaliser les 50 dosages au CHU. En ce qui concerne I'automate Cobas® (Roche), on a
réussi a obtenir 'accord pour effectuer les tests dans un laboratoire privé. Grace a 'amabilité
de I'équipe du laboratoire Exalab de Haillan, ainsi qu’au fournisseur, nous avons eu a notre

disposition tous les matériels dont on a eu besoin (réactifs, étiquettes a coller sur chaque
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prélévement, etc.). Je me suis chargée de transporter moi-méme les tubes congelés, dans
une boite de transport & température ambiante afin que le sérum arrive décongelé au
laboratoire. Les 40 prélévements ont été ensuite centrifugés a nouveau a Exalab et passés
sur le Cobas® avec l'aide d'un représentant Roche. Les 10 autres prélevements qui
provenaient des prescriptions médicales ont été analysés dans une structure traitante
externe ou nous envoyons habituellement les demandes d’AMH, dosé également sur un
automate Cobas®. Nous avons rassemblé ensuite les résultats obtenus.

I1.2 Stabilité des prélevements

Le stockage des échantillons a respecté les recommandations des fiches
techniques des fournisseurs, relatives a la stabilit¢é de 'AMH dans le sang centrifuge,

respectivement 3 jours a 20-25°C, 5 jours a + 4°C et 6 mois a -20°C.

[1.3 Automates

Sur chaque échantillon on a réalisé trois tests sur trois machines différentes. Un

seul passage a été réalisé par automate et par tube.

Les automates utilisés dans le cadre de la présente étude sont I'appareil Cobas e
601® commercialisé par la société Roche, l'automate Vidas® mis a disposition par

Biomérieux et I'appareil Lumipulse G600II® commercialisé par la société Fujirébio.

I1.3.1 Cobase 601®

[1.3.1.1 Caractéristiques

Le module Cobas e 601® fait partie des séries du systeme Cobas Roche 6000 et
c’est un analyseur entiérement automatisé qui repose sur la technologie brevetée de
I'électrochimiluminescence (ECL) pour la réalisation d’analyses immunologiques. Il a été
développé pour les déterminations, tant sur le plan quantitatif que qualitatif, de tests in vitro
pour une large gamme d’applications (y compris anémie, marqueurs osseux, cardiaques et

tumoraux, soins intensifs, fertilité/hormones, suivi de la grossesse et maladies infectieuses).

C’est un automate robuste qui offre des solutions personnalisées aux laboratoires
de moyen a grand volume. Il a une grande sensibilité, fiabilité et reproductibilité des résultats
grace a la technologie ECL. Avec une détection automatique de l'intégrité des échantillons et
une capacité de 20 portoirs de tubes, jusqu'a 25 tests peuvent étre exécutés a un débit allant

jusqu'a 170 tests / h. Le pipetage des échantillons se fait sans transfert afin d’éviter des
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contaminations croisées. L’automate est lie a un ordinateur grace auquel le manipulateur

peut gérer entre autres, le fonctionnement des maintenances du systeme.

Figure 18. Cobas e 601®, Roche

[1.3.1.2 Kit Elecsys® AMH

Le test immunologique Elecsys® AMH proposé par Roche est un test de laboratoire
automatisé qui sert a évaluer la réserve ovarienne en combinaison avec d’autres résultats
clinigues, échographiques et biologiques. Le test immunologique Elecsys® AMH, représente
le premier test standardisé, automatisé et approuvé par 'agence américaine des produits
médicamenteux (FDA) (93). Ce test par électrochimiluminescence s'utilise sur les analyseurs
Elecsys® et Cobas e®.

La méthode a été standardisée par rapport au kit AMH Gen Il ELISA (version non
modifiée sans prédilution), technique de dosage de deuxiéme génération développée par
Beckman Coulter®, apparu en 2005 sous le nom de kit AMH Gen I, et modifié en 2013. La
nouveauté de ce kit modifié était basée sur le mélange préliminaire du calibrateur, du
contrble ou du sérum et du tampon échantillon sur la plague ELISA au lieu d'une étape

séquentielle comme dans le kit original.

[1.3.1.3 Echantillon

Le dosage est possible sur sérum et plasma avec héparinate de lithium. Le volume

total d’échantillon nécessaire par dosage est de 50 pL.
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[1.3.1.4 Principe du test

Le test d'AMH est un immunodosage utilisant deux anticorps spécifiques de I'AMH
dans un format sandwich pour mesurer I'nhormone dans le sérum ou dans le plasma avec de
I'néparinate de lithium.

Le dosage consiste en deux incubations. Premierement, 50 uL d'échantillon sont
incubés avec un anticorps monoclonal anti-AMH biotinylé et un second anticorps anti-AMH
monoclonal ruthénylé formant un complexe lorsque I'AMH est présent dans I'échantillon.
Deuxiemement, apres addition de microparticules enrobées de streptavidine, le complexe se
lie a la phase solide via linteraction de la biotine et de la streptavidine. Le mélange
réactionnel est aspiré dans la cellule de mesure ou les microparticules sont magnétiquement
capturées sur la surface de I'électrode. Les substances non liées sont ensuite supprimées
avec la solution de déclenchement ProCell. L'application d'une tension a I'électrode induit

alors une émission chimioluminescente qui est mesurée par un photomultiplicateur.

Anti-aMH
Al B A
l Sareplavidin ¢

At t microparticle

Wiggen

in the sample . 9 min . 9 min A
S\ (R - e —
& — r

Ani-AMH- & f h = -
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f h
P aga™

Detection

Figure 19. Principe du dosage d’AMH sur Cobas®

[1.3.1.5 Performances analytiques

Le test est standardisé et couvre un domaine large de mesure de 0,01 a 23 ng/mL,
avec une haute sensibilité fonctionnelle (CV < 20% / 0.03 ng/mL). Les dosages ont un
coefficient de variation <1,8%, ainsi que des limites de détection et de quantification trés
basse (Tableau 5) qui viennent a la rencontre des besoins diagnostiques. Le kit contient

deux points de calibrage et du réactif liquide prét a I'emploi, stable 8 semaine sur I'analyseur.

Avec un faible volume d’échantillon utilisé pour le dosage du test, le résultat

guantitatif est disponible aprés environ 18 min.
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Tableau 5. AMH sur Cobas®. Apercu des performances analytiques

Resultat 18 minutes

Echantillon Sérum ou Plasma (Heparinate de lithium)
Volume all pl

Limite de quantification 0.03 ng/mL

Limite de détection 0.00 ng/mlL

La plage de mesure 0.00 ng/mL a 23 ng/mlL

Sensibilité fonctionnelle 0.03 ng/mL

Effet crochet Pas observé <1400 ng/ml d'AMH

Limites de la procédure

Une interférence peut étre rencontrée avec certains sérums contenant des anticorps
dirigés contre des composants du réactif, c’est pourquoi les résultats du test doivent étre
interprétés en tenant compte du contexte clinique et éventuellement des résultats d'autres

tests.

