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AMP : Assistance médicale a la procréation
FIV : Fécondation in vitro

ICSI : Intra cytoplasmic sperm injection

NK : Natural killer

PN : Pronuclei

HCG: Hormone chorionique gonadotrophique
LH : Luteizing hormone

FSH : Follicle stimulating hormone

ST: Syncytiotrophoblaste

CT: Cytotrophoblaste

SA: Semaine d’ameénorrhée

CD : Cluster differenciation

CD146s : CD146 soluble

ECPR : Recepteur endothélial de la protéine C
TFPI : Inhibiteur voie facteur tissulaire

RCIU : Retard croissance intra utérin

CIVD : Coagulation vasculaire intra disséminée
HLA : Human leukocyte antigen

FC : Fausse couche

FCS : Fausse couche spontanée

NGS : Next generation sequencing

DPI : Diagnostic génétique préimplantatoire

eSET : Elective single embryo transfert (Transfert électif d’un seul embryon)



1 INTRODUCTION



Veéritable probléme de santé publique, I’infertilité concerne 15 a 25% des couples selon une
¢tude de 1’observatoire épidémiologique de la fertilité en France. Le recours a 1’assistance

médicale a la procréation (AMP) ne cesse et ne cessera d’augmenter.

Les équipes médicales des centres d’AMP cherchent en permanence a améliorer et optimiser
les techniques d’AMP telles que I’insémination intra utérine (IIU) ou les techniques de
fécondation in vitro (FIV).

Depuis de nombreuses années, 1’évaluation de la qualité de I’embryon se fait par ’analyse de
critéres morphologiques (fragmentation, présence de vacuoles, homogénéité des cellules...)
basées sur des classifications permettant de statuer sur la qualité du ou des embryons a
transférer. Cette analyse morphologique est faite par des biologistes médicaux, et des systémes
d’imagerie accélérée se sont développés récemment afin d’optimiser 1’analyse morphologique
faite par le biologiste médical (Time lapse notamment).

Les stratégies de transfert embryonnaire sont de plus en plus orientées sur le transfert
d’embryon unique, afin de limiter le risque de complication liée aux grossesses multiples (1).
Afin d’augmenter les chances de succes des tentatives d’AMP, cette stratégie de transfert d’ un
embryon unique nécessite la découverte de nouveaux marqueurs, complémentaires a I’analyse
morphologique classique, de préférence non invasifs.

Dans le cadre d’un projet commun avec les équipes des laboratoires du centre cardiovasculaire
et nutrition (C2VN), d’lmmunologie et d’AMP, [D’intérét d’une molécule d’adhésion, le
CD146, a été montré en fécondation in vitro comme marqueur sélectionnant des embryons
possédant le meilleur potentiel implantatoire.(2)

Dans ce travail, nous avons réalisé une revue bibliographique sur le CD146 en nous focalisant
sur son aspect « grossesse et reproduction ».

Ce travail faisant I’objet de ma these, sera suivi d’un mémoire ayant pour but d’étudier

I’expression de CD146 sur les gametes males.
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2.1Physiologie de la reproduction

2.1.1  Gametes et gametogenese

2.1.1.1 Spermatozoide et spermatogenése (3) (4)

e Le spermatozoide
Il s’agit d’une cellule hautement différenciée, mobile, qui transporte le génome haploide
paternel jusqu’a 1’ovocyte lors de la fécondation.
Le spermatozoide mesure entre 55 et 65 microns de longueur, et comporte 3 parties : la téte
incluant 1’acrosome et le noyau, le flagelle qui confére la mobilité aux spermatozoides et la
piéce intermédiaire qui relie la téte au flagelle.
Piece terminale ;

Téte i Piéce intermédiaire ;| Piéce principale

|
|
I
I
:
|
Piéce connective :
:
I
I

Centriole proximal

|
|
|
|
|
I
|
|
|
|
|
|
|
I
|

Spire

mitochondrialg al

Complexe axoné

Acrosome

|
|
|
I
E
Membrane plasmique
I
I
I
|
I
I
1
|
I
|
I

-3

|
|
|
1
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
U

T
mxnﬂ,mq(uymrf-“»‘\"\\‘
- YOG

P
T | T e TN

* * Complexe

axonémal

microtubulaire

m (9 doublets + 1)
& "u% Gaine fibreuse

&)

Mitochondrie

FIGURE 1- Schéma d’un spermatozoide (3)



e Laspermatogenese

Elle correspond aux différents éveénements qui permettent a la cellule germinale initiale diploide
(spermatogonie souche) de donner naissance a une cellule haploide de fonction spécialisée, le
spermatozoide, qui est le gaméte mature male.

Elle se déroule dans les testicules, au sein des tubes séminiferes, de la puberté jusqu’a un age
tres avancé.

Elle comprend plusieurs étapes :

- Phase de multiplication des spermatogonies par mitose somatique, assurant le maintien
d’un pool suffisant de spermatogonies souches.

- Phase de différenciation des spermatogonies en spermatocytes | qui entrent en méiose :
ils subissent la premiere division méiotique pour donner les spermatocytes II.

Les spermatocytes Il vont connaitre la deuxieme division méiotique et donneront les
spermatides, cellules haploides.

- Différenciation des spermatides en spermatozoides: c’est la spermiogénese. Ce
processus complexe implique des modifications morphologiques au niveau du
cytoplasme (formation du flagelle et de ’acrosome qui va contenir des enzymes
protéolytiques permettant aux spermatozoides 1’interaction avec I’ovocyte) et nucléaire
(compaction de la chromatine).

- Endernier lieu, la spermiation permet la libération des spermatozoides dans la lumiére

du tube séminifére.

La spermatogenése dure 74 jours, et permet d’obtenir 16 spermatides haploides a partir d’une
spermatogonie, a I’issue de divisions mitotiques et méiotiques.

Le spermatozoide est non fécondant et immobile lorsqu’il sort des tubes séminiferes, son
pouvoir fécondant sera acquis par maturation fonctionnelle lors de son trajet dans les voies

génitales masculines puis féminines.



e Lesperme
Le sperme éjaculé est constitué par une suspension de spermatozoides, mobiles ou non, et de
cellules rondes, dans un liquide, appelé plasma séminal. Celui-ci résulte du mélange de
différentes sécrétions : environ 5% du volume de 1’¢jaculat provient des sécrétions épididymo-
testiculaires, 5% des glandes de Cowper, 30% des sécrétions prostatiques et 60% des vésicules

séminales

2.1.1.2 Ovocytes, ovogenese et folliculogenese (3) (5)

e Ovocytes et ovules
L’ovule (ovocyte mature, fécondable) est le gaméte féminin. C’est une cellule haploide obtenue
a la suite de deux phénoménes étroitement liés, I’ovogenese et la folliculogenese, se déroulant

au niveau de ’ovaire.

e Ovogenese
L’ovogenése est le processus biologique qui entraine la transformation progressive de la cellule
germinale initiale ou ovogonie (cellule diploide), en une cellule germinale différenciée, I’ovule
(cellule haploide), prét a étre fécondé.
Ce processus, discontinu, débute lors de la 9*™ semaine de la vie embryonnaire puis
s’interrompt peu avant la naissance et reprendra au moment de 1’ovulation pendant une période
qui s’étend de la puberté jusqu’a la ménopause. La durée de ’ovogenese sera donc différente
pour chagque ovocyte en fonction du moment ou se produira son ovulation.
Lors de la période prénatale, les ovogonies vont se multiplier puis débuter la premiére division
méiotique qui sera bloquée au stade diplotene en prophase | (ovocyte I).
La reprise de la méiose n’aura lieu qu’a partir de la puberté, durant la période qui précéde

I’ovulation.
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De la puberté a la ménopause, I’ovogeneése est étroitement liée a la folliculogenese et se divise

en deux parties :

premiére division méiotique (ovocyte I).

deuxieme globule polaire, que si I’ovocyte est fécondé par un spermatozoide.

d Gonocytes primordiaux (2 1) Q
Spermatogonies O e O Ovogonies
@n) )h\ Multiplica @ n)
®. o WS
Spermatocytes | e Ovocytes |
(2 fl) AcCcCroissement (2 ﬂ)
e @ o e (- - -
/ \ Maturation
1
Spermatocytes |l R— 9P Ovocyte II
n) O O > | Méiose < ()

( \
Spermatides O gp2 Ovotide
) ) \ ")
Spermatozoides
(n)

Cytodifférenciation

FIGURE 2- Spermatogenése et Ovogenése (3)

Une phase de croissance pendant laquelle le développement de I’ovocyte se déroule
parallelement a celui du follicule. Durant cette période le cytoplasme de 1’ovocyte
accumule des réserves et subit une forte augmentation de volume. Son noyau, que 1’on

appelle la vésicule germinative, est toujours blogué au stade diploténe, en prophase de

Une phase de maturation déclenchée par le pic ovulatoire de LH. La maturation est
nucléaire avec la reprise de la méiose jusqu’au stade de métaphase de la deuxieme
division méiotique (ovocyte I1) et émission du premier globule polaire. Cette maturation
touche aussi le cytoplasme qui subit des modifications en vue d’une éventuelle

fécondation. L’ovogenese ne s’acheéve, avec la reprise de la méiose et émission du
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e La folliculogenese
La folliculogenese est I’ensemble des processus par lesquels un follicule primordial se
développe pour donner un follicule mar, ovulatoire. Seuls 1/1000 des follicules primordiaux
atteindront ce stade. Les autres évolueront vers l’atrésie. Vers le 7™ mois de la vie
embryonnaire I’ovaire contient un stock définitif de plusieurs millions de follicules primordiaux

qui s’épuisera ensuite de maniere progressive jusqu’a la ménopause.

Les follicules grandissent d’abord par la multiplication des cellules folliculaires péri-
ovocytaires qui forment progressivement un tapis appelé granulosa. Les follicules primordiaux
deviennent primaires puis secondaires. Ceci se produit pendant toute I’enfance et la période
pré-pubertaire.

A partir de la puberté, certains follicules secondaires continueront leur évolution et atteindront
le stade de follicule tertiaire (ou antral), passant d’un diamétre de 20 a 200 microns. Au stade
de follicule tertiaire, une cavité (antrum) remplie de liquide folliculaire se forme au centre du
follicule. L’ovocyte est entouré de plusieurs couches cellulaires qui sont de I’intérieur vers
I’extérieur : la granulosa, la theque interne qui secréte des hormones stéroides, et la theque
externe qui est une couche fibreuse. A partir de ce stade, les follicules synthétisent des
estrogenes. Parmi ces follicules antraux, un seul sera sélectionné et permettra la formation d’un
follicule mar (ou de De Graaf). Celui-ci est caractérisé par une cavité liquidienne volumineuse
et mesure environ 20 mm de diamétre. Au terme de sa croissance, le follicule mar réagit a une
décharge d’hormones gonadotropes (FSH et LH) par d’importantes transformations aboutissant
a la rupture folliculaire qui va permettre la libération de I’ovocyte fécondable dans la trompe
au moment de I’ovulation. Ainsi, de la puberté a la ménopause, 1 un follicule mdr se forme a

chaque cycle.
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La folliculogenése est soumise a une régulation hormonale, par des hormones gonadotropes de
I’ante hypophyse, FSH et LH, qui sont-elles mémes régulées par la sécrétion hypothalamique

pulsatile de GnRH ainsi que les hormones ovariennes sécrétées par les cellules folliculaires.

2.1.2  Cycle menstruel (3)(6)

De la puberté a la ménopause, I'ovaire présente une activité cyclique, responsable du cycle
menstruel. Le cycle menstruel dure en général 28 jours. Ce cycle menstruel est sous controle
hormonal.
Durant ce cycle, on distingue :

e Le cycle ovarien comportant 2 phases de 14 jours :

o Lapremiére est la phase folliculaire (J1-J14), correspondant & la croissance des
follicules jusqu’au stade de follicule mir; les follicules en croissance
synthétisent les estrogénes.

A J14, I’ovulation se produit sous I’effet du pic de LH, permettant la fin de la
maturation ovocytaire et la reprise de la méiose (ovocyte Il) puis la libération de

I’ovocyte mature dans la trompe a partir du follicule mdr ;

o La deuxieme est la phase lutéale (J15-J28) correspondant a la formation du
corps jaune aprés l’ovulation. Le corps jaune synthétise estrogénes et
progestérone.