I1.3.2 Lumipulse G600II®

I1.3.2.1 Caractéristiques

Le Lumipulse G600II® est le dernier membre de la série LUMIPULSE G, les
analyseurs CLEIA (immuno-analyse par chimioluminescence) de la marque japonaise
Fujirébio, offrant une technologie entiérement automatisée. Il s'agit d'un analyseur de
paillasse compact et robuste offrant un débit constant de 60 tests par heure. Le systéme
utilise un concept unique de cartouche de test mono et offre une flexibilité et une
manipulation facile, disponible actuellement en Europe et en Asie.

L’automate dispose d’une interface a écran tactile qui propose un menu a partir
duquel on peut sélectionner le test ou laction souhaités. Il dispose également d’une
douchette grace a laquelle on scanne les étiquettes des 33 échantillons (dont les contrbles)
qu’on peut charger en méme temps au bord de 'automate. Il utilise des cdnes en plastique
jetables, qu'il faut charger dans le bac correspondant, afin d’éviter les contaminations
croisées. Il utilise une méthode de réaction en deux étapes, avec un temps total d’analyse de

I'échantillon de 35 minutes (1 autre minute s’ajoute par test supplémentaire). Les résultats
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peuvent étre imprimés a partir de 'automate, grace a 'imprimante intégrée a coté de 'écran

tactile.

Figure 20. Lumipulse G 600Il ®,Fujirébio

[1.3.2.2 Kit d’AMH Lumipulse® G

L’automate propose plusieurs panels de tests parmi lesquels, celui de la fertilité qui

intégre le dosage d’AMH.

Le kit Fujirébio pour la réalisation du dosage d’AMH contient les cartouches (3 x 14
tests) ainsi que les calibrateurs Lumipulse® G (1 x 3 niveaux x 1,5 mL), marqués CE, la
preuve qu’ils respectent les exigences réglementaires en vue de la libre circulation sur

I'ensemble du territoire de I'Union européenne.

La compagnie propose deux solutions en ce qui concerne les contréles dAMH, qui
sont & commander séparément, car non fourni dans le kit. |l s’agit du produit AMH Contréle
qui propose 3 niveaux de contrdles (2 flacons de 2 mL pour chaque niveau) et le
Seronorm™ Immunoassay Lyo 1 et 2 qui est un contrble multimarquer (12 flacons x 3 mL

pour chague niveau).

Pour cette étude on a utilisé le Seronorm™ Immunoassay Lyo 1 et 2, qui sont a
reconstituer et qui ont une stabilité de 10 jours entre 2°C et 8°C, respectivement 1 mois a -
20°C.

57



11.3.2.3 Echantillon

Le dosage est possible sur sérum et plasma. Le volume total d’échantillon
nécessaire par dosage est supérieur a 160 uL pour les cuvettes d’échantillon et 310 uL pour

les tubes d’échantillon.

11.3.2.4 Principe de la procédure

Pour doser 'AMH, le Lumipulse® utilise une méthode d'immunodosage en deux

étapes (Figure 21).

| I'Echantil]ann&ge | Un calibratewr AMH ou un échantillon sont
ajoutés & une solution de particules.

Y
| Premidre réaction | L'AMH des échantillons ou des calibrateurs se

lie spécifiquement a | anticorps monoclonal anti-
AMH (souris) sur les particules, ce qui provogue
la formation d'immunocomplexes d’antigénes
et d'anticorps.

Les particules sont lavées et rincées pour éliminer

| Lavage |
les composants non fixés,

Y
| Seconde réaction | L'anticorps monoclonal anti-AMH (souriz)

marqué a la phosphatase alcaline (ALP) est ajouté
et se lie spécifiquement aux immunocomplexes
précédemment formés sur les particules, ce qui
provogque la formation d immunocomplexes
supplémentaires.

| Lavage | Les particules sont lavées et rincées pour éliminer
les composants non fixés,

Y
| Réaction enzymatique | La solution de substrat est ensuite gjoutée et

mélangée aux particules. L' AMPPD* contenu
dans la solution de substrat est déphosphorylé
par la catalyse de I' ALP indirectement conjuguée
a des particules.

Y
Mesure de ls La luminescence (i une longueur d'onde

Luminescence maximale de 477 nm) est générée par la réaction
de clivage de I"AMPPD déphosphorylé. Le signal
luminescent refléte la quantité d' AMH présente
dans |'échantillon,

Figure 21. AMH — principe du dosage, Lumipulse ®
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[1.3.2.5 Performances analytiques

Afin de se mettre en route, 'automate a besoin de moins de 10 minutes pour les
configurations et les maintenances journaliéres. Pour la réalisation du test d’AMH, un
étalonnage est a effectuer tous les 30 jours; trois points de calibrations sont nécessaires.
L’automate utilise une seule cartouche d’immunoréaction par test, ce qui élimine le probleme

de stabilité des réactifs.

Les dosages ont un coefficient de variation <2,1%, ainsi que des limites de
détection et de quantification tres basse (Tableau 6).

Lorsque la concentration d’AMH de 'échantillon dépasse la plage de mesure, il y a
lieu de diluer I'échantillon au 1:10 manuellement ou par dilution automatique, puis de
recommencer la mesure. La dilution manuelle ou automatique des échantillons dont la
concentration est inférieure a 60 ng/mL n’est pas recommandée. Il a été confirmé qu’il n’y a
aucune influence notoire sur les résultats de dosage lorsque I'échantillon est dilué a un taux
de dilution de 1:10.

Tableau 6. AMH sur Lumipulse G600II®. Apercu des performances analytiques

AMH LUMIPULSE G®

Resultat 3a minutes

Echantillon Sérum ou Plasma (EDTA, Heparine de Li, Heparine sodique )

e 160 pl pour les cuvettes d'gchantillon
310 pl pour les tubes d'échantillon.

Limite de quantification 0,024 ng/mL

Limite de détection 0.010 ng/mlL

La plage de mesure 0,010 ng/mL a 23 ng/mlL

Limite supérieure de quantification 60 ng/mL

Calibrants 3/30 jours

Sensibilité LoB, LoD, Lol < 0,022 ng/mL

Effet crochet Pas observe <1000 ng/ml d'AMH

Tests/kit 42
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Concernant la spécificité, le dosage Lumipulse G® AMH a été évalué pour la
réactivité croisée du dosage avec d’autres substances similaires en structure a I'AMH
(Tableau 7). La réactivité croisée du dosage de 'AMH a été déterminée par I'ajout
d’hormones a des échantillons contenant de 'AMH. Le niveau d’AMH dans les échantillons a

ensuite été déterminé.

Tableau 7. Spécificité d’AMH cf une étude sur Lumipulse G600II®

inlt{e‘::::*:‘:fnt Concentration dosée |% de réactivité croisée
hFSH 500 mIU/mL -0.344 4 0.059
hLH 500 mIU/mL -0.51540.328
Inhibine A 100 ng/mL -0.252 4 0.013
Activine A 100 ng/mL -0.486 4 0.005
TGF p-1 65 ng/mL -0.228 4 0.049

Limites de la procédure

Une interférence peut étre rencontrée avec certains sérums contenant des anticorps
dirigés contre des composants du réactif, c’est pourquoi les résultats du test doivent étre
interprétés en tenant compte du contexte clinique et éventuellement des résultats d'autres

tests.

11.3.3 Vidas®

[1.3.3.1 Caractéristiques

Automate d'immunoanalyses multiparamétrique, commercialisé par la société
Biomérieux, Vidas® est un analyseur de laboratoire qui s'appuie sur la technologie éprouvée

ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay).

Il s’agit d’'un petit automate de paillasse, avec une unité analytigue de 5 sections
indépendantes de 6 compartiments, qui utilise des barrettes réactionnelles a test unique. Le
principe VIDAS® consiste en linteraction de deux éléments: le cdne (phase
solide) SPR® dont la surface interne est recouverte d'antigénes ou d'anticorps, et
les barrettes, composées de plusieurs puits et contenant la quantité exacte de réactifs
nécessaires pour le test (Figure 22). Les réactions se produisent dans le cbne en deux

étapes clés - réaction immunologique et réaction enzymatique.

Plusieurs tests peuvent étre réalisés en méme temps a condition qu’on utilise un

compartiment different de celui sur lequel il y a une demande en cours d’analyse. Il est piloté
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par un PC indépendant (interface Windows), ayant une connexion bidirectionnelle au
systeme d'information logistique (SIL). L’automate est prévu d’'une douchette de code a

barres qui permet I'enregistrement des échantillons dans le programme d’analyse.

CONE
(SPR)

SUBSTRAT

D LU"WT

*\24 ) UILLANT
3

gy

Figure 22. Principe du test unique Vidas®

L’automate offre un grand choix de parameétres (urgences, maladies infectieuses,
immunochimie), ayant une cadence jusqu'a 90 tests/heure. C’est un automate simple
d’utilisation et en revanche assez « manuel », car il sollicite le manipulateur dans toutes les
étapes de traitement. Pour chaque test il y a besoin de programmer I'analyse, de pipeter un
volume précis d’échantillon dans la cartouche et de l'insérer ensuite, avec les cénes, dans le
compartiment et la position sur laquelle on a antérieurement programmé la demande sur le

logiciel. La lecture des barrettes réactionnelles Vidas® est automatique.

- ’/ o
§-

Figure 23. Vidas®, Biomérieux
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La société Biomérieux propose un panel « VIDAS® Fertilité » qui comprend 8 tests

hormonaux automatisés, dont ’TAMH.

[1.3.3.2 Kit Vidas® AMH

Le kit Biomérieux pour la réalisation du dosage d’AMH contient 30 cartouches et
cones, le contrdle positif dAMH (1 x 2 mL) ainsi que le calibrateur (2 x 2 mL) et le diluant (1
x 4,1 mL). Les valeurs attendues pour les passages du contréle et du calibrant sont marqué

dans la notice fournie dans le kit.

[1.3.3.3 Principe de la procédure

Le principe du dosage d’AMH associe la méthode immunoenzymatique sandwich en
une étape a une détection finale en fluorescence (ELFA). Les étapes réactionnelles sont
réalisées automatiquement dans l'instrument. L'échantillon est prélevé puis transféré dans le
puits contenant I'anticorps anti-mullérien marqué a la phosphatase alcaline (conjugué). Le
mélange échantillon/conjugué est aspiré puis refoulé plusieurs fois par le cdne. Cette
opération permet a 'hormone anti-mullérienne de se lier d'une part aux immunoglobulines
fixées sur le cobne et d'autre part, au conjugué formant ainsi un sandwich. Des étapes de
lavage éliminent les composants non fixés. Lors de I'étape finale de révélation, le substrat (4-
Méthyl-ombelliferyl phosphate) est aspiré puis refoulé dans le cone ; I'enzyme du conjugué
catalyse la réaction d'hydrolyse de ce substrat en un produit (4-Méthyl-ombelliferone) dont la
fluorescence émise est mesurée a 450 nm. La valeur du signal de fluorescence est

proportionnelle a la concentration présente dans I'échantillon.

[1.3.3.4 Echantillon

Le dosage est possible sur sérum et plasma, le volume nécessaire étant de 200 pL
par test.

[1.3.3.5 Performances analytiques

Le test couvre un domaine de mesure de 0,02 ng/mL a 9 ng/mL. Les échantillons
avec des concentrations supérieures a 9 ng/mL doivent étre retestés de préférence apres
dilution 1/4 dans le diluant fourni dans le kit. Des dilutions 1/10 et 1/20 sont également
possibles. Les antécédents cliniqgues du patient doivent étre pris en compte pour déterminer

le facteur de dilution.
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Avec une haute sensibilité fonctionnelle (CV < 20% / 0,02 ng/mL), les dosages ont

un coefficient de variation =4,4%, ainsi que des limites de détection et de quantification trés

basses (Tableau 8).

Avec un volume d’échantillon de 200 pL utilisé pour le dosage du test, le résultat

guantitatif est disponible aprés environ 35 min.

Tableau 8. AMH sur Vidas®. Apercu des performances analytiques

Resultat 3a minutes

Echantillon Sérum ou Plasma (Heparine de Lithium)
Volume 200 pL

Limite de quantification 0,02 ng/mlL

Limite de détection 0.00 ng/mlL

la plage de mesure 0.02 ng/mL a 3 ng/ml

Ftalonnage 28 jours

Sensibilite < 0,02 ng/mlL

Effet crochet Pas observe <IBO0 ng/ml d'AMH
Tests/kit 30

Concernant la spécificité, le dosage Vidas® AMH a été évalué pour la réactivité

croisée du dosage avec d’autres substances similaires en structure a ’TAMH (Tableau 9). La

réactivité croisée du dosage de 'AMH a été déterminée par I'ajout d’hormones a des

échantillons contenant de I'AMH. Le niveau dAMH dans les échantillons a ensuite été

déterminé.

Tableau 9. Spécificité d’AMH d’aprés une étude sur Vidas®

Tested compound Tested concentration Cross-reactivity %
Activin A 100 ng/mL <0.10%
Inhibin A 100 ng/mL £0.12%

LH 500 UL <0.21%
FSH 500 UL £0.23%
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Limites de la procédure

Une interférence peut étre rencontrée avec certains sérums contenant des anticorps

dirigés contre des composants du réactif, c’est pourquoi les résultats du test doivent étre

interprétés en tenant compte du contexte cliniqgue et éventuellement des résultats d'autres

tests.

III.Résultats

Avec 50 échantillons, nous avons réalisé un dosage sur chacun des trois automates

pour évaluer leurs concordances.

La série d’échantillons a été encadrée, pour chaque automate, par un passage de

deux niveaux de contrbles (haut et bas) qui ont été conformes par rapport aux bornes

attendues, grace auxquels on a pu valider nos séries des résultats (Tableau 10).