En I’absence de fécondation, le corps jaune régresse en 9 a 11 jours apres
I’ovulation. En cas de grossesse, il persiste et se transforme en corps jaune

gravidique.
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e Lecycle utérin
Durant le cycle menstruel, sous I’action des hormones ovariennes (estrogenes synthétisés par
les follicules en croissance puis par le corps jaune ; progestérone synthétisee par le corps jaune),
la muqueuse utérine se modifie : C’est le cycle utérin, durant lequel on observe les 3 phases

suivantes :

- La phase de desquamation entre J1 et J4 du cycle : c’est la période des régles. Elle
est due a une chute brutale des taux d’cestrogénes et de progestérone due a la
dégenérescence du corps jaune. Ceci provogue une ischémie due aux contractions
rythmiques des artérioles, entrainant une nécrose hémorragique de la zone fonctionnelle
de I’endometre, responsable de la menstruation. Il ne reste plus que la zone résiduelle,
¢épaisse d’environ 0,5 mm, avec quelques culs de sac glandulaires ouverts dans la cavité

utérine et des petits vaisseaux.

- La phase de régénération/ prolifération entre J5 et J14 : La sécrétion d’estradiol
stimule la croissance de I’endometre a partir des culs de sac glandulaires ; 1’épithélium
de surface se reforme, les glandes et les artérioles se développent et 1’activité mitotique

est intense. A la fin de cette phase, I’endométre a atteint son épaisseur maximale.

- La phase de transformation/sécrétion glandulaire entre J15 et J28 : la phase de
sécrétion du glycogéne débute sous [’action combinée des cestrogénes et de la
progestérone. Les glandes deviennent plus longues et plus sinueuses, la spiralisation des
artérioles s’accentue. A partir du J22, le glycogene est excrété hors de la cellule,
les glandes deviennent tres contournées et la spiralisation des artérioles est maximale.
La réaction déciduale apparait, caractérisée par la présence dans le chorion de cellules

déciduales (fibroblastes modifiés, contenant du glycogéne).

- En DP’absence de fécondation, le corps jaune régresse, il s’en suit une destruction
tissulaire endométriale avec une desquamation hémorragique, un nouveau cycle

commence.
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En cas de grossesse, le maintien de la sécrétion hormonale par le corps jaune est
responsable du maintien de I’intégrité de I’endomeétre et par conséquent de 1’absence de

survenue des regles.

A Unités
arbitraires
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FIGURE 4- Variations hormonales et endométriales lors des phases folliculaire et lutéale (3)
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Pendant le cycle utérin, on distingue une période particuliére qui est la fenétre d’implantation.
C’est la période de réceptivité de I’endometre pour I’embryon, qui est de bréve durée, entre-le
J19/20 et le J23 du cycle menstruel. Elle est présente a chaque cycle menstruel,
indépendamment de la survenue d’une fécondation car elle dépend uniquement de la sécrétion
des hormones ovariennes. Lors de cette période, I’endométre présente certaines particularités :
- Au niveau de I’épithélium de surface : modification des dispositifs de jonction
intercellulaires qui deviennent plus laches et apparition de pinopodes
- Auniveau du chorion : présence d’un cedéme a J20-J21, infiltration massive de cellules
immunitaires (utérine natural Killer), apparition des cellules déciduales qui vont
synthétiser des cytokines
L’ensemble de ces modifications permet de faciliter I’adhésion et I’invasion de 1’ceuf dans
I’endométre.
D’autre part, le chorion contient des cellules lymphocytaires plus ou moins abondantes (20%
des cellules du chorion en fin de cycle sans grossesse et 30% des cellules en début de grossesse).
La majorité de ces cellules lymphocytaires est constituée par des cellules natural Killer (NK)
dont les cellules utérine NK (UNK, CD56+). Dans les cycles avec grossesse, elles sont
abondantes, et joueront un réle important dans le controle de la migration et de 1’envahissement

du trophoblaste ainsi que dans le processus d’angiogenése.
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2.1.3 La fécondation et les premiers stades du
déeveloppement embryonnaire

2.1.3.1 Transit des spermatozoides dans les voies génitales
féeminines(5) (7) (8)

Environ 200 millions de spermatozoides sont déposés dans le vagin apres 1’éjaculation. Le
liquide séminal alcalin qui les entoure va les protéger du milieu vaginal acide. Quelques
centaines de milliers de spermatozoide mobiles vont parvenir a remonter, & contre-courant, le
mucus qui s’écoule du canal cervical.

Une premiére sélection se fait dans le mucus cervical ou seuls les spermatozoides les plus
mobiles progressent.

Apres remontée rapide dans la cavité utérine, ces spermatozoides vont arriver & la jonction
utérotubaire, ou les sécrétions tubaires vont empécher un retour en arriére.

Dans I’isthme de la trompe, ou des milliers de spermatozoides s’accumulent, des contractions
tubaires entrainent la libération de dizaines de spermatozoides par vagues successives, jusqu’a
I’ampoule tubaire, lieu de la fécondation.

Au moment de la rencontre entre ovocyte et spermatozoide, peu de spermatozoides sont
présents autour de I’ovocyte et les spermatozoides fécondants ne sont pas nécessairement les

premiers arrivés.

Durant leur trajet, les spermatozoides sont soumis a des environnements variés, qui leur
conférent une capacité a devenir fécondants par certaines modifications : il s’agit de la
capacitation, ensemble de modifications structurales et fonctionnelles qui permettront plus tard
la réaction acrosomique. Par exemple, le contact des spermatozoides avec la glaire cervicale,
riche en albumine, va permettre I’¢limination de facteurs décapacitants.

Les trompes vont assurer un environnement propice pour les spermatozoides pour leur
capacitation (présence d’enzymes protéolytiques et lipolytiques qui vont permettre

I’hyperactivité flagellaire du spermatozoide, et plus tard, la réaction acrosomique).
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2.1.3.2 La fécondation (3) (5)

11 s’agit de la fusion de deux cellules haploides, le spermatozoide et I’ovocyte, en une cellule
unique que 1’on appelle le zygote. La rencontre entre les deux gametes se fait dans la trompe,
au niveau de I’ampoule tubaire.

Les cellules de la corona radiata et la zone pellucide entourent 1’ovocyte. La spécificité
d’espéce est assurée par la zone pellucide, composée de glycoprotéines. Les interactions
entre les spermatozoides et 1’ovocyte sont caractérisées par une alternance
adhésion/progression. Les spermatozoides capacités vont ensuite déclencher la réaction
acrosomique en s’accrochant a la zone pellucide.

La réaction acrosomique se définit par la fusion de la membrane plasmique du
spermatozoide avec la membrane acrosomique externe, ayant pour consequence une
libération des enzymes acrosomiques qui permettront la traversée de la zone pellucide par
le spermatozoide, facilitée par les battements de son flagelle hyperactive.

Un seul spermatozoide arrive a franchir la zone pellucide, pour ensuite pénétrer dans
I’espace périvitellin puis fusionner avec la membrane ovocytaire grace a la membrane

plasmique de la cape post-acrosomigue.

La pénétration du spermatozoide dans 1’ovocyte entraine une augmentation du calcium
responsable de 1’activation métabolique ovocytaire.

Cette activation va provoquer la réaction corticale qui se traduit par la fusion des granules
corticaux avec la membrane plasmique de I’ovocyte et permet la libération du contenu
enzymatique des granules corticaux dans I’espace périvitellin.

Ces enzymes vont entrainer des modifications physico-chimiques au niveau de la zone
pellucide pour la rendre imperméable a d’autres spermatozoides, empéchant ainsi la
polyspermie.

L’activation cytoplasmique déclenche la reprise de la méiose de 1’ovocyte, bloqué au stade
de métaphase Il. La méiose s’acheve par I’émission du 2éme globule polaire et I’apparition
dans I’ceuf du pronucléus femelle (PN). Le PN male va apparaitre conjointement. Une
réplication d’ADN va avoir lieu dans chaque PN, ils migrent I’un vers 1’autre au centre du
zygote puis fusionnent. La premiére mitose commence alors et aboutira a la formation d’un

embryon a 2 cellules.
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2.1.3.3 Développement embryonnaire préimplantatoire (3)

(5)
e Premiéres divisions

L’embryon va d’abord subir une segmentation (correspondant a une série de divisions
mitotiques) qui va permettre le passage du stade de deux cellules (ou blastomeéres) au stade de
blastocyste. Ces divisions permettent la formation de nouvelles cellules de plus en plus petites
sans modification du diamétre de I’embryon, qui reste inclus dans la zone pellucide. L’embryon
va étre formé respectivement a 24,48 et 72 heures post-fécondation de 2,4 et 8 cellules. A 4
jours apres la fécondation, I’embryon se nomme morula, et contient plus de 12 cellules. Puis,
une compaction cellulaire se produit permettant le passage du stade morula au stade de
blastocyste. Ainsi, le blastocyste se forme au 5™ jour. Les blastoméres les plus périphériques
vont établir entre eux des jonctions adhérentes, et s’aplatir, formant ainsi une couche continue
se nommant trophoblaste (futur placenta).

Une cavité liquidienne se nommant blastocele va se former et une pompe Na+/K+ ATPase va
y faire entrer eau et sodium, 1’afflux de liquide dans la blastocele va distendre la zone pellucide
et amorcer une phase d’expansion du blastocyste.

Les blastomeres internes sans contact direct avec le milieu externe, sont regroupés au péle
embryonnaire en un massif rattaché au trophoblaste pour constituer la masse cellulaire interne
(aussi appelée bouton embryonnaire qui permettra la formation du futur feetus), surplombant le
blastocele.

Au 6™ jour le phénomeéne d’éclosion a lieu quand le blastocyste va se dégager de la zone
pellucide : cela est rendu possible par la formation d’un orifice dans la zone pellucide par lequel
le blastocyste s’échappe et qui se constitue grace a 1’action des enzymes protéolytiques
produites par le trophoblaste associé au phénomene de surpression.
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e Migration tubaire

L’embryon migre de la trompe vers la cavité utérine en vue de son implantation. Les
contractions de la paroi musculaire tubaire assurent la progression tubaire tout comme le
battement des cils des cellules de I’épithélium tubaire et le flux du liquide tubaire.

L’embryon parvient dans la cavité utérine au stade de blastocyste au 5™ jour de son

développement.

2.1.4  L’implantation

Ce sont les différentes étapes qui permettent la pénétration totale de 1’ceuf dans I’endomeétre
réceptif.

L’implantation de ’embryon dans 1’endométre se déroule entre le 6™ et le 12" jour post-
fécondation. Ce rapprochement entre 1’organisme maternel et I’embryon permettra des
échanges importants dans le cadre du développement de I’embryon.

Elle se réalise grace a une cascade d’interactions entre I’endomeétre et le blastocyste éclos,
nécessitant une stricte synchronisation entre la maturation de I’endometre et le développement
embryonnaire. Sans sa zone pellucide, le blastocyste devient fortement adhérent au revétement
utérin. Dans la région du pole embryonnaire, le trophoblaste rentre en contact avec 1’épithélium
utérin. Apres cette adhérence, une partie des cellules trophoblastiques se modifient et forment
le syncytiotrophoblaste (ST), et la partie non modifiée du trophoblaste prend le nom de
cytotrophoblaste (CT). Le ST émet des expansions entre les cellules épithéliales, ceci a pour
conséquence de les dissocier et de les détruire via la sécrétion d’enzymes proteolytiques : la
pénétration de I’embryon dans I’endométre débute au 7'*™ jour post-fécondation et se terminera
le 12°™ jour avec reconstitution de 1’épithélium utérin au niveau de la bréche (caduque
ovulaire). Le ST va également synthétiser des quantités de plus en plus grandes d’hormone
chorionique gonadotrophique (HCG), qui pourra étre détectee dans le sang maternel aux

alentours du 10"™ jour post-fécondation.
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2.1.5 Développement du placenta :
placentation(3)(9)

Le placenta est une annexe embryonnaire qui se situe en dehors du corps de I’embryon, sa
circulation sanguine va étre reliée a 1I’embryon/feetus pour former la circulation foeto-

placentaire. Il assure des fonctions multiples durant la gestation.