Tableau 10. Résultats d’AMH obtenus sur chaque automate

Age (ans) AMH Cobas® AMH Vidas® AMH Lumipulse®
ng/mL ng/mL ng/mL
Patiente 1 26 0,48 0,79 0,54
Patiente 2 39 3,53 3,85 3,73
Patiente 3 25 1,68 2,88 2,65
Patiente 4 21 1,21 3,51 1,79
Patiente 5 20 <0,03 <0.01 0,05
Patiente 6 27 2,93 6,14 4,24
Patiente 7 36 3,98 4,8 4,44
Patiente 8 30 2,55 4,09 4,52
Patiente 9 29 1,38 2,84 2,61
Patiente 10 32 0,38 0,37 0,39
Patiente 11 25 2,32 2,53 2,67
Patiente 12 23 2,60 3,57 3,08
Patiente 13 32 0,25 0,27 0,28
Patiente 14 28 3,53 4,05 3,99
Patiente 15 36 2,60 3,27 2,90
Patiente 16 27 3,55 3,16 3,86
Patiente 17 24 1,82 2,61 2,41
Patiente 18 25 2,62 2,66 2,79
Patiente 19 30 3,63 3,97 3,85
Patiente 20 20 2,62 2,62 2,89
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Patiente 21 31 3,15 4 3,69
Patiente 22 25 6,87 8,03 6,97
Patiente 23 25 3,32 4,18 4,27
Patiente 24 28 5,00 5,06 6,38
Patiente 25 24 1,46 1,77 1,75
Patiente 26 33 3,75 3,13 3,72
Patiente 27 49 <0.01 <0.01 <0,01
Patiente 28 32 2,86 2,58 2,92
Patiente 29 25 2,40 2,36 2,93
Patiente 30 29 3,43 3,32 3,22
Patiente 31 20 9,57 11,79 12,42
Patiente 32 24 6,84 8,01 7,85
Patiente 33 32 1,46 1,85 1,96
Patiente 34 23 5,28 5,07 5,86
Patiente 35 31 2,01 1,91 2,31
Patiente 36 25 5,27 6,04 6,09
Patiente 37 24 2,00 2,14 1,98
Patiente 38 35 0,68 0,61 0,72
Patiente 39 26 6,43 7,23 7,00
Patiente 40 28 4,79 4,74 5,28
Patiente 41 29 0,31 0,61 0,61
Patiente 42 27 2,29 2,54 2,57
Patiente 43 34 3,33 3,65 3,55
Patiente 44 33 1,27 1,75 1,93
Patiente 45 39 0,34 0,39 0,41
Patiente 46 22 9,15 9,58 9,78
Patiente 47 25 2,59 2,88 2,68
Patiente 48 24 5,14 5,45 5,49
Patiente 49 24 0,59 0,73 0,78
Patiente 50 29 2,70 3,95 3,85

Avec une obtention plutdt homogéne des valeurs, les résultats de chaque technique
montrent conformément aux valeurs de référence des fournisseurs (détaillées dans la partie
« valeurs de référence » ), qu’il s’agit des patientes majoritairement jeunes (dge moyen de
27,5 ans) avec des taux d’AMH adaptés pour I'age et variables en méme temps en fonction

de leur statut médical.

Les valeurs inferieures a la limites de quantification (<0,03 ng/mL) et de détection
(<0,01 ng/mL) correspondent pour la patiente 5 & une anomalie de développement génital
46XY, respectivement a un age auquel la sécrétion d’AMH est trés basse, voir indétectable

(patiente 27).
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Les valeurs hautes (> 9,00 ng/mL) qui s’écartent du reste des résultats, correspond
a des jeunes femmes ayant un syndrome des ovaires polykystiques (Patiente 31 et Patiente
46). Pour ces échantillons, une dilution manuelle au 1/4°™¢ a été réalisée en technique

Biomérieux, conformément aux recommandations du fournisseur.

L’obtention des valeurs proches des limites de la plage de mesure des automates,
nous a permis de s’affranchir des performances analytiques pour les valeurs basses et
hautes de chaque analyseur.

ng/ml Résultats d'AMH par technique

14.0
13.0
12.0
11.0
10.0

é’@@’»"’\i”’\i”i\@@@%’b%"%\@v\@@bﬁb?’

x>

B AMH Cobas ng/ml B AMH Vidas ng/ml AMH Lumipulse ng/ml

N

Figure 24. Résultats d’AMH par patient et par technique

Sur la dispersion des valeurs d’AMH par patient et par technique on observe, au
premier regard, qu’il existe pour la majorité des échantillons une tendance a obtenir des
résultats légerement plus hauts par technique Biomérieux (Vidas®) et Fujirébio (Lumipulse®),

par rapport & la technique Roche.

Pour s’apercevoir des variations et des concordances on va détailler les différences
des résultats par technique utilisée et par rapport a la technique de référence, dans la partie

«comparaison de méthodes».

66



II1.1 Comparaison de méthodes

Lors de cette étude, nous avons comparé les valeurs des 50 échantillons obtenues
par Cobas e 601® a celles obtenues avec les automates Lumipulse® et Vidas® en réalisant
des tableaux de différences, des diagrammes de Bland-Altman et des courbes de linéarite,
pour lesquelles on a utilisé la régression simple classique de Passing et Bablok.

Diagramme de Bland-Altman

Un diagramme de Bland-Altman permet de comparer les moyennes des mesures a
leurs différences. La moyenne des différences « mean » indique si un des instruments tend a

produire des valeurs systématiquement plus basses ou plus élevées que l'autre.
Graphique de linéarité

Le graphique linéaire permet d’obtenir la corrélation théorique entre deux variables
aléatoires. Pour cela, on va calculer le coefficient de corrélation (R) qui nous permet de
déterminer lintensité d’'un lien linéaire entre deux variables quantitatives a échelle
d’intervalle ou de rapport. Pour que le lien linéaire entre les deux variables (x et y) soit fort,
le coefficient de corrélation doit étre le plus proche de -1 (lien linéaire négatif) ou de 1 (lien

linéaire positif).

111.1.1 Cobas® versus Vidas®

[I1.1.1.1 Courbe de régression linéaire

Widas

'R=0,901

w=0,0647 # 1.085 x
i | | n= 48
O i . 1 1 . 1 I : | "
o 2 a 5 ] 10 12 14

Cobas

Figure 25. Droite de régression linéaire des résultats Cobas® vs Vidas®
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La corrélation entre les résultats du Cobas® et ceux du Vidas® a été déterminée par
la droite de régression linéaire de Passing et Bablok (Figure 25). Les valeurs négatives non
interprétables (n=2) ont été exclues du calcul.

Tous les échantillons testés (n=48) se situent dans la plage dynamique de
quantification des deux dosages: plage linéaire de 0,25 ng/mL a 9,57 ng/mL pour Cobas® et
de 0,27 ng/mL a 11,79 ng/mL pour Vidas®. Comme vu sur la droite de régression linéaire, il
y a une corrélation positive et significative (R = 0,901) entre les niveaux d’AMH obtenus pour
les mémes échantillons avec les deux tests.

Conclusion : la courbe de régression linéaire est conforme

[11.1.1.2 Diagramme de Bland-Altman
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Figure 26. Diagramme de Bland-Altman, résultats d’AMH Cobas® et Vidas®
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Le diagramme de Bland-Altman (Figure 26) montre les niveaux d’AMH testées pour
50 échantillons, par la technique Roche (Cobas®) et par la technique Biomérieux (Vidas®).
On voit ainsi la différence entre les deux dosages en fonction de la moyenne des résultats.

En moyenne, le résultat du test sur Cobas® est de 0,53 ng/mL plus bas que le
résultat du test sur Vidas®, avec un taux de 24,39 % plus bas. Les valeurs se situent entre
0,91 et -1,96 ET, avec une différence d’écart type de 0,73 entre les deux tests.

Les échantillons testés sur Vidas® montrent une légére surestimation des taux
d’AMH comparativement a ceux du Cobas®. En méme temps, il faut s’interroger sur la
signification des différences et sur les limites acceptables entre les dosages par rapport a

limpact clinique.

Dans notre série de dosage, une différence significative inexplicable (190%) entre
les résultats des deux techniques de dosage a été observée pour un échantillon (Tableau
11), la valeur obtenue étant plus haute en technique Biomérieux par rapport a Roche.
D’aprés les valeurs de référence de chaque fournisseur, la patiente 4 aurait une réserve
ovarienne faible en la testant par technique Roche et une valeur normale d’aprés
Biomérieux. Cela aurait donc un impact clinique important, qui poserait un probléme
diagnostique. Un repassage du test aurait été intéressant, mais du fait du volume important
d’échantillon requis pour I'analyse (200 pL), on n’a pas eu la possibilité de refaire le dosage

sur Vidas®.

Trois autres différences significatives ont été observées (109%, 105% et 96,77%)

entre les résultats des deux techniques, cela sans impact clinique.

Tableau 11. Différence des résultats d’AMH sur les automates Cobas® et Vidas®

ahliicokase AAlILEEES Difference | Moyenne | Difference %
ng/mL ng/mL
Patiente 4 1,21 3,51 -2,30 2,36 190,00
Patiente 6 2,93 6,14 -3,21 4,53 109,56
Patiente 9 1,38 2,83 -1,46 2,11 105,80
Patiente 41 0,31 0,61 -0,30 0,46 96,77

Conclusion générale: globalement, la comparaison de méthode Cobas® vs Vidas®donne une

bonne concordance et une bonne corrélation entre les deux dosages. Les différences sont a

interpréter par rapport a I'impact clinique.
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II.1.2 Cobas® versus Lumipulse®

[11.1.2.1 Courbe de régression linéaire
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Figure 27. Droite de régression linéaire des résultats Cobas® vs Lumipulse®

La corrélation entre les résultats du Cobas® et ceux du Lumipulse® a été déterminée
par la droite de régression linéaire de Passing et Bablok (Figure 27). Les valeurs négatives

non interprétables (n=2) ont été exclues du calcul.

Tous les échantillons testés (n=48) se situent dans la plage dynamique de
quantification des deux dosages : plage linéaire de 0,25 ng/mL a 9,57 ng/mL pour Cobas® et
de 0,28 ng/mL a 12,42 ng/mL pour Lumipulse®. Comme vu sur la droite de régression
linéaire, il y a une corrélation positive et significative (R = 0,956) entre les niveaux d’AMH

obtenus pour les mémes échantillons avec les deux tests.

Conclusion : la courbe de régression linéaire est conforme
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I1.L1.2.2 Diagramme de Bland-Altman

15
Y
3
wr
3
= HL9650
_‘E 057
[=] o]
Lo 0.0 [y e
z8 ° o B
a3 05 QI_ e A =P Mean
o o~ o O o 051
v E o)
@ 3 -10f o o o
4= o
*;E.d-l o o o
B S e e e e 2650
o8 160
€Y o 0
o
@
= 25 =
5
= o
] 30 =
£
a
el ml . 1 . 1 . 1 \ 1 . 1 . 1 . 1
0 2 4 6 ] 10 12 14
Movyenne des valeurs d’ AMH cbtenues sur Cobas” et Lumipulse”

Figure 28. Diagramme de Bland-Altman, résultats d’AMH Cobas® et
Lumipulse®

Le diagramme de Bland-Altman (Figure 28) montre les niveaux d’AMH testés pour
50 échantillons, par la technique Roche (Cobas®) et par la technique Fujirébio (Lumipulse®).

On voit ainsi la différence entre les deux dosages en fonction de la moyenne des résultats.

En moyenne, le résultat du test sur Cobas® est de 0,51 ng/mL plus bas que le
résultat du test sur Lumipulse®, avec un taux de 21,24 % plus bas. Les valeurs se situent

entre 0,57 et -1,60 ET, avec une différence d’écart type de 0,55 entre les deux tests.

Les échantillons testés sur Lumipulse® montrent une Iégére surestimation des taux
d’AMH comparativement a ceux du Cobas®. Comme vu précédemment pour la technique
Biomérieux il faut s’interroger sur la signification des différences et sur les limites

acceptables entre les dosages par rapport a I'impact clinique.

Dans notre série de dosage, une différence significative (96,77%) entre les résultats
des deux techniques de dosage a été observée pour un échantillon (Tableau 12), la valeur

obtenue étant plus haute en technique Fujirébio par rapport a Roche.
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Tableau 12. Différence des résultats d’AMH sur les automates Cobas® et Lumipulse®

AMH Cobas® AMH Lumipulse®

. . \
ng/mlL ng/mL Difference | Moyenne | Difference %

Patiente 41 0,31 0,61 -0,30 0,46 96,77

D’aprés les valeurs de référence de chaque fournisseur, la patiente 41 aurait une
réserve ovarienne faible en la testant par technique Roche et une valeur normale d’aprés
Fujirébio. Cela aurait donc un impact clinique important, qui poserait un probléeme
diagnostique. Un repassage du test aurait été intéressant, mais en raison d’une quantité
faible de sérum dans I'échantillon, on n’a pas eu la possibilité de refaire le dosage sur

Lumipulse®.

A part cela, d’autres différences notables entre les résultats des deux techniques

n’ont pas été remarquées.

Conclusion: globalement, la comparaison de méthode Cobas® vs Lumipulse® donne une
bonne concordance et une bonne corrélation entre les deux dosages. Les différences sont a

interpréter par rapport a l'impact clinique.

Conclusion générale: ces nouveaux kits dAMH misent sur le marché par les sociétés

Biomérieux et Fujirébio, disponibles pour Vidas®, respectivement pour Lumipulse® offrent

des alternatives a l'utilisation du kit Roche, aux laboratoires de biologie médicale.

II1.2 Valeurs de référence

Les valeurs de 'AMH doivent étre interprétées selon la technique de dosage
utilisée, car en l'absence de standard international chaque fournisseur a établi ses propres

valeurs de référence en fonction de la cohorte testée.

De plus, il est recommandé a chaque laboratoire de vérifier la validité des valeurs
proposées et d’établir au besoin ses propres valeurs de référence selon la population

examinée, en fonction de facteurs géographiques, liés au patient, et environnementaux.
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Deux études ont observé des valeurs d’AMH sériques 25% plus basses pour une

méme tranche d’age, chez les femmes hispaniques et noires comparativement aux

caucasiennes (44).