2.1.5.1 Formation du placenta

Le placenta est un organe complexe formé a la fois par du tissu maternel (Endomeétre) et du

tissu embryonnaire (éléments du trophoblaste).

e Organogenese (1° trimestre)
o Modifications de I’endométre

L’implantation du blastocyste va amplifier la réaction déciduale qui va achever la
transformation de I’endomeétre en caduque (ou décidue).
On distingue 3 caduques :
- La caduque ovulaire séparant I’ceuf de la cavité utérine,
- La caduque basilaire située au point d’implantation embryonnaire qui participera a la
formation du placenta

- Lacaduque pariétale, sur le reste de la cavité utérine.

o Evolution des éléments embryonnaires
Au cours du 1° Mois du développement (3™ - 6°™ semaine d’aménorrhée), des lacunes
apparaissent dans le syncytiotrophoblaste lors de la 4 ®™ semaine d’aménorrhée (SA). A la 5
eme SA elles se remplissent de sang maternel qui provient de 1’érosion des artéres utérines ou
spiralées ; c’est a partir de la 5™ SA, que vont se former les villosités choriales qui sont des
expansions du trophoblaste. De plus des vaisseaux extra-embryonnaires vont également se
mettre en place, et & la fin de la 5™ SA, les villosités choriales auront leur structure définitive,
se composant du trophoblaste, du mésoblaste extra-embryonnaire et des vaisseaux villositaires

extra-embryonnaires.
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Lors de la 6™ SA, une extension des villosités se met en place sur tout le pourtour de 1’ceuf
pour former le chorion villeux, ce qui va générer une importante surface d’échange. Les lacunes
vont communiquer entre elles pour former la chambre intervilleuse remplie de sang maternel
provenant de 1’érosion des artéres utérines spiralées. A la fin du 1* mois, le cceur et les
vaisseaux intra-embryonnaires se forment, et une connexion des circulations vasculaires extra
et intra embryonnaire se met en place.

A partir du 2° mois, les villosités choriales situées en dehors de la caduque basilaire dégénérent
progressivement, formant ainsi le chorion lisse. La croissance et la maturation du placenta se
poursuivent au niveau de la caduque basilaire.

Ainsi & la fin du 3" mois, le placenta est constitué.

Par ailleurs, au cours du 1° trimestre de grossesse, une partie des cellules trophoblastiques se
différencient en trophoblastes extravilleux, situées en dehors des villosités choriales, et migrent
dans I’endomeétre. Ces cellules sont responsables de 1’invasion profonde de 1I’endométre et du

myometre, indispensable a la bonne insertion du placenta.

e Modifications du placenta du 4éme mois jusqu’au terme de la grossesse

Le placenta subit d’importantes modifications pour permettre la croissance feetale.

La chambre intervilleuse est un espace rempli de sang maternel. Elle est bordée sur toutes ses
faces par le syncytiotrophoblaste. La face maternelle du placenta constitue la plaque basale qui
est d’origine mixte, formée de tissu maternel (caduque basilaire) et embryonnaire
(cytotrophoblaste et syncytiotrophoblaste). Du c6té feetal, la plaque choriale est constituée de

dérivés d’origine purement embryonnaire.

L’arborisation des villosités choriales s’organise de la maniére suivante :

Les villosités se ramifient a partir des troncs villositaires de premier ordre implantés dans la
plaque choriale et sont a I’origine de troncs villositaires de deuxieme ordre puis de troisiéme
ordre.

Certaines restent appendues dans la chambre intervilleuse : ce sont les villosités libres qui
baignent dans la chambre intervilleuse remplie de sang maternel, elles sont le lieu de tous les
échanges entre I’organisme maternel et 1’organisme foetal. D’autres sont en continuité avec la

plaque basale et constituent les villosités crampons. Chaque cotylédon (entre 20 et 40 chez le
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placenta humain) représente 1’arborisation formée par I’ensemble des villosités issues d’un

méme tronc de premier ordre.

A partir du 4™ mois, le cytotrophoblaste régresse dans les villosités et au niveau de la coque
cytotrophoblastique. La croissance des cotylédons, par prolifération villositaire, augmente
considérablement la surface membranaire des échanges placentaires.

Des replis de tissu décidual progressent dans la chambre intervilleuse en direction de la plaque
choriale sans toutefois atteindre cette derniére et forment les septa intercotylédonnaires. lls
séparent les groupes de villosités formant les cotylédons. Toutefois, I’absence de cloisonnement
complet de la chambre intervilleuse permet au sang maternel des échanges avec I’ensemble des

cotylédons.

Par ailleurs, un événement trés important va avoir lieu, a savoir la colonisation de la paroi des
arteres spiralées par les trophoblastes extravilleux : des cellules du trophoblaste extravilleux
ayant migré dans I’endometre vont envahir la paroi des artéres endométriales spiralées. Elles
vont remplacer les fibres musculaires lisses des vaisseaux, rendant leur paroi atone. Ainsi ces
artéres ne vont plus se contracter et la chambre intervilleuse sera perfusée en permanence avec

un débit constant.
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FIGURE 10- Différenciation et invasion trophoblastique (11)
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2.1.5.2 Les principales fonctions placentaires

Le placenta regroupe en un unique organe de multiples fonctions basées sur les échanges entre

les compartiments maternel et feetal. Les circulations sanguines feetale et maternelle, séparées

par la paroi des villosités, restent constamment indépendantes au cours du développement.

La barriére placentaire gere de nombreux échanges materno-feetaux qui se font a travers la paroi

des villosités choriales sans contact direct entre circulation maternelle (chambre intervilleuse)

et la circulation feetale (vaisseaux villositaires) : Echanges gazeux, électrolytes, glucose et

lipides, nutriments, vitamines...

Le placenta a une activité endocrine importante. Le syncytiotrophoblaste synthétise de

nombreuses hormones telles que

Des hormones stéroides (cestradiol et progestérone), assurant le relais du corps jaune
apres le premier trimestre de grossesse.

Des hormones  polypeptidiques,  principalement  1’hormone  chorionique
gonadotrophique (hCG), qui atteint un pic vers la 12'*™ semaine avant de décroftre, qui
permet le maintien du corps jaune favorisant la sécrétion de progestérone au premier

trimestre.

Divers acteurs sont impliqués dans la régulation de la physiologie placentaire :

La sécretion de hCG joue un role dans I’invasion des trophoblastes extravilleux, les taux
sériques chez la mére seraient corrélés a I’intensité de I’invasion (12)

Lymphocytes NK : Dans des échecs d’implantation et des pertes feetales, (13) le profil
suivant des clusters de différenciation (ou CD) a été retrouvé une hausse des marqueurs
CD69 et CD161 qui sont des marqueurs d’activation NK.

De plus, les cellules NK utérines produisent une cytokine qui joue un réle prépondérant
dans I’implantation embryonnaire et la décidualisation : le LIF.

Il est intéressant de noter qu’une antagonisation de la réponse cytotoxique des NK par
administration d’immunoglobulines permet une meilleure fécondité (14)

Lymphocytes T régulateurs : ils ont un réle dans la tolérance materno-feetale par leur
présence au niveau de la décidue,(15) ils vont fluctuer au cours de la grossesse, avec un
seuil augmenté jusqu’au 6éme mois environ pour revenir a des valeurs normales de

maniére progressive ensuite (16)
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- HLA-G: Les trophoblastes, qui expriment HLA-G, jouent un rdle important dans le
mécanisme d’implantation embryonnaire et la mise en place de la tolérance materno-
feetale. En effet, HLA-G permet aux cellules trophoblastiques de réaliser une invasion

sans étre rejetées par la muqueuse utérine.

Les polymorphismes HLA-G ont d’ailleurs un role dans certaines pathologies : lors
d’une réduction de HLA-G, une corrélation a été établie avec des pathologies telles que
les fausses couches, la naissance prématurée, les avortements spontanés et la

prééclampsie.

Par ailleurs, le placenta synthétise des facteurs de la coagulation (17) et il a été décrit une
activité pro coagulante liée aux trophoblastes. Cette activité est nécessaire a I’invasion
trophoblastique et va également limiter le risque hémorragique. Une rupture d’équilibre de ce
systeme peut étre propice au développement de complications obstétricales avec la formation
dans la circulation utéroplacentaire de micro-thrombi.

On note également que les cellules trophoblastiques synthétisent plusieurs acteurs de la
régulation de I’hémostase : Inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (TFPI), le récepteur
endothélial & la protéine C (ECPR) qui joue un rdle préventif important quant a 1’apparition de
thromboses a I’interface materno-feetale, et la thrombomoduline (18). De plus le systéeme

protéine C/thrombomoduline contrdle la survie et la croissance trophoblastique. (19)
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2.2Les pathologies obstétricales (20)

Nous aborderons ici uniquement les pathologies obstétricales de type « pertes feetales »

(précoces ou tardives) ou bien en lien avec un défaut d’implantation telle que la prééclampsie.

2.2.1  Pertes feetales
2.2.1.1 Les fausses couches spontanées (FCS) (20)

Une fausse couche spontanée (FCS) est une interruption naturelle et involontaire de grossesse.
Elle survient dans les 5 premiers mois de grossesse avant la 22 ™ Semaine d’Aménorrhée
(SA).
e La fausse couche est dite précoce quand elle se produit durant le premier trimestre
(avant la 12 ®m SA) :
Préclinique (avant toute implantation ou apres I’implantation jusqu’a 3 a 4 SA)
= Ouclinique (aprés 4 SA et jusqu’a 11 SA).

e Elle est dite tardive lorsqu’elle est observée entre la 12 ®M et la 21 *Me SA.,

Une étude (21) a permis de regrouper des données épidémiologiques :
- les FCS précliniques (22) représentent 60% des conceptions : 30% avant implantation

et 30% aprés implantation jusqu’a la 3™ ou 4°°Me SA,
- Les FCS cliniques représentent 15% des conceptions (23)

- Les FCS tardives sont moins fréquentes et représentent environ 4% des issues de

grossesse .(24)

Si la perte de grossesse survient a partir de 22 SA, on parle d’accouchement et non plus d’une
fausse couche (21). A noter que la durée normale d’une grossesse est de 40 SA, I’accouchement

est considéré comme prématuré s’il survient entre 22 SA et 36 SA +6 jours.
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Une fausse couche sera qualifiée d’isolée lorsque I’événement n’arrive qu’une fois. La fausse
couche spontanée est dite a répétition lorsque 3 fausses couches consécutives surviennent avant

14 SA, avec le méme partenaire et pour une femme de moins de 40 ans.

e FCS précoces
Au niveau clinique, les signes sont les suivants :

- Saignements par voie vaginale, Iégers ou abondants
- Douleurs pelviennes, lombalgies, crampes pelviennes
- Expulsion de caillots de sang ou de matiéres brunatres
La plupart du temps, I’expulsion du produit de fausse-couche est spontanée et complete.

Néanmoins, un saignement en début de grossesse n’est pas forcément un signe de fausse
couche. En effet, 25% des grossesses s’accompagnent de pertes de sang au cours du premier
trimestre et se poursuivent sans encombre et c’est un ensemble de signes cliniques qui font

évoquer un avortement spontané.

La physiopathologie des FCS précoces est variée en raison d’un nombre élevé d’étiologies
possibles (21) .
L’¢étiologie la plus fréquente concerne une anomalie chromosomique de I’ceuf (60% des cas), a
type de trisomie, monosomie ou triploidie par exemple. La FCS représente ici un mécanisme
d’élimination spontanée d’un foetus qui ne serait pas viable ou qui serait polymalformé.
Le plus souvent, une non-disjonction méiotique est a l’origine de cette anomalie
chromosomique. Chez un couple, il s'agit d’un événement fortuit sauf si I’un des deux membres
est porteur d’une anomalie chromosomique (ex : translocation).
D’autres causes d’origine maternelle peuvent étre a I’origine des FCS précoces, telles que :

- Les malformations utérines (utérus bicorne, myomes...)

- L’age maternel : on observe 10% de FCS cliniques chez les femmes de 20 a 24 ans

contre 51% chez les femmes agees de 40 a 44 ans.(23)
- Laprise d’alcool / de certains médicaments
- La survenue d’une infection générale (ex : grippe, rubéole) ou locale (ex : infection

cervicale/vaginale)
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- Les pathologies maternelles suivantes :
o Diabéte mal équilibré
o Obésité
o Maladies thyroidiennes
o Maladies auto-immunes (Lupus, Auto-immunité thyroidienne, ...)

o Thrombophilies (troubles de la coagulation, SAPL)

La thrombophilie (25)correspond a un état d’hypercoagulabilité, constitutionnel ou acquis,
favorisant la survenue d’une maladie thromboembolique veineuse (MTEV).
La MTEV touche 1 a 2/1000 habitants (augmentation exponentielle avec 1’age) et serait
responsable d’une mortalité déclarée en France de 7,2 pour 100 000 (26).
De multiples facteurs de risque ont été décrits(27).
Tout d’abord, on observe des situations a risque telles que : prise d’un traitement hormonal
substitutif ; Immobilisation prolongée ; Grossesse et post-partum ; Chirurgie lourde ; Obésité,
Tabac, antécédents de MTEV.
Dans certains cas, il s’agit de thrombophilies acquises suite a des pathologies augmentant le
risque thrombotique, comme, par exemple, le Syndrome des anti phospholipides (SAPL), des
hémopathies malignes, un syndrome Néphrotique, la maladie de Crohn.
Certaines thrombophilies sont constitutionnelles suite a :

- Des anomalies des facteurs de la coagulation : Mutation G20210A du géne de la

prothrombine, facteur V leiden, augmentation plasmatique du facteur VIII
- Un déficit quantitatif ou qualitatif en antithrombine (AT), protéine S (PS), protéine C
(PC)

La grossesse est une situation physiologique propice au développement d’une MTEV, en
raison d’une stase veineuse occasionnée par la compression utérine et se manifestant par une
réduction du flux d’environ 50% dés la 27'™ SA (28).
Pendant la grossesse, ce risque de développer une MTEV augmente de 5 a 6 fois par rapport
aux témoins du méme &ge et peut étre augmenté de 8,5 fois en cas d’antécédents familiaux de

MTEV et jusqu’a 34 fois en cas de thrombophilie héréditaire (29).
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Concernant le syndrome des anti phospholipides (SAPL)(25), il s’agit d’une anomalie
acquise de I’hémostase d’origine primitive ou secondaire a une pathologie de type auto-
immune, associant la triade suivante : thrombose (veineuse ou artérielle) /complications
obstétricales (avortements spontanés, éclampsie) /anticorps anti phospholipides persistants.
Les anticorps anti phospholipides sont une variété d’auto-anticorps dirigés contre des
phospholipides (Cardiolipine, phosphatidyléthanolamine...) ou contre des protéines ayants un
tropisme pour les phospholipides (Béta2-glycoprotéine, prothrombine...).
Dans ce syndrome, trois types d’anticorps anti-phospholipides sont recherchés :

- Anticorps anti cardiolipine par ELISA (1gG ou M)

- Anticorps anti Béta2 glycoprotéine par ELISA (IgG ou M)

- Recherche d’anticoagulant circulant de type lupique
Le diagnostic de SAPL n’est posé que si le délai entre la positivité des anticorps et les
manifestations thrombotiques ne dépassent pas 60 mois et que la recherche d’anticorps anti
phospholipides est positive 2 fois a au moins 3 mois d’intervalles.
Une synthése de littérature (30) met en lumiere le lien SAPL-fausses couches spontanées avec
une découverte majoritaire aprés le premier épisode thrombotique. Le risque
thromboembolique est différent selon le type d’anticorps, ce sont les anticoagulants circulants
de type lupique qui sont le plus a risque, que ce soit au niveau de la maladie thromboembolique

veineuse ou artérielle.

Un bilan de FCS précoces sera indiqué chez un couple aprés la survenue de 3 FCS. Il
comprendra, en particulier, la recherche d’une anomalie chromosomique parentale avec
réalisation d’un caryotype chez les 2 membres du couple, la recherche d’une malformation
utérine par hystéroscopie ou hystérosalpingographie, ou d’une pathologie maternelle (diabéte,
anomalie de la coagulation, pathologie auto-immune...)

D’aprés une étude, 3,6% a 10,9% des femmes faisant une fausse couche spontanée a

répétition ont des anticorps anti phospholipides (31).
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e FCS tardives
Beaucoup moins fréquentes que les FCS précoces et contrairement a celles-ci, elles sont
rarement dues a une anomalie chromosomique de I’ceuf.

Elles sont le plus souvent d’origine maternelle, liées :

- A une anomalie utérine :
o Malformations de type utérus bicorne, hypoplasie utérine etc...
o Présence de synéchies, fibromes,

o Beéance cervicale (post-conisation par exemple)

- A une infection maternelle telle que :
o Endometrite chronique
o Chorioamniotite (infection a streptocoque B le plus souvent)
o Inflammation vaginale/ cervicale : vaginose bactérienne (a streptocoque B, a

gardnerella vaginalis,) ou parasitaire (trichomonas).

- A une consommation importante de toxiques (tabac, alcool...)

- Ala présence du polymorphisme du facteur V leiden, du facteur IT a I’état
hétérozygote, un déficit en protéine S et la présence d’anticorps anti-cardiolipides,

prédisposant de maniére significative au risque de fausses couches tardives(32)

Les FCS tardives peuvent étre liées a des causes feetales, en particulier dans les cas de

grossesses multiples ou d’hydramnios.

Elles peuvent aussi survenir aprés un traumatisme (ex : choc violent, accident) ou apres

amniocentese.
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2.2.1.2 La mort feetale in utero

11 s’agit du déces du feetus a partir de la 22'°™ SA, avant le début de travail, avec une
prévalence globale mondiale de 2%, et de 0,5% dans les pays developpés (33)
Le diagnostic repose sur I’échographie feetale : absence d’activité cardiaque, signes de
macération.
Les étiologies sont multiples et souvent intriquées (33) :

- Surexposition aux facteurs de risque : surpoids maternel, tabagisme, alcool

- Maladies pré-gestationnelles : hypertension, diabéte

- Caryotype anormal, malformations congénitales

- Infections : Listériose, Toxoplasmose, CMV ...

- Hématome rétro placentaire

- Retard de croissance intra-utérin

La prise en charge consiste en une extraction feetale, afin d’éviter des complications

infectieuses et des troubles de ’hémostase chez la mére.

2.2.2  Prééclampsie

2.2.2.1 Définition

Il s’agit a la base d’un défaut de placentation, en particulier d’un défaut de remodelage de la
paroi des arteres spiralées, aboutissant a une hypoxie/ischémie placentaire.

C’est une maladie maternelle systémique avec une baisse de la perfusion des organes secondaire
a une perturbation de la fonction endothéliale, une réaction inflammatoire massive, une hausse
du stress oxydatif ou bien a une thrombophilie.

Elle survient & partir de 20 semaines d’aménorrhée, souvent au 3™ trimestre et elle est d’autant

plus grave pour le pronostic feetal qu’elle survient tot dans la grossesse.
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Chez les femmes nullipares, en bonne santé et sans antécédents familiaux notables, I’incidence

de la prééclampsie est de 7% .(34)

La présence d’antécédents de prééclampsie chez un parent du premier degré augmente le risque

de faire une prééclampsie sévere de 2 a 4 fois .(35)

2.2.2.2 Physiopathologie

On retrouve plusieurs composantes dans la physiopathologie de la prééclampsie :

Défaut de remodelage vasculaire placentaire : Dans la prééclampsie, 1’invasion des
arteres spiralées par les trophoblastes extravilleux est incomplete : elle est limitée a la
caduqgue superficielle et les segments du myometre restent étroits et non dilatés. (36)

o Dans la vasculogenese placentaire normale, les trophoblastes invasifs
entrainent un rétrocontréle négatif sur les molécules d’adhésion de surface des
cellules endothéliales .(38)

o Dans la prééclampsie, les trophoblastes ne subissent pas cette commutation
des intégrines de surface cellulaire et des molécules d’adhésion, et ne
parviennent pas a envahir adéquatement les arteres spiralées myométriales
(39).

o De ce fait, dans la prééclampsie, une ischémie et une hypoperfusion
placentaire existent, pouvant aller jusqu’a I’infarctus placentaire. La gravité
des signes cliniques semble étre corrélée a I’intensité de 1’hypoxie .(40)

Dysfonctionnement endothélial maternel : on retrouve également chez la femme une
dysfonction endothéliale généralisée, de nombreux marqueurs sériques de 1’activation
endothéliale sont perturbés chez les femmes atteintes de prééclampsie : I’antigéne von
willebrand, la fibronectine cellulaire, le facteur tissulaire soluble, la sélectine E soluble,
le facteur de croissance dérivé des plaquettes et de 1’endothéline. (37)

Problemes Hémodynamiques : La diminution de la résistance vasculaire périphérique
et de la pression artérielle qui se produit pendant la grossesse normale est généralement
absente ou inversée dans la prééclampsie, et la sensibilité aux vasopresseurs tels que

I’angiotensine II et la noradrénaline est exacerbée .(41)
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2.2.2.3 Tableau clinique

On retrouve les critéres clinico-biologiques suivants :
Triade habituelle associant hypertension artérielle, oedemes et protéinurie> 0,3 g/L.
D’autres signes sont possibles : Hémolyse, hyperuricémie...

La prééclampsie peut étre a 1’origine de complications maternelles et foetales.

2.2.2.4 Complications maternelles

e Prééclampsie sévére
Elle peut révéler une pré éclampsie ou résulter d’une aggravation de la triade habituelle.
En effet, on peut la définir par deux moyens :
- Hypertension artérielle majeure
- Hypertension artérielle gravidique comprenant : Hémolyse, thrombopénie <= 90G/L,
ASAT>3 fois la normale du laboratoire, protéinurie > 3g/L, altération de 1’état général

avec troubles neurologiques et digestifs, créatininémie >100 micromoles/L, oligurie...

e Eclampsie
11 s’agit d’une crise convulsive tonico-clinique généralisée (parfois inaugurale) avec également
des signes de prééclampsie.
L’éclampsie survient dans environ 2% de cas des prééclampsies (37).
Elle survient une fois sur deux avant la 36"™ SA et une fois sur trois dans le post partum.
On peut retrouver les prodromes suivants : réflexes ostéo-tendineux vifs, troubles digestifs a
prédominance épigastrique, troubles ophtalmologiques et auditifs, céphalées...
Le tableau clinique consiste en une crise convulsive, débutant par des fasciculations. La crise
tonico-clonique se met rapidement en place de maniére généralisée et peut aller jusqu’au coma
suite a une phase dite postcritique.
La crise est spontanément résolutive en moins de 5 minutes et il n’y a pas de signes de

localisation neurologique.
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e On peut également voir apparaitre des complications majeures telles que : Un HELPP
syndrome (Hemolyse, Elevated Liver enzymes, Low plaquettes), un hématome rétro

placentaire, une coagulation intravasculaire disséminée (CIVD) ...

2.2.2.5 Complications feetales

L’ischémie placentaire est a 1 origine d 'une hypoxie tissulaire chronique du feetus, pouvant étre

a l’origine de 2 complications principales :

- Le retard de croissance intra-utérin

Le retard de croissance intra-utérin (RCIU) est une anomalie dynamique de la croissance du
feetus, se traduisant in utero par un feetus de taille insuffisante pour 1’age gestationnel.
La prise en charge du RCIU dépend du nombre de SA :

o Apres 34 SA : Déclenchement de I’accouchement ou césarienne.

o Avant 34 SA : Surveillance intensive associée a une corticothérapie, le risque de
morbi-mortalité feetale est évaluée sur plusieurs parametres (Age gestationnel,

immaturité pulmonaire, appréciation de la sévérité¢ de I’hypotrophie).

- La mort feetale in utero, complication la plus redoutée.
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3 L°’ASSISTANCE
MEDICALE A LA
PROCREATION :
LA
FECONDATION
IN VITRO (FIV)



3.1 Définition

C’est une technique d’AMP ayant pour but d’assurer la rencontre entre 1’ovocyte et les
spermatozoides en dehors de 1’organisme. Elle reproduit au laboratoire la fécondation ainsi que

les premieres étapes du développement embryonnaire.

3.2Etapes

- Tout d’abord, une étape de stimulation ovarienne a lieu, pendant environ 15 jours, elle a
pour but de recruter un nombre d’ovocytes matures plus €élevé qu’en cycle spontané. La
stimulation est en général débutée a J1 du cycle ovarien et finit le jour de la ponction
ovarienne qui définit le JO du laboratoire.