111.2.1 Valeurs de référence Roche

Les valeurs de référence ont été obtenues avec Elecsys® AMH Plus, lors d’'une

étude sur une population caucasienne incluant 887 échantillons de femmes en bonne santé

et 149 femmes présentant un SOPK.

Tableau 13. Valeurs de référence Roche

Femmes en N. 2,5° perc. 5% perc. Médiane perc. a5¢ perc. 97,5 perc.
bonne santé sans ng/mL ng/mL ng/mL (pmol/L) ng/ml ng/ml
contraceptifs oraux (pmaol/L) (pmaol/L) (pmaol/L) (pmaol/L)
20-24 ans 150 1,22 1,52 4,00 9,95 1n,7

8,71) (10,9) (26,6) (71,0 (83,6)
25-29 ans 150 0,890 1,20 3,31 9,05 9,85

(6,35) (8,57) (23,6) (64,6) (70,3)
30-34 ans 138 0,576 0,711 2,81 7,59 8,13

(11 (5,08) (20,0 (54,2) (58,0)
35-39 ans 138 0,147 0,405 2,00 6,96 7,49

(1,05) (2.89) (14,2) (49,7) (53.5)
40 - 44 ans 142 0,027 0,059 0,822 4,44 5.47

(0,193) (0,421) (6,29) (31.7) (39.1)
45-50 ans 169 0,010 0,010 0,194 1,79 2,71

(0,071) (0,071) (1,39) (12,8) (19,3)
Femmes N. 2,5° perc. 5¢ perc. Médiane perc. 95° perc. 97,5° perc.
présentant ng/mL ng/mL ng/mL (pmol/L)  ng/mL ng/mL
un SOPK* (pmol/L) (pmol/L) (pmol/L) (pmol/L)

149 2,41 312 6,81 12,6 171
(13,3) (17.2) (48,6) (122) (135)

Le nombre élevé de patientes testées et la segmentation qui va de 2,5° a 97,5°

percentiles offre un tres bon apercu des limites acceptables pour un résultat donné.
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111.2.2 Valeurs de référence Fujirébio

Les échantillons de sérum obtenus de 600 sujets féminins de la population asiatique
apparemment sains (agés de 22 a 45 ans) et de 40 sujets diagnostiqués SOPK ont été

dosés avec Lumipulse G® AMH. L'intervalle de confiance a 95%, les limites inférieures et

supérieures et les médianes de la plage de référence sont présentés dans le tableau ci-

dessous.

Tableau 14. Valeurs de référence Fujirébio

Sujets

sains

féminins ap-

paremmert

Intervallede I fediane
N référence de 93 % )
I;L;Sg“ de22a  lo0o | <0.030-8.609 |1.069
Agésde22325ans (120 | 0278-8011 [2.196
Agéede26230ans (120 | 0287-12242 [2.696
Agésde31a35ans [120 | 0.065-10.042 |1.357
Agésde36240ans [120 | <0.030-9232 [1.124
Agésdedl245ans [120 | <0.030-4.480 [0.398

Sujets diagnostiqués
PCOS

235e-975e -y .
N Percentile (ng/mL) Médime (ng/ml)
40 0049 -12.162 2.537

Une approche plus élargie par tranche d’age aurait été utile. La division par

percentile aurait pu offrir un meilleur apercu des valeurs acceptables pour un résultat donné.

La présentation des valeurs par tranche d’age, semble étre un peu exhaustive, pouvant

poser des difficultés diagnostiques. Des valeurs de référence pour une tranche d’age en

dessous de 22 ans seraient utiles.

Par rapport a la technique Roche, les valeurs de référence établies par Fujirébio

pour les résultats bas sont situées largement plus bas.

74



111.2.3 Valeurs de référence Biomérieux

Les valeurs de référence ont été obtenues avec le test VIDAS® AMH en utilisant
435 échantillons de sérum provenant de femmes européennes apparemment en bonne
santé entre 12 et 44 ans. Les femmes sélectionnées ne prenaient pas de contraception
hormonale et celles de plus de 18 ans avaient des cycles menstruels réguliers.

Tableau 15. Valeurs de référence Biomérieux

5 éme 10 éme 50 éme 90 éme 95 éme
Tavwgige | 0| | | |
[IC 90%]* [IC 90%] [IC 90%)] [IC 90%] [IC 90%)]
1247ans | 45 - [ 0,81’;5;,01 1T 3,12’?3,82 111 5,757;’209,00 ] -
18-24ans 88 1 1,2;’?3,37 1 |t 1.32’;12,92 ] [4.13’;3;,12 111 6,938;’109,00 1 7.09 ?;Dg.oo ]
5-2Qans 8 | 0,523’;2(1],56 11 1,0;’;5‘13,83 1T 2,82’;23,76 111 7,568;’169,00 110 3,7; ;géog,oo ]
30 -34 ans 103 [0,52’?3,19 ] [0.8(13’;1?,45 ] [3.13’;52,95 ] [6,2;’;03,75 1 7.028;’189.00 ]
35 -39 ans 65 [0,02’;1(1),38 ] [0,18’;33,70 11T 1,41’;8‘2',35 ] [3,53’;12,31 1 5,076;’129,00 ]
40 - 44 ans 86 | < o,gf;oons ] [o,og’?g,zo ] [0,72’;9?,40 ] [2,4?’;8;,96 ] | 3,63’;7:,?3 ]

La segmentation des valeurs qui va de 5¢ a 95° percentiles offre un tres bon apercu

des limites acceptables pour un résultat donné.

Néanmoins, des bornes plus précises avec des valeurs d’AMH obtenues apres
dilution sont a prévoir car cela peut aider en cas de suspicion de SOPK. Sinon, des
confusions diagnostiques peuvent apparaitre en I'absence d’autres critéres cliniques, surtout
pour les jeunes femmes chez lesquelles on retrouve des valeurs physiologiqguement plus

hautes.

Des bornes pour les résultats des femmes diagnostiquées avec SOPK seraient

également utiles.
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IV.Discussions

[V.1 Interprétation des résultats en vue diagnostique

En l'absence de standard international, la comparaison des résultats de différents
kits est difficile. Les valeurs de 'AMH doivent étre interprétées selon la technique de dosage

utilisée, en fonction des valeurs du fournisseur obtenues sur une cohorte testée.

Les problématiques rencontrées face a des résultats similaires entre deux
techniques de dosage, sont liées au diagnostic des patientes, en raison de valeurs de

référence différentes entre technique.

Il se peut que pour un résultat identique ou peu différent, le diagnostic ne soit pas le
méme en fonction de la technique de dosage utilisée ce qui met en difficulté les cliniciens.
C’est le cas pour 11 patientes de la série d’échantillons testés. Dans le Tableau 16 on a

regroupé toutes les différences de diagnostic qu’on a rencontré dans la série.