- La ponction ovarienne des follicules permet de récupérer le liquide folliculaire dans lequel

se trouvent les ovocytes, stocké dans des tubes, qui seront transmis au laboratoire.

- Au laboratoire :

A JO apres recueil des ovocytes dans le liquide folliculaire et préparation du sperme (permettant
de récupérer les spermatozoides les plus mobiles (= progressifs) et les plus normaux
morphologiquement, donc les plus fécondants), on effectue la mise en fécondation des gamétes
soit par FIV classique soit par ICSI :

o En FIV classique, chaque ovocyte recueilli est placé dans le milieu de culture
contenant environ 50 000 spermatozoides mobiles progressifs.

o L’ICSI a pour spécificité technique la micro-injection d’un seul spermatozoide
vivant directement dans un ovocyte mature (fécondable) grace a un appareil micro-
injecteur. Le spermatozoide a injecter est choisi sur des criteres morphologiques et
par rapport a sa vitalité qui est estimée sur sa mobilité.

A J1 (18h post-fécondation), il y a appréciation de la fécondation par 1’observation au

microscope de la présence de 2 pronuclei dans le cytoplasme ovocytaire (= stade de zygote).
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A J2, il y a normalement obtention d’embryon (sauf si échec de fécondation).

Le transfert du (des) embryon(s) dans la cavité utérine est réalisé a J2, J3 ou a J5-J6.

L(es) embryon(s) choisi(s) pour le transfert est (sont) replacés dans la cavité utérine a I’aide
d’un cathéter par le gynécologue, aprés observation morphologique permettant le typage
embryonnaire (classification d’Istanbul)(42). Cette classification tient compte du nombre et de
la régularite des blastomeres, du taux de fragmentation, de la cinétique de division ; elle permet
de sélectionner les embryons ayant le meilleur potentiel implantatoire (Voir annexes 1,2 et 3).
Selon cette classification (basée uniquement sur des critéres morphologiques), le taux
d’implantation embryonnaire est de 27,1% pour les embryons de grade A (top), de 15,6% pour
les embryons de grade B/C (qualité bonne a moyenne) et de 5,9% pour les embryons de grade
D (qualité mediocre). (2)

Le nombre d’embryons a transférer est décidé en collaboration avec le clinicien, le biologiste
et le couple. Il sera proposé de ne transférer qu'un seul embryon si la qualité¢ de la cohorte
embryonnaire le permet (présence de plusieurs embryons de grade A ou B/C disponibles aprés
le transfert pour une congélation), en tenant compte du contexte clinique (1 ou 2™ tentative
de FIV, patiente de moins de 38 ans, bilan de réserve ovarienne normal...). Dans les autres
situations, 2 embryons seront transférés, exceptionnellement 3 (derniere tentative de FIV, age
de la patiente élevée, qualité embryonnaire peu satisfaisante...).

Apreés le transfert, des embryons surnuméraires peuvent étre congelés en fonction de leur qualité

FIGURE 11- Embryon J2 de grade A (Qualité top) selon la classification d’Istanbul (43)
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FIGURE 13- Embryon J2 de grade D (Qualité¢ médiocre) selon la classification d’Istanbul
(43)

.FIGURE 14- Blastocyste de bonne qualité (43)
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3.3Taux de reussite (44)(45)

En France, selon le dernier bilan de 1’agence de la biomédecine (44), pres de 65 000 tentatives
de FIV/ICSI ont été réalisées en 2019 pour 51 000 couples. Pour une tentative de FIV/ICSI, les
chances d’obtenir une grossesse et la naissance d’au moins un enfant vivant sont respectivement
de 23% et 19,5%. Les accouchements gémellaires en 2019 ont représenté 8,9% des
accouchements (soit prés de 10 fois plus qu’apres grossesse spontanée), et les accouchements

triples ou plus sont actuellement rares (0,1% des accouchements).

Ceci découle en grande partie de la mise en place par les centres d’AMP d’une politique de
transfert d’un seul embryon. Le nombre moyen d’embryons transférés est en effet en baisse
depuis quelques années (2 en 2010 vs 1.4 en 2019). En 2019, les équipes médicales ont choisi
de transférer un seul embryon dans 60,6% des cas, deux embryons dans 36,9% des cas et trois
embryons ou plus dans 2,5% des cas. Les accouchements multiples (gémellaires
essentiellement) ont représenté cette année-la 21.8% des accouchements apres transfert de 2

embryons et 6.9% apres transfert de 3 embryons.

Par ailleurs, des chances de succées supplémentaires sont offertes aux couples dés qu’une
congélation des embryons surnuméraires a été possible (31,3% des tentatives de FIV en 2019).
Les couples pourront ainsi bénéficier d’un ou de plusieurs transferts embryonnaires
supplémentaires (Transfert d’embryons congelés ou TEC) en cas d’échec du transfert réalisé
sur le cycle de FIV. Par exemple, pres de 46 000 TEC ont été réalisés en 2019. Les chances de
réussite apres TEC sont comparables actuellement aux chances obtenues aprés transfert
d’embryons frais, avec un taux d’implantation moyen de 22,6% (vs 22.4% apres transfert frais).
Au total, en France, pres de 12 000 enfants sont nés en 2019 aprés transfert immédiat
d’embryons issus d’une FIV/ICSI et 10 000 enfants aprés TEC.

Les derniers résultats collectés par ’ESHRE (45), provenant de 40 pays européens, montrent
des résultats comparables en termes de grossesse (28% par tentative) et d’accouchement
(20.8% par tentative). La proportion d’un seul embryon transféré continue a diminuer (41.5%
vs 37.7% I’année précédente). Les accouchements multiples concernent encore 15.2% des

accouchements.
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Avec le recours plus fréquent a I’AMP, la proportion d’enfants nés aprés AMP ne cesse
d’augmenter depuis ces dernieres années. Cependant, 1’absence de survenue d’une grossesse

apres FIV reste encore fréquente.

3.4Echecs d’implantation

En termes de pourcentage de grossesse, le taux de réussite en FIV est d’environ 25% par
transfert (44), les échecs d’implantation en FIV sont donc observés dans la majorité des cas.
En FIV, I’efficacité repose sur trois parametres principaux : la réceptivité endométriale, la

qualité de I’embryon et une interaction embryon-endomeétre bien équilibrée(46)(47).

La réceptivité endométriale, ou fenétre d’implantation, est une période trés limitée au cours de
laquelle I’endomeétre a acquis 1’état morphologique et fonctionnel adéquat pour la fixation du
blastocyste. Ainsi, la réceptivité endométriale est essentielle pour la conception. Elle est
étroitement liée a un environnement hormono-immunologique. En effet, les cestrogenes
stimulent la prolifération de I’endometre, dont 1’épaisseur est corrélée au succes de la
procréation médicale assistée (plus il diminue, plus le taux de réussite baisse) (48). lls
augmentent également en parallele le nombre de récepteurs a la progestérone, qui permettront
par des mécanismes moléculaires 1’induction de la production d’intégrines endométriales
indispensables pour une bonne implantation.(49). Or, I’hyperstimulation ovarienne contrdlée a
un effet néfaste sur la réceptivité endométriale (50). En effet, les taux élevés, supra
physiologiques, d’estradiol (E2) et de progestérone (P) au cours de la phase folliculaire, vont
entrainer des altérations morphologiques et biochimiques de I’endométre qui sera dans un état
plus « avance » que dans les cycles naturels. En fin de compte, ces changements physiologiques
peuvent affecter les taux de réussite en FIV et ces niveaux anormaux d’E2 et P peuvent entrainer
un asynchronisme de maturation entre I’endométre et les embryons transférés. Cet

environnement endométrial pourrait donc étre la cause de certains échecs d’implantation (51).
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Par ailleurs, une dérégulation des lymphocytes NK et T a également été décrite comme liée a
des défauts d’implantation (13) (52).

Concernant la qualité embryonnaire, celle-ci est définie par rapport a des criteres
morphologiques, tels que la bonne cinétique des premiéres divisions embryonnaires (53), le
taux de fragmentation de I’embryon, la compaction et la formation du blastocyste. Dans ce
contexte, il existe une recherche continue de critéres de notation qui permettraient d’effectuer
de maniére fiable la sélection des embryons ayant le meilleur potentiel d’implantation, le plus
tot possible pendant la période de culture (se reporter a la partie 4.2 traitant de la qualité

embryonnaire).

A T’heure actuelle, 1’évaluation de la constitution chromosomique des embryons obtenus in
vitro a démontré qu’une grande partiec d’entre eux sont porteurs d’anomalies
chromosomiques(54). En effet, une corrélation a été trouvée entre des embryons dysmorphiques
et des anomalies chromosomiques tels que le mosaicisme diploide, la polyploidie et
I’aneuploidie. (55)

Par ailleurs, I’embryon sécréte de nombreux facteurs immunologiques tels que des cytokines,
chémokines mais aussi le HLA-G qui est impliqué dans 1’implantation et le développement

embryonnaire (56).

Néanmoins, ces études sont a interpréter avec prudence, car aucun marqueur biologique de
I’implantation n’a été a ce jour validé pour la pratique de routine(57).

Le développement de tels marqueurs est actuellement une thématique de recherche qui prend
toute son importance, en particulier au vu de I’augmentation des problémes d’infertilité et du

recours a I’AMP.
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4 CD146



4.1Structure de CD146

Dans la littérature, on retrouve CD146 sous plusieurs denominations en raison de sa présence
dans plusieurs tissus (MUC18, MCAM...). Il s’agit d’une glycoprotéine membranaire et fait
partie de la superfamille des immunoglobulines.

Le gene MCAM qui code pour CD146, est localisé au niveau du bras long du chromosome 11.
(58). Ce gene code pour une protéine de 110-120 KDa composée de 646 acides aminés. La
protéine est constituée d’un peptide signal, d’'un domaine extracellulaire (avec 5 boucles

immunoglobuline-like), d’un domaine transmembranaire et d’un domaine intra cytoplasmique.

(D 'aprés Sers et al. 1993)

A : Structure du géne codant pour CD146 : organisation des introns, exons et domaines correspondants.
D1-D5 : domaines Iz-like ; TM : domaine transmembranaire ; CY'T : domaine intra-cytoplasmigue.

E : Structure de la protéine CD148. V : régions variables et C2 : régions conctantes des dotnaines Ig-
like. 3°UT : région 5’UTR ; 3°UT : région 3’UTR
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FIGURE 15- Structure du gene codant pour CD146 et structure de la protéine CD146 (58)
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4.2 Isoformes de CD146

Le CD146, existe sous une forme membranaire (présente sous 2 isoformes), ainsi qu’une

forme soluble.

4.2.1 Formes membranaires

On distingue 2 isoformes de CD146, CD146 long (CD146 -I) et CD146 short (CD146 -s) que

I’on différencie par la longueur du domaine cytoplasmique (43 et 21 acides aminés). La

différence provient d’un épissage alternatif de I’exon 15 (59).

La majorité des cellules exprimant CD146 ont les 2 isoformes, mais CD146 -1 serait majoritaire

4 CD146 -s (60).

A/ Le domaine cytoplasmique de CD146, forme courte, est constitué de 3 sous-domaines: une séquence KKGL,
interagissant avec les molécules ERM ; un sous-domaine de 12 acides aminés, comptant une séquence SGK représentant un
site de phosphorylation par la PKC ; une séquence de 5 acides aminés, interagissant avec des protéines contenant un

domaine PDZ.

B/ Cing sous-domaines constituent le domaine cytoplasmique de la forme longue de CD146 : les 2 premiers sont identiques
a ceux de la forme courte ; le 3*" contient un autre site de phosphorylation par la PKC, ainsi qu’une sérine en relation avec
le cytosquelette d’actine ; le motif di-leucine (LL) intervient dans I’adressage de la protéine ; la séquence YIDL correspond

a un motif d’endocytose.

A/ Domaine cytoplasmique de CD146, forme courte: 21AA
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B/ Domaine cytoplasmique de CD146, forme longue: 43AA
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FIGURE 16- Différentes formes membranaires de CD146 (61)
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CD146 -s est principalement retrouvé sur la membrane cellulaire (et en moindre proportion

dans le cytoplasme) tandis que CD146 -l est localisé en intracellulaire.

4.2.2 Forme soluble

La protéolyse membranaire de CD146 par des métalloprotéases génére une forme soluble du
CD146 (CD146s) de 100KDa. CD146s pourrait ¢galement étre issu dun phénoméne d’épissage
alternatif.(62).

'RRRR | SRR
CD146 membranaire E.-M. Boneberg et al. CD146 soluble (CD146s)

Microvascular Research. 2009

FIGURE-17- Représentation de la forme membranaire et de la forme soluble de CD146 (63)

Dans une étude,(64) CD146s a été décrit in vivo dans des prélevements de sujets (sains et
pathologiques) et in vitro dans des surnageants de culture endothéliale. In vivo, CD146s est
reconnu comme un biomarqueur de la fonction endothéliale et dans I’étude précédente, des
valeurs normales sériques ont été établies chez 300 sujets sains (260+/-60 ng/mL).
On retrouve des variations du taux de CD146s dans les prélevements sériques :

- Soit physiologiques : le taux de CD146s est physiologiqguement plus élevé chez les

sujets de plus de 50 ans et chez les sujets masculins.

- Soit pathologiques : Le taux de CD146s connait des fluctuations dans des contextes
pathologiques variés (65), principalement dans les pathologies inflammatoires ou les
atteintes vasculaires, mais aussi dans 1’ insuffisance rénale chronique ou il est augmente.
Par ailleurs, au niveau obstétrical, une augmentation du CD146s a aussi été associée a

des phénomenes de fausses couches répétées (66)
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4.3Partenaires et voies de signalisation

CD146 utilise différentes partenaires et voies de signalisation, qui lui permettent d’acquérir ses

fonctions d’adhésion, de migration, d’invasion, de survie et de prolifération

La laminine 411 : Au niveau endothélial, elle est un ligand de CD146 et a une co-liaison
avec le CD146 impliquée dans 1’adhésion des lymphocytes T (67).

La galectine 1: C’est un ligand de CD146 dont la co-liaison permet un controle de
I’apoptose au niveau endothélial(68).

L’angiomotine : Elle a une co-liaison avec le CD146s ayant un role dans la stimulation
des voies de signalisation pro-angiogénique : en effet , dans une expérience, I’utilisation
d’inhibiteurs de I’angiomotine a inhibé les effets pro-angiogéniques de CD146s (69).
Voie VEGFR2 : Au niveau endothélial, il a une co-liaison avec le CD146 nécessaire
pour la transduction du signal induite par le VEGF, avec un effet pro-angiogénique(70).
Il a été montré en effet, que CD146 et VEGFR-2 présentent une interaction directe (par
des expériences de co-immunopreécipitation sur des cellules endothéliales), et que cette
interaction est indispensable pour permettre la transduction du signal induite par le
VEGF (70) (71). Une étude a également mis en évidence que CD146 était essentiel au
développement du systéeme vasculaire rénal en association avec la voie de signalisation
du VEGF(72)

Voie Wnt : L’interaction de Wnt 5a avec le CD146 a un réle dans la régulation de la
migration cellulaire (73)(71).De plus, Le CD146 active la voie non canonique Wnt
passant par la kinase JNK (c-jun amino-terminal kinase) et inhibe la voie canonique de
Whnt entrainant la dégradation d’un des constituants des jonctions adhérentes, la Béta-
caténine (73).Cette interaction entre CD146 et la voie Wnt intervient dans la
régulation du processus fibrotique . En effet, en I’absence de CD146, la voie
canonique WNT n”’est plus régulée entrainant une surexpression de la Béta-caténine,
activant la voie profibrotique du TGF (71)(74).

Il a egalement été décrit que le CD146, dans les cellules endothéliales, intervenait dans
les voies de signalisation MAPK (mitogen activated protein kinase)- p38/NFkB
(Nuclear factor kappa B), qui activent la transcription de genes codant pour la cascade

de signalisation AKT, impliquee dans la survie et la prolifération cellulaire (75) (70)
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- Des voies de signalisation sont impliquées dans la migration cellulaire régulée par
CD146.En effet, le domaine cytoplasmique « KKGK » aurait des interactions avec des
protéines de la famille ERM, qui sont liées a I’actine. Or, CD146 a un r0le de
phosphorylation des protéines ERM ce qui va aboutir in fine a des mécanismes
permettant une augmentation de RhoA qui permet entre autre la formation de villosités

cytoplasmiques qui permettent la mobilité cellulaire (76).
4.4 ocalisation de CD146

CD146 est principalement localisé sur I’endothélium(77) quel que soit le type ou le calibre
des vaisseaux. Il n’est pas spécifique de 1I’endothélium car d’autres types cellulaires
I’expriment comme les cellules cancéreuses et notamment celles du mélanome métastasant
(78)(79) , ou les cellules musculaires lisses, ou les Lymphocytes T CD4 TH17 (sécrétant
I’IL17) (80).

CD146 est exprimé par différentes cellules ou tissus impliqués dans la reproduction :

- Les trophoblastes extravilleux :

Le CD146 est exprimé sur le trophoblaste extravilleux invasif, qui va permettre de coloniser la
paroi des artéres utérines, ce qui contribuera plus tard a assurer une bonne vascularisation
placentaire indispensable pour le développement embryonnaire et feetal.

(81)(82).

- L’endomeétre (83)
I1 a été montré que le CD146 est absent de I’endometre des femmes non enceintes, et présent
dans I’endométre des femmes enceintes (84).
Il a également ét¢ montré que la concentration de CD146 est augmentée dans 1I’endometre
maternel réceptif (84).
De plus, les cellules souches progénitrices de I’endometre, qui sont probablement impliquées

dans la régénération cyclique de I’endométre chaque mois, sont CD146+ entre autres. (85)
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- Les gameétes :

e Le complexe cumulus-ovocyte :

CD146 est exprimée par les cellules lutéinisantes de la granulosa et cette expression est régulée
par la LH et I’hCG pendant la lutéinisation(86).

Une étude s’est intéressée a la composition cellulaire du liquide folliculaire ovarien, avec
isolement et caractérisation par immunohistochimie des cellules obtenues. Des cellules de type
fibroblastes avec des caractéristiques de cellules souches ont été obtenues qui exprimaient
CD146 (87)(88)

A notre connaissance, la présence de CD146 sur les ovocytes n’a jamais été décrite.
e Le spermatozoide:

CD146 a été retrouve a la surface des cellules souches spermatogoniales. Cette méme étude a
montré qu’en culture, I’inactivation de CD146 entraine une diminution des cellules souches
spermatogoniales, suggérant un réle de CD146 dans la différenciation des spermatozoides (89).
En accord avec cette hypothese, il a été mis en évidence que CD146 représenterait un marqueur

d’un sous ensemble de spermatogonies indifférenciées (90).
En revanche, aucune étude n’a recherché son expression sur les spermatozoides.

-  L’embryon du stade J2 au stade de blastocyste a JS
Wang et al ont étudié par RT-PCR I’expression de I’ ARN messager dans les embryons de souris
et les embryons humains (ces derniers étant issus de FIV et ayant eu une fécondation anormale
a 3 pronuclei donc non transférables et non congelables ou alors ayant eu une fécondation
normale mais étant de qualité tres médiocre). (91) Les résultats ont montré que le transcrit de
CD146 est détecté dans toutes les morulas et tous les blastocystes murins et humains
préimplantatoires. L’étude conclut que le CDI146 pourrait avoir un role majeur dans
I’implantation des embryons. L’étude confirme également la présence du CD146 sur les

trophoblastes extravilleux.(91)
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D’autre part, Bouvier et al ont également montré que CD146 est localisé au niveau de I’embryon
humain par immunohistochimie au stade J2, J3, morula et blastocyste J5. Ici les embryons
utilises avaient été congelés apres FIV. Il s’agissait d’embryons surnumeraires, de qualité
satisfaisante (A,B voire C), ayant eu une fécondation normale, donnés a la recherche médicale
par des couples qui n’avaient plus de projet parental , ils présentaient toutes les qualités requises

pour étre transférés) (2)

CD146 expression on human EVTs
HES staining anti-CD146 staining

mouse IgG1 isotype control anti-CD146 staining

CD146 expression on human embryos
mouse IgG1 isotype control anti-CD146 staining

FIGURE 18- Schéma mettant en évidence 1’expression du CD146 sur les trophoblastes extra-

villeux et sur I’embryon (ici a J2) (2)
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4.5Fonctions de CD146

CD146 est une molécule d’adhésion impliquée principalement dans les fonctions suivantes :

L’adhérence et perméabilité cellulaires : De facon indépendante du calcium, et de par
sa localisation jonctionelle et son interaction avec le cytosquelette d’actine, CD146 a un
role dans la perméabilité de 1’endothélium et dans 1’adhésion cellule-cellule. Les 2
isoformes membranaires CD146 -s et CD146 -l ont a priori les mémes capacités
d’adhérence, méme si CD146 -l serait un peu plus impliqué dans la transmigration

leucocytaire endothéliale (60).

L’inflammation : CD146 et CD146s sont impliqués dans 1’inflammation (92).CD146
va participer au recrutement des cellules mononucléaires du compartiment vasculaire
vers le site de I’inflammation (62).

De plus, il a été démontré que CD146 ainsi que sa forme soluble, interviennent dans la
formation et la progression de la plaque d’athérosclérose en régulant I’infiltration des
monocytes dans la paroi artérielle(93) et en favorisant la sécrétion d’IL8 par les cellules
endothéliales, ce qui induit le recrutement des neutrophiles sur le site inflammatoire(94).
L’augmentation de 1’expression du CD146 par les Lymphocytes T (LT) CD4 dans la
circulation sanguine a été décrite dans des maladies inflammatoires ou auto-immunes
(80)

Une revue de la littérature (71) met en évidence que plusieurs études ont démontré que
CD146 et sa forme soluble contribuent a la pathogenéese de nombreuses maladies auto-
immunes inflammatoires, comme par exemple la sclérodermie systémique ou CD146s
est significativement plus élevé dans deux cohortes de patients atteints de sclérodermie
systémique par rapport aux sujets sains et décroit en fonction de la gravité de la
maladie(74).

L’Angiogenése : CD146 joue un role dans le développement vasculaire lors de
I’embryogenese. En effet une étude (95) montre que la diminution de I’ *expression de
CD146 chez le poisson zebre inhibe le développement des vaisseaux inter-somitiques
et diminue le flux sanguin intravasculaire. Une étude (96) montre que dans un modele
murin d’ischémie de la patte, I’injection de CD146s réduit la nécrose et I’inflammation,

tout en stimulant la néo-vascularisation du site ischémié.
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- Plusieurs études montrent que CD146/CD146 soluble sont impliquées dans la
physiopathologie tumorale :
o Une surexpression de CD146 sur les cellules cancéreuses a été decrite, comme
par exemple sur le mélanome métastasant (78)(79) ou dans le cancer de la
thyroide. (97)

o Dans les cancers de 1’endomeétre et du col de 1’utérus (98) : Le taux de CD146
était plus éleve dans les cellules cancéreuses et était corrélé au grade
histologique de malignité.

Mais CD146 était également présent dans la circulation vasculaire ce qui

confirme le r6le de CD146 dans la propagation de métastases.
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FIGURE 19- Expression de CD146 dans les échantillons cliniques de tissu endométrial
normal (N) et cancéreux(G1,G2,G3) (98)
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o Dans le cancer du poumon, une augmentation du CD146s plasmatique a
également été décrite, et cette augmentation était de mauvais pronostic et
corrélée a I’activation angiogénique reflétée par une augmentation des cellules

endothéliales circulantes(99)

o Une surexpression membranaire de CD146 a également été observée sur
diverses lignées cellulaires cancéreuses telles que les cancers du sein, du rein,
de I’estomac, de I’ovaire et de la prostate (100)(101)(79)

o De maniére générale, une expression élevée de CD146 membranaire et une
concentration élevée de CD146s dans le plasma sont associées a une
augmentation de la prolifération, de la mobilité, de la dissémination métastatique
et de I’angiogenése tumorale des cellules cancéreuses, ainsi qu’a une diminution

de la survie globale des patients (102)(103)
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FIGURE 20- Schéma reflétant la concentration en cellules circulantes endotheéliales ( a

gauche) et la concentration plasmatique en CD146s (a droite) (99)
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- In vivo, une réduction de la croissance tumorale et de la densité de la vascularisation

tumorale a été observée aprés l’injection d’un anticorps monoclonal anti-CD146

(AA98) chez la souris. (104)

Cela montre I’impact du CD146 sur le développement tumoral par ses propriétés pro-
angiogéniques.