Tableau 16. Différences de diagnostic en fonction de la technique utilisée

Age AMH Cobas ng/mL AMH Vidas ng/mL AMH Lumipulse ng/mL

Patiente 1 26 0,48 0,79 0,54
Diagnostic N2 N% Normal
Patiente 4 21 1,21 3,51 1,79
Diagnostic J Normal Normal
Patiente 10 32 0,38 0,37 0,39
Diagnostic N2 N% Normal
Patiente 13 32 0,25 0,27 0,28
Diagnostic N2 N% Normal
Patiente 20 20 2,62 2,62 2,89
Diagnostic Normal Normal @ bornes
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Patiente 25 24 1,46 1,77 1,75
Diagnostic J Normal Normal
Patiente 31 20 9,57 11,79 12,42
Diagnostic Normal N ? (pas de dilution) @ bornes
Patiente 41 29 0,31 0,61 0,61
Diagnostic N2 Ng Normal
Patiente 45 39 0,34 0,39 0,41
Diagnostic N Normal Normal
Patiente 46 22 9,15 9,58 9,78
Diagnostic Normal ? (pas de dilution) M
Patiente 49 24 0,59 0,73 0,78
Diagnostic N2 N% Normal

Le Conseil national professionnel de biologie médicale insiste sur le besoin d’'un
standard international afin de diminuer la variabilité inter-laboratoire et d’améliorer la sécurité

des patients en évitant la mauvaise estimation des valeurs.

En attendant, le « gold-standard » serait représenté par les valeurs de référence
établies par la société Roche, avec une plus grande expérience sur le marché, le kit
Elecsys® AMH représentant le premier test standardisé, automatisé et approuvé par

'agence américaine des produits médicamenteux (FDA) (93).

[V.2 D’autres études comparatives sur Lumipulse® et Vidas®

Conformément aux fiches techniques des fournisseurs, d’autres études
comparatives ont été menées afin de s’apercevoir des performances et des différences
analytiques et d’observer si une corrélation des résultats existent avec d’autres techniques

de dosage.

Iv.2.1 Etudes comparatives sur Lumipulse®

Une comparaison de la méthode de dosage Lumipulse G AMH® a été réalisée sur

le systeme Lumipulse G1200® dans une étude conforme aux directives du protocole CLSI
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EP09c. La méthode de régression pondérée Deming a été utilisée pour comparer les
performances du dosage Lumipulse G AMH® a la méthode de dosage Roche Elecsys®
AMH. Les résultats des échantillons dosés étaient compris entre 0,073 et 21,168 ng/mL pour
le dosage Lumipulse G AMH® et entre 0,067 et 19,310 ng/mL pour le dosage Roche
Elecsys® AMH (Tableau 17).

Tableau 17. Comparaison méthodes Lumipulse G1200® - Roche Elecsys®

Lumipulse G AMH vs Elecsys AMH

Coefficient de ?:’::;;Ez Pente Ecart moyen
o o
correlation (r) (95 % CT) (95 % CI) (ng/mL)
139 0.998 -0.015 1.133 0.648

-0.031a0.002 1.106 a 1.160

Une deuxiéme comparaison de méthode de dosage Lumipulse G® - Elecsys® a été
réalisée sur le systtme Lumipulse G1200®. La méthode de régression pondérée Deming a
été utilisée pour comparer les performances du dosage Lumipulse G® AMH aux celles du
Roche Elecsys® AMH. Les échantillons dosés étaient compris entre 0,073 et 51,200 ng/mL
pour le dosage Lumipulse G® AMH et entre 0,067 et 44,360 ng/mL pour le dosage Roche
Elecsys AMH® (Tableau 18).

Tableau 18. Comparaison méthodes Lumipulse G1200® - Roche Elecsys®

Lumipulse G AMH vs Elecsys AMH

Coefficient de f)rdo?n?ee Pente Ecart moyen
corrélation (r) . °rigine (95 % CI) (ng/mL)
(95 % CI) o g
145 0.994 -0.015 1.136 0.874

-0.03240.002 1.109 a4 1.162

Les résultats des deux comparaisons montrent une trés bonne corrélation des deux

techniques, avec des coefficients de corrélation élevés (0,99).

1v.2.2 Etudes comparatives sur Vidas®

Une étude comparative a été réalisée selon les recommandations CLSI® EP09-A3.
118 échantillons de sérum de patients de plus de 12 ans (prélevés en pratique courante
dans 2 laboratoires) ont été collectés et testés simultanément en utilisant le test VIDAS®

AMH et un autre test immunologique disponible dans le commerce.
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La comparaison du test VIDAS® AMH (Y) avec un autre test immunologique
disponible dans le commerce (X) a été évaluée par la régression linéaire de Passing &
Bablok (Figure 29).

12 q

—  Passing & Bablok

YaX

VDA AMAH (mgimL)

Y =1.15 X-0.02
R=0.95

Figure 29. Droite de régression linéaire des résultats d’AMH - Vidas® vs X®

Les résultats montrent une bonne corrélation des deux techniques, avec un

coefficient de corrélation a 0,95.
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IV.3 Regard personnel sur les automates testés

Vu que jai participé a la réalisation des dosages, jai eu un apercu de chaque

automate, que jai résumé dans le Tableau 19, sous forme de points forts et faibles pour

chacun d’entre les trois analyseurs dont on s’est servi pour la présente étude.

Tableau 19. Apercgu des automates utilisés dans I’étude

Analyseur Avantages Inconvénients
o Facile d'utilisation
o Faible volume d'échantillon = 50 pL
o Rendu rapide de résultats = 18 min
o Large plage de mesure
Cobas e o Réactif stable 8 semaines sur
601® I'analyseur
o Valeurs de référence précises ne
laissant pas de place a des
confusions au moment du
diagnostique
Volume important
o Facile d'utilisation d'échantillon = 200 pL
o Principe de cartouche de test Résultat du test en 35 min
unique préte & I'emploi Plage de mesure restreinte
o Le kit comprend tout le (dilution manuelle & faire pour
Vidas® nécessaire pour la réalisation du les valeurs >9,) rjg/mL)
test Valeurs de référence pas
précises, les valeurs hautes (>9
ng/mL) non diluées
Absence de valeurs de
référence pour le SOPK
o Facile d'utilisation Volume important
o Test possible sur sérum et plasma d'échantillon =160 yL pour
(plusieurs types de tubes) les cuvettes / 310 pL pour les
o Large plage de mesure tubes
Lumipulse®

Absence de segmentation
par percentiles des valeurs

de référence
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IV.4 Inscription de ’'AMH a la NABM

Depuis 2015, la Direction générale de I'offre de soins (DGOS) a mis en place une
prise en charge dérogatoire et transitoire des actes hors nomenclature (HN) de biologie
médicale et d’anatomocytopathologie, via la MERRI G0O3 «Actes HN». Cette prise en charge,
fixée par l'instruction Nn°DGOS/PF4/2015/258 du 31 juillet 2015, repose sur deux listes: le
Référentiel des actes innovants hors nomenclature (RIHN) et la Liste complémentaire (LC)
composée d’actes HN initialement innovants, mais désormais utilisés en soins courants et
susceptibles de faire I'objet d’une évaluation par la HAS, compte tenu de leur niveau
suffisant de validation clinique estimé par les sociétés savantes. Dans ce cadre, la HAS a
décidé en 2017 de s’autosaisir pour évaluer la pertinence de I'acte de dosage de I'hormone
anti-mullérienne (AMH, code 1003 de la LC) en vue de son inscription a la Nomenclature des
actes de biologie médicale (NABM). A présent, 'TAMH ne fait pas partie des analyses prise
en charge par la caisse primaire d’assurance maladie, malgré sa large prescription en

clinique.
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CONCLUSION

Le dosage de 'AMH est un acte d’hormonologie largement prescrit actuellement en

France.