- ROle dans la formation de métastases (105).

Dans I’étude de Luo et al(2012) (76), qui décrit I’interaction de CD146 avec les protéines ERM,
il est également montré que I’expression de ces protéines est corrélée avec la mobilité cellulaire
des cellules de mélanome, ce qui suggére que CD146 peut étre indirectement impliqué dans la

formation de métastases.

Une autre étude a montré que la surexpression de CD146 sur les lignées cellulaires de cancer

du sein était associé a un risque plus important de cancer métastatique(106).

Une étude a également montré que le CD146 favorisait la transition mésenchymateuse
épithéliale et donc les métastases dans le carcinome hépatocellulaire et qu’une expression
élevée de CD146 sur les lignées cellulaires de ce méme type de cancer était de mauvais
pronostic (107)

58



4.6 Implication de CD146/CD146s en
gynécologie obstétrique et en reproduction

L’implantation embryonnaire, la placentation et le bon déroulement de la grossesse dépendent
d’interactions complexes entre les tissus maternel et embryonnaire ou feetal.

L’implantation embryonnaire fait appel a de nombreux mécanismes, nécessitant un dialogue
permanent entre 1’endométre et I’embryon, contr6lé par de nombreux facteurs (108).A chaque
étape, différents acteurs entrent en jeu. Par exemple, I’adhésion de I’ceuf a 1’endométre fait
intervenir différentes molécules d’adhésion (E-cadhérines, sélectines...) et de nombreux
facteurs tels que des cytokines (LIF, IL-6, IL-1), HLA-G, et HB-EGF. Ce dernier va par la suite
activer la différenciation du trophoblaste en syncytiotrophoblaste, ce qui permettra la fixation
puis l’invasion de 1’ceuf dans I’endométre (109) en particulier grice a 1’expression de
différentes intégrines (110).L’implantation est totalement achevée avec la formation de la
caduque ovulaire.

Par la suite, les trophoblastes villeux se développent, permettant un ancrage solide de 1’ceuf
dans I’endométre. Certaines cellules trophoblastiques vont migrer, devenir des trophoblastes
extra-villeux, et coloniser la paroi des artéres utérines. Ces étapes sont indispensables pour

permettre la placentation et un bon développement fcetal.

Plusieurs études dans la littérature montrent le réle de CD146 / CD146s dans ces processus.
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4.6.1 Role dans I’invasion trophoblastique

L’invasion des trophoblastes extravilleux dans I’endométre est nécessaire pour établir la
vascularisation utéroplacentaire indispensable au bon développement embryonnaire et feetal.
CD146 est une molécule d’adhésion, jouant un role angiogénique important. De plus, pendant
la placentation, il a été démontré que CD146 est exprimé de facon sélective dans les
trophoblastes extravilleux et régule leur migration. (111)(82)

Les trophoblastes extravilleux ont, en envahissant la caduque et en remodelant les artéres
spiralées utérines, un role crucial dans 1’établissement de la circulation materno-feetale.

Des expériences, in vivo et in vitro, ont montré que des anticorps bloquant anti CD146
empéchaient I’implantation embryonnaire en inhibant I’activité des collagénases MMP 2 et 9,
ce qui bloque la prolifération trophoblastique, I’angiogenéese et la vascularisation, et stimule

I’apoptose. (84)

Lors des premieres phases de la grossesse, CD146 soluble semble jouer un réle majeur dans la
régulation de I’invasion et de la migration des trophoblastes intermédiaires et extravilleux pour

assurer une vascularisation et une implantation adéquate de I’embryon. (112) (84)

De plus, des expériences de migration cellulaire ont été réalisées pour étudier les effets de
CD146s et/ou galectine 1 sur la migration des trophoblastes. Elles attestent les effets opposés
de gall et CD146s sur la migration des trophoblastes puisque contrairement a gall, CD146s

inhibe la migration trophoblastique (113).
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4.6.2 Role dans I’'implantation embryonnaire

Dans une étude de Kaspi et al(111), chez un groupe de 50 femmes enceintes, le taux plasmatique

de CD146 soluble a éte étudié : les resultats montrent que le CD146s plasmatique diminue

progressivement tout au long de la grossesse.
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FIGURE 21- Etude de la concentration plasmatique en CD146s comparative entre femmes
enceintes et femmes non enceintes (A) et en fonction du stade de la grossesse (B)(111)

WG = semaine de grossesse
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Ainsi, les travaux de recherche de cette étude ont voulu explorer plus précisément le réle du
CD146s dans le développement embryonnaire.

In vitro, la stimulation par CD146 soluble diminue significativement la migration et I’invasion
des trophoblastes (lignée HTR8/svneo).

In vivo, I’administration répétée de CD146 soluble chez le rat aprés 1’accouplement a entrainé
une diminution significative du taux de grossesse et du nombre d’embryons implantés. Dans
ces conditions, des études histologiques réalisées sur le placenta ont mis en évidence une

migration reduite de cellules équivalentes aux trophoblastes extra villeux humains chez le rat.
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FIGURE 22-Comparaison du taux de grossesse entre les rats du groupe controle et les rats
traités par CD146s (111)
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Une étude sur un modéle murin (84) s’est intéressée a 1’expression de CD146 au niveau de
I’utérus de la femelle gravide pendant la fenétre d’implantation, en réalisant une hybridation
in situ et une immunohistochimie.

Les résultats de I’hybridation in situ ont montré que I’ARN messager de CD146 était exprimé
sélectivement dans I’utérus des femelles gravides (Image B de la figure 21), mais était absent
dans les utérus des femelles non gravides (Image A de la figure 21).

Au cours de la fenétre d’implantation, le signal CD146 était largement distribué dans

I”épithélium luminal, les glandes et les cellules stromales de 1’utérus réceptif.

FIGURE 23-Comparaison de I’expression de CD146 au niveau de 1’utérus de femelles non

gravides et gravides (84)

Cependant, ce signal a progressivement disparu de 1’épithélium luminal utérin et des glandes
apres la fenétre d’implantation mais a persisté dans les cellules stromales.

Les résultats ci-dessus ont été confirmés par des études immunohistochimiques (84)utilisant
des anticorps polyclonaux anti-CD146 de lapin : elles ont montré que le CD146 était
spécifiquement exprimé sur 1’utérus maternel réceptif au cours de la fenétre d’implantation,
mais que son expression diminuait considérablement une fois la fenétre d’implantation
terminée.

De plus, dans cette méme étude, pour étudier si CD146 était impliqué dans 1I’implantation in
vivo, un anticorps anti CD146 a été injecteé dans la corne utérine gauche de souris gravides et a
été comparé a la corne utérine droite des mémes souris qui servait de témoin : 5 a 7 embryons
implantés ont été retrouvés dans la cornes utérine droite contre aucun embryon (ou seulement
1 a 2 mal développés) dans la corne utérine gauche. Cela démontre que 1’échec d’implantation
a clairement été induit par le blocage de CD146.

63



4.6.3 RoOle en pathologie obstétricale :
prééclampsie et pertes foetales

L’expression de CD146 sur les cellules du trophoblaste au cours des prééclampsies,
complications obstétricales associées au placenta , est fortement diminuée voire absente (bien
que CD146 soit présent dans la circulation sanguine) , en rapport avec une baisse des capacités
invasives de ces trophoblastes (112). Le rdle de la galectine 1 a été particulierement décrit dans

deux études :

- Une étude (114), a permis de mettre en évidence que la galectine 1 est exprimée sur
les embryons humains préimplantatoires au niveau du trophoblaste et de la masse
cellulaire interne. Cette méme étude a mis en évidence que les taux de galectine 1
sériques étaient significativement diminués chez les femmes ayant subi une fausse

couche.

- Uneautre étude(115) a mis en évidence que le blocage de la galectine 1 par des anticorps
anti-galectine 1 diminuait 1’invasion des cellules trophoblastiques humaines, tandis
qu’une concentration sérique élevée de galectine augmentait 1’invasion par les cellules

trophoblastiques.

Dans une étude, Bouvier et al ont analysé 1’expression conjointe de CD146s et de la galectine
1 (Gal 1). Cette étude (113) a été réalisée de maniére prospective avec 115 femmes qui ont été
réparties dans 3 groupes différents :

- 30 femmes en bonne santé, non enceintes

- 50 avec des grossesses normales

- 35 avec des complications de grossesse dont 1’origine était le placenta
Chez les femmes ayant une grossesse normale par rapport aux femmes non enceintes, CD146s
était abaissé et Gal 1 était augmentée. La cinétique des 2 marqueurs était donc opposée : le taux
de gal 1 a réguliérement augmenté tout au long de la grossesse tandis que le taux de CD146s a

régulierement diminué au cours de la grossesse.
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Chez les femmes atteintes de prééclampsie, CD146s était significativement plus élevé par
rapport aux femmes ayant des grossesses normales, avec un taux de Gal 1 sans différence

significative par rapport au groupe des femmes ayant eu une grossesse normale.
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FIGURE 24— Variation des concentrations sériques de CD146s et Galectine 1 en fonction du

statut gynécologique et obstétrical de la femme (113)
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FIGURE 25- Variations des taux sériques de CD146s et Gal 1 dans la prééclampsie(113)
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Concernant les pertes feetales, dans une étude cas témoin appariée, une comparaison des
concentrations plasmatiques de CD146s a été faite entre les 2 groupes suivants :

- 100 femmes constituant le groupe des patientes ayant eu des pertes de grossesse
inexpliquées (2 pertes consecutives ou plus avant 23 SA, ou bien au moins une perte a
partir de 23 SA) ; parmi ce groupe de femme, 83 ont eu des FCS précoces et 22 une
FCS tardive.

- 100 femmes témoins appariées selon 1’dge (pas de perte de grossesse et au moins un
enfant né)

L’¢étude a mis en évidence que la concentration plasmatique en CD146s était significativement
plus élevée dans le groupe des patientes, en précisant que la concentration plasmatique en
CD146s n’était pas corrélée avec le nombre de FCS, et qu’elle n’était pas liée avec le fait que

la FCS soit précoce ou tardive(66).

Ainsi, ces multiples études ont permis de mettre en lumiére 1’implication de CD146/CD146s,
tant au niveau de la physiologie de la reproduction, que de la physiopathologie obstétricale.

C’est donc avec la mise en évidence du role important de CD146/CD146s dans le domaine de
la gynécologie obstétrique et de la reproduction (116), que des travaux de recherche ont été

réalisés afin d’étudier son intérét en AMP.
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5 INTERET DE
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5.1 Problematique

A T’heure actuelle, les équipes d’AMP tendent a augmenter le nombre de FIV avec transfert
¢lectif d’un embryon (eSET). L’eSET est de plus en plus couramment utilisé dans les protocoles
de FIV afin de réduire les taux de grossesses multiples qui ont un risque plus important de
complications médicales, périnatales et néonatales (117) (118). Des revues et méta-analyses
montrent que les grossesses obtenues a partir eSET sont associées a une baisse des naissances

prématurées par rapport au transfert de 2 embryons. (119).

Mais I’objectif de I’eSET est aussi de ne pas diminuer les chances de grossesse.

Ainsi, I’eSET doit sélectionner les embryons les plus évolutifs afin d’améliorer les taux de
grossesses, tout en réduisant la survenue d’anomalies génétiques et de grossesses multiples.
(120)

L’importance d’évoluer vers le transfert d’embryon unique (eSET) renforce la nécessité de
criteres de sélection efficaces.

Dans leur revue, Simopoulou et al (1) mettent en évidence les besoins de marqueurs prédictifs
dans le domaine de la FIV afin d’améliorer la sélection d’un embryon unique avec le meilleur

potentiel d’implantation.