L’évaluation de la réserve ovarienne est considérée comme un paramétre important
dans le bilan de fertilité des femmes. Elle est représentée par le stock de follicules

primordiaux. De plus, elle est corrélée au nombre d’ovocytes qui pourront étre recueillis.

L’age est un marqueur incontournable dans I'évaluation de la réserve ovarienne en

raison du vieillissement physiologique.

Un certain nombre de margqueurs hormonaux tels que la FSH, I'E2 et I'inhibine B ont
aussi été identifiéss comme marqueurs de la réserve ovarienne (60) pour la prédiction d’'une
réponse a la stimulation. Cependant, ces mesures présentent une valeur prédictive limitée
souvent parce qu’elles sont des mesures indirectes de la réserve ovarienne (FSH et E2), ou
ont une variabilité inter-cycles substantielle (FSH) ou encore présentent une grande
variabilité intra-cycle (FSH, E2, inhibine B) (60).

Le compte de follicules antraux entre 2 et 10 mm visibles en échographie pelvienne
est également largement utilisé comme marqueur de la réserve ovarienne. Le nombre de
follicules antraux au 3°™ jour posséde une valeur prédictive des réponses ovariennes faible

et excessive.

Il est admis aujourd’hui que 'AMH doive entrer dans tous les bilans biologiques
d’exploration de linfertilit¢, étant considérée aujourd’hui comme le meilleur marqueur
biologique pour évaluer la réserve ovarienne (3)(58) , ayant I'avantage d’étre stable au cours
du cycle menstruel (60). Son dosage est trés utilisé en assistance médicale a la procréation

car le taux d’AMH plasmatique reflete le nombre de follicules en croissance (59).

Dans ce cadre, la HAS a décidé en 2017 de s’autosaisir pour évaluer la pertinence
de l'acte de dosage de 'hormone anti-mullérienne (AMH, code 1003 de la LC) en vue de son
inscription a la Nomenclature des actes de biologie médicale (NABM). A présent, TAMH ne
fait pas partie des analyses prise en charge par la caisse primaire

d’assurance maladie, malgré sa large prescription en clinique.
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En l'absence de standard international disponible et du fait de calibrations
différentes, les résultats obtenus par les différentes techniques de dosage ne sont pas
identiques. Les valeurs seuil publiées dans la littérature jusqu’a ce jour sont donc technique-

dépendantes.

Le Conseil national professionnel de biologie médicale recommande d’exprimer les
résultats du dosage de 'AMH dans les deux unités (ng/mL et pmol/L) qui peuvent étre
utilisées et conseille de se reporter aux préconisations du fournisseur de la trousse de
dosage pour les conditions préanalytiques et analytiques a respecter, ainsi que d’interpréter

les valeurs selon la technique de dosage utilisée (52).

Dans notre étude, malgré une bonne concordance entre les techniques de dosage,
on a remarqué encore une fois I'importance d’'un standard international d’'un point de vue
diagnostique. Les conseils nationaux professionnels médicaux insistent fermement sur la
nécessité de mettre en place un standard international afin de faciliter le développement de
valeurs de référence, diminuer la variabilité inter-laboratoire et le cout di aux dosages
répétés ainsi que pour améliorer la sécurité des patients en évitant la mauvaise estimation

des valeurs.
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L’HORMONE ANTI-MULLERIENNE:
Roéle, intérét et comparaisons de techniques de dosages en PMA

L’hormone antimullérienne (AMH), protéine sécrétée par les cellules de la granulosa,
constitue un marqueur quantitatif de la réserve ovarienne. Vu son intérét en clinique,
’hormone antimallérienne est une analyse trés prescrite par les médecins, surtout dans le
service de procréation médicalement assistée (PMA). Le compte de follicules antraux (CFA)
et le dosage d’AMH sont systématiquement évalués lors d’'une consultation de préservation
de la fertilité et dans le cadre du suivi de la fonction ovarienne.

Différents tests de dosage d’AMH existent, proposés par différentes techniques, mais
actuellement nous n’en disposons pas dans notre laboratoire d’hormonologie au CHU de
Bordeaux. L’internalisation de l'analyse pourrait raccourcir le délai de rendu du résultat.
Selon nos objectifs, notre étude a permis de s’apercevoir des performances et de limites
analytiques des techniques de dosage Biomérieux et Fujirébio, en comparant sur 50
échantillons les résultats d’AMH obtenues par ces techniques, a celle de Roche, dite de
référence.

Dans notre étude, malgré une bonne concordance entre les trois techniques de dosage, on a
remarqué encore une fois limportance d’'un standard international d’'un point de vue
diagnostique. Les conseils nationaux professionnels médicaux insistent fermement sur la
nécessité de mettre en place un standard international afin de faciliter le développement de
valeurs de référence, diminuer la variabilité inter-laboratoire et le cout di aux dosages
répétés ainsi que pour améliorer la sécurité des patients en évitant la mauvaise estimation
des valeurs.

Mots-clés: AMH, hormone antimullérienne, réserve ovarienne, procréation médicalement
assistée, PMA, CFA, fertilité, hormonologie.

ANTI-MULLERIAN HORMONE:
Role, interest and comparison of assays methods in medically assisted procreation

Anti-mullerian hormone (AMH), a protein secreted by granulosa cells, is a quantitative
marker of ovarian reserve. Due to its clinical value, the anti-mullerian hormone is a test highly
prescribed by doctors, especially in the medically assisted procreation (MAP) department.
The antral follicle count (AFC) and the result of the AMH test, are systematically evaluated
during a fertility preservation consultation and also as part of the monitoring of ovarian
function.

Different methods for the measurement of AMH level exist, but none of them is currently
available in our hormonology laboratory at Bordeaux University Hospital. The introduction of
one of these technical assays in our laboratory could shorten the delay of reaching the result.
According to our objectives, our study made it possible to observe the performance and
analytical limits of the Biomerieux and Fujirebio technology, by comparing it with Roche
technology, known as the reference, by analysing 50 AMH samples, on each of them and
evaluating the results.

In our study, despite a good agreement between the three assay methods, the importance of
an international standard from a diagnostic point of view was once again noted. National
medical commissions do strongly insist on the need of setting up an international standard in
order to facilitate the development of reference values, decrease inter-laboratory variability
and the cost due to repeated assays, as well as to improve patient safety by avoiding poor
estimation of values.

Keywords: AMH, anti-mullerian hormone, ovarian reserve, medically assisted procreation,

MAP, AFC, fertility, hormonology.
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