Actuellement la tendance est au développement de nouvelles stratégies diagnostiques (53) afin
d’identifier des marqueurs biologiques de viabilité embryonnaire, qui seraient un complément
précieux a I’étude traditionnelle morphologique des embryons :

-Les approches dites «omiques » sont a 1’étude en tant que méthodes non invasives :
génomique, transcriptomique, protéomique et métabolomique (121)

-Le time lapse (imagerie accélérée) : L’imagerie time lapse a pour avantage de faire de
multiples observations, tout en maintenant des conditions de culture stable grace a un
microscope intégré dans 1’incubateur (122). Cela met a la disposition du corps médical des
données plus complétes et de meilleure qualité sur la cinétique du developpement
embryonnaire. Des recherches sont faites pour améliorer 1’analyse time-lapse en essayant
d’identifier de nouveaux marqueurs dynamiques (123). Cela pourrait aboutir, a terme, a une

sélection automatisée d’embryons avec les meilleures probabilités d’implantation (124).
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-Le dépistage genetique préimplantatoire (DPI) en screening : Il est en plein développement et
consiste a identifier les embryons porteurs d’anomalies chromosomiques afin de ne pas les
proposer pour un transfert. Il n’y a pas encore de preuves significatives qu’il contribue a
améliorer les taux de grossesse : il n’est a priori pas efficace lorsque les embryons sont au stade
J2 mais il y a encore un débat quant a son efficacité au stade de blastocyste. Le DPI s’effectue
actuellement grace au systéme de micro puces d’ADN(125) , au next generation sequencing

(NGS) et au caryomapping (126) (127).11 n’est actuellement pas autorisé en France.

Mais les méthodes « omiques », le time-lapse et le diagnostic préimplantatoire ne sont pas

encore tous installés en routine ou sont encore chers.

Ainsi la recherche de marqueurs biologiques non invasifs permettant la sélection d’embryon

avec le meilleur potentiel implantatoire est aujourd’hui une nécessité.
Parmi ces marqueurs et en tenant compte des différents réles de la molécule, en particulier dans

la migration des trophoblastes et I’implantation embryonnaire, CD146s représente un candidat

intéressant.
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5.2 Apport de CD146 en AMP

Une étude préliminaire a été réalisée au centre d’ AMP de la Conception, portant sur 162 couples

ayant bénéficié d’un transfert d’embryon aprés tentative de fécondation in vitro (FIV).

(128)Elle a permis de mettre en évidence :

- La présence du CD146 soluble dans les milieux de culture embryonnaire, dosable dés
le J2
- Destaux de CD146s plus éleveés (de facon non significative) dans les milieux de culture

des embryons transférés qui ne se sont pas implantés par rapport a ceux ayant conduit a
une grossesse

Ainsi, cette étude a mis en perspective un role potentiel de CD146s dans la sélection

embryonnaire.

Une deuxiéme étude rétrospective a été réalisée (2) sur 126 couples ayant eu une tentative de

FIV. Le milieu de culture embryonnaire de chaque embryon transféré, au nombre total de 222,

a été recueilli pour le dosage par technique ELISA du CD146s. Dans le groupe des embryons

ne s’étant pas implantés, au nombre de 185, les concentrations de CD146s étaient

significativement plus élevées que dans le groupe des embryons s’étant implantés (au nombre

de 37). De plus le grade embryonnaire et la concentration de CD146s n’étaient pas

corrélés (p=0,7). Des analyses multivariées avec ajustement sur la classification d’Istanbul ont

confirmé une association significative entre une faible concentration de CD146s et la survenue

d’une implantation (p=0,024) ou I’établissement d’une grossesse (p=0,007).

Ainsi, le taux de CD146s dans le milieu de culture embryonnaire semble étre indépendant de la

qualité embryonnaire observée morphologiquement mais son augmentation est un facteur

prédictif de mauvaise implantation embryonnaire. Son dosage permettrait donc d’obtenir une

information complémentaire a I’étude morphologique actuelle.
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FIGURE 26- Concentration en CD146s entre les embryons implantés (YES, n=37) et les
embryons non implantés (NO, n=185) (2)

L’analyse de sensibilité réalisée sur des transferts d’embryons uniques (n=71) a confirmé cette
association. La courbe ROC calculée a établi que la concentration optimale de CD146s pour
I’implantation d’embryons est inférieure a 1164 pg/mL avec une sensibilité de 76%, une
specificité de 48%, une valeur prédictive positive de 25% et une valeur prédictive négative de
92%. Au-dela de ce seuil de CD146s, le taux d’implantation était significativement plus faible
(9% avec des taux de CD146s >1164 pg/mL vs 22% avec des taux de CD146s < 1164 pg/mL),
p=0.01).

D’autre part, un marquage immunohistochimique de CD146 a été réalisé sur des embryons
humains, au stade J2, J3, J4 et J5, cryoconservés a I’issue d’une FIV puis cédés a la recherche
par les couples n’ayant plus de projet parental (2).Ce marquage a révélé la présence de CD146
dans la membrane et le cytoplasme des blastomeéres des les premiers stades embryonnaires (J2
et J3).

CD146 a également été retrouvé dans le trophoblaste et la masse cellulaire interne du
blastocyste.

Une analyse en western blot a été effectuée sur des milieux de culture embryonnaire de FIV
récupéreés apres transfert d’embryon. Le western blot réalisé avec différentes concentrations de
CD146s évaluees par ELISA a permis de confirmer la présence de CD146s dans ces milieux de
culture embryonnaire : ce CD146s provient donc de I’embryon lui-méme. Le dosage du
CD146s dans les milieux de culture d’embryons a montré que la concentration de CD146s était
plus élevé de facon significative a J5 ; il n’y avait en revanche pas de différence significative
entre le J2 et le J3.(Figure 3C)(2)
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FIGURE 27- Présence de CD146 dans les embryons et milieux de culture d’embryons (2)

3a : Marquage immunohistochimique de CD146 aux premiers stades embryonnaires (J2 et J3),

au stade morula (J4) et au stade blastocyste (J5)

3b : Analyse Western Blot des milieux de culture embryonnaires par ELISA

3c: Concentration de CD146 soluble du jour 2 au jour 5 dans les milieux de culture

embryonnaires
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Au total, cette étude a montré que :
- Les embryons expriment CD146 tres précocement (J2)
- (CD146s dosé dans les milieux de culture en FIV provient de I’embryon
- CD146s est dosable tres précocement (J2 dans le milieu de culture embryonnaire en
FIV).

Parmi les embryons présélectionnés par notation morphologique, la détermination de CD146s
dans le milieu de culture de ces embryons pourrait permettre une meilleure sélection

embryonnaire avant transfert, améliorant ainsi le succes de transfert électif d’un seul embryon.

Ainsi, CD146s pourrait étre un biomarqueur en FIV en excluant ’embryon avec le niveau le
plus élevé de CD146s. Une étude prospective multicentrique sera nécessaire pour valider
I’utilisation en pratique clinique de CD146 soluble comme un nouveau biomarqueur de la
sélection d’embryons.

Son caractere non invasif permettrait un développement plus aisé que des méthodes invasives,
en particulier en raison de la difficult¢ a effectuer des recherches sur I’embryon
préimplantatoire dans de nombreux pays. Il pourrait étre, de ce fait, accessible plus facilement

a tous les centres d’AMP.

73



o CONCLUSION



L’infertilité est un probléme de santé publique, touchant un nombre croissant de
couples. La demande en AMP ne cesse d’augmenter et le développement de marqueurs non
invasifs, en complément des techniques actuelles d’évaluation morphologique de I’embryon,
pourrait étre un atout majeur dans la sélection de I’embryon a transférer ayant le meilleur
potentiel implantatoire. CD146/CD146s représentent un axe prometteur.

CD146 est exprimé en particulier sur les trophoblastes extravilleux, et sur I’embryon dés les
stades précoces de son développement. Son role a été décrit dans 1’invasion trophoblastique, et
I’implantation embryonnaire.

Sa forme soluble est détectable dans les milieux de culture embryonnaires en FIV dés le 2
jour (J2) du développement embryonnaire, avec un taux plus élevé plus élevé a JS qu’a J2

De facon intéressante, il a été montré que les concentrations de CD146s dans ces milieux de
culture embryonnaires étaient significativement plus élevées pour les embryons ne s’étant pas
implantés que pour ceux qui s’étaient implantés, et sans corrélation avec le grade embryonnaire.
La détection de CD146s dans les milieux de culture embryonnaire permettrait donc la sélection
d’embryon présentant le meilleur potentiel implantatoire et ce de fagon complémentaire aux
critéres morphologiques de la classification d’Istanbul.

Ainsi dans la pratique courante de la FIV, CD146 soluble représente un marqueur non invasif
pour la sélection de I’embryon a transférer. Afin de valider cette proposition, une étude
prospective et multicentrique est en cours dans le cadre d’un projet de recherche clinique
(PHRC I N° : 2018-A02464-51 « AMIFIV » Lacroix/Bardin).

Enfin, CD146 est présent sur de nombreuses cellules impliquées dans la reproduction. L’étude
de I’expression du CD146 sur des gamétes pourrait, si son expression était significativement
différente au sein d’'une méme classe de gamétes, en amont de la formation embryonnaire,
apporter des informations pour tenter d’améliorer le taux de succes des tentatives d”’AMP.

En particulier, CD146 est exprimé sur des cellules souches de spermatogonies et son
inactivation entraine une diminution de ces cellules, suggérant un réle de CD146 dans la
différenciation des spermatozoides (89). Ainsi CD146 pourrait représenter un critére dans
I’appréciation de la maturité et du potentiel fécondant des spermatozoides. Afin d’analyser
cette hypothese, je projette d’étudier dans le cadre de mon mémoire de DES de Biologie
médicale, I’expression de CD146 sur différents types de spermatozoides sélectionnés en
fonction de leur mobilité et de leur morphologie apres centrifugation sur gradient de densité
(technique utilisée en FIV pour sélectionner les spermatozoides qui serviront a la mise en

fécondation des ovocytes).
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J2

Parametres morphologiques pris en compte

Décision préconisée

Nombre | % Taille | Cellules Transfert (T)/
Grade de fragments | des multinucléés | Congélation (C)
cellules cellules
A 4 <10% égale absence T en priorité
embryon C possible
top
B 2,30ub5 | <26% égale absence T en deuxiéme intention
embryon C possible
de bonne | 4 11-25% égale | absence
qualité
mais non
top
C 2-6 26-35% inégale | absence T en troisiéme intention
embryon | 3ou6 <35% 3 cell | absence C+/- préconisée
de égale
qualité 6 cell
moyenne inégale
D >6 >35% égale ou | présence T si et seulement si seul
e 55 e | oon sponv
médiocre Pas de C

TABLEAU 1- Grade des embryons a J2 selon la classification d’Istanbul(42)
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Stades chronologiques de développement

Aspect qualitatif

Stade Blastocele Qualité de la| Qualité du
Masse Cellulaire | Trophoblaste
Interne (MCI)* **
Bl < 50 % du volume du
(B précoce) blastocyste
B2 > 50 % du volume [A,BouC] [A, BouC]
B3 100 % volume A, BouC A, BouC
B4 100 % volume A, BouC A, BouC
Zone Pellucide (ZP)
amincie
Expansion du volume
(volume du
blastocyste plus
grand que celui du
blastocyste précoce)
B5 Début d’éclosion | A,BouC A, BouC
(rupture ZP)
B6 Eclos (le blastocyste | A,BouC A, BouC

est complétement
dégagé de sa zone
pellucide)
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*Grade de la MClI

**Grade du trophoblaste

A Nombreuses  cellules | A Nombreuses  cellules
regroupées densément formant un épithélium
(meilleur score) cohesif (meilleur score)

B Nombreuses  cellules | B Peu de cellules formant
mais moins densément un  épithélium  fin,
regroupées irrégulier

C Trés peu de cellules/ C Epithélium fin/
Dégénerative  (aspect Trés peu de cellules,
lysé) larges/

Dégénératif
(aspect lysé)
TABLEAU 2- Typage des blastocystes selon la classification de Gardner(129)

Typage des blastocystes | Classement Décision préconisée

B3/B4

AA Top T/C en priorité

AB/BB/BA Non top mais qualité | T/C

satisfaisante
AC/BC/CA/CB Non top, qualité | T si pas d’autres choix possibles/ Pas
médiocre de congélation sauf si contexte
particulier (mauvais réserve
ovarienne/derniére tentative)
CcC Non top, non | T en derni¢re intention si pas d’autre

satisfaisant

choix possible/Pas de Congélation

T = transfert C= congélation
TABLEAU 3- Evaluation des embryons a J5 selon le consensus de I’ASEBIR(42)
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