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Introduction 
 

L’assistance médicale à la procréation (AMP) est un ensemble de pratiques cliniques et biologiques où la 

médecine intervient plus ou moins directement dans la procréation afin de permettre à des couples infertiles 

d’avoir un enfant. L’AMP est encadrée dans notre pays par la loi de bioéthique du 6 août 2004, dispositions 

qui ont été révisées par la loi du 7 juillet 2011 (1). En France, en 2018, une naissance sur trente (soit 3.4%) 

était issue de l’AMP (2). 

Depuis les années 2000, l’émergence des technologies omiques, a permis d’appréhender les phénomènes 

biologiques de manière globale. La possibilité d’avoir une vision d’ensemble qualitative, quantitative et 

même fonctionnelle d’un système biologique a conduit à envisager une amélioration voire une 

personnalisation de la prise en charge des couples en en AMP. La métabolomique, est la technique omique 

développée le plus récemment. Elle étudie le métabolome, qui regroupe l’ensemble des métabolites 

présents dans un échantillon biologique (3).  

La métabolomique est définie comme l’étude de l’ensemble des petites molécules organiques du 

métabolisme (<1500 Da) (4). Le métabolome humain comprend actuellement plus de 114000 métabolites 

incluant les peptides, les lipides, les acides aminés, les acides nucléiques, les xénobiotiques, les acides 

organiques, les vitamines ainsi que toute autre molécule endogène ou exogène (5). La métabolomique peut 

être considérée comme le point final de la cascade des « omics ». En effet, afin de comprendre la fonction 

des gènes, la majorité des études de génomique fonctionnelle sont actuellement basées sur l’analyse de 

l’expression génique avec la transcriptomique (études des ARN messagers ou autres types d’ARN) et 

l’analyse complète des protéines avec la protéomique (6). Le dernier niveau d’exploration est l’étude des 

métabolites avec la métabolomique. Ces métabolites sont le reflet des facteurs génétiques et 

environnementaux qui agissent sur un individu et signent son phénotype (Figure 1). 
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Figure 1. La cascade « omics » décrit le flux des informations biologiques intervenant dans un organisme 

(7). 

 

 

La métabolomique est un outil permettant d’appréhender les mécanismes physiopathologiques, et 

potentiellement d’identifier de nouveaux biomarqueurs spécifiques. 

Un biomarqueur est une caractéristique biologique mesurable pouvant être l’indicateur d’un processus 

normal ou pathologique, ou d’une réponse pharmacologique à une intervention thérapeutique. Dans le 

domaine médical, un biomarqueur peut être utilisé pour le dépistage médical (antigène prostatique 

spécifique et cancer de la prostate), le diagnostic (glycémie à jeûn et diabète), la réponse à un traitement 

médical ou la rechute après un traitement (marqueur tumoral CA-125 et cancer de l’ovaire) ou encore pour 

évaluer la toxicité d’une molécule (interaction bisphénol A-placenta). Il existe de nombreux intérêts à 

rechercher de potentiels biomarqueurs en AMP par approche métabolomique :   

• Pour améliorer la compréhension de mécanismes biologiques complexes pouvant intervenir, par 

exemple, lors de la fécondation ou de l’implantation embryonnaire (8). 

• Pour permettre une meilleure évaluation de la qualité gamétique (spermatique ou ovocytaire) afin 

de mieux prédire la qualité embryonnaire (8). 
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• Pour déterminer les mécanismes physiopathologiques à l’origine d’une infertilité, par exemple en 

cas d’endométriose, de réserve ovarienne diminuée, d’échecs d’implantation répétés ou de fausses 

couches à répétition. 

• Pour diagnostiquer précocement et de manière peu invasive (prise de sang) une pathologie pouvant 

être à risque d’infertilité (une endométriose par exemple). 

• Pour aboutir à la découverte de nouvelles thérapeutiques grâce à une meilleure compréhension des 

mécanismes impliqués dans l’infertilité. 

• Pour améliorer les résultats des techniques d’AMP et notamment en fécondation in vitro (FIV) 

associée ou non à une injection intra-cytoplasmique de spermatozoïdes (ICSI). En effet, les taux de 

naissances vivantes restent les mêmes depuis 10 ans autour de 20 à 25%. 

Nous nous sommes intéressés à 4 pathologies rencontrées fréquemment en gynécologie et plus 

spécifiquement en médecine de la reproduction : l’endométriose, la diminution de la réserve ovarienne 

attestant du vieillissement ovarien aussi appelé par les anglo-saxons « ovarian aging », les échecs 

d’implantation répétés et enfin les fausses couches à répétition. 

L’endométriose est une maladie gynécologique chronique et multifactorielle caractérisées par la présence 

de tissu endométrial (glandes endométriales et stroma), aussi appelé tissu utérin, en dehors de la cavité 

utérine (9). Ce tissu crée des lésions hormono-dépendantes responsables d’une inflammation chez la 

femme en période d’activité génitale pouvant provoquer des dyspareunies profondes, des dysménorrhées 

intenses, des troubles digestifs et/ou urinaires et une infertilité. On estime la prévalence à 10% des femmes 

en âge de procréer et à un tiers des femmes de 16 à 50 ans souffrant de douleurs menstruelles aigues (9). 

Le diagnostic de l’endométriose est difficile et renforcé par la banalisation des symptômes et la 

méconnaissance de cette maladie par le grand public et les soignants. En conséquence, il existe un délai 

moyen de 7 ans entre l’apparition des 1ers symptômes et le diagnostic de la maladie (10). 

L’ovaire contient un stock maximum d’ovocytes présent dès la vie intra-utérine. Ces ovocytes sont soumis 

à un intense phénomène d’apoptose. En effet, le nombre maximal d’ovocytes est obtenu dès 20 semaines 

de grossesse et il est alors d’environ 7 millions (11). A la naissance, le nombre d’ovocytes est de 1 à 2 
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millions et ne serait plus que de 400000 à la puberté. Seuls 400 à 500 d’entre eux seront ovulés au cours 

de la vie génitale de la femme. La déplétion folliculaire s’accélère vers l’âge de 37 ans et la ménopause 

survient lorsque le nombre de follicules est inférieur à 1000 (11). Le vieillissement ovarien résulte à la fois 

d’un déclin qualitatif mais aussi quantitatif de la réserve ovarienne (12). Cliniquement, le vieillissement 

ovarien est caractérisé par une réserve ovarienne diminuée (ROD) objectivée par des marqueurs tels que 

la diminution de l’AMH, l’élévation de la FSH et la diminution du CFA.  

L’implantation embryonnaire est un processus complexe au cours duquel l’embryon humain s’appose 

d’abord à l’endomètre maternel, y adhère puis finalement y pénètre et l’envahit. Alors que l’implantation peut 

se produire dans n’importe quel tissu du corps humain, l’endomètre est pratiquement le seul tissu dans 

lequel l’embryon ne peut pas s’implanter excepté pendant une période très limitée appelée fenêtre 

implantatoire. L’European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE) a proposé en 2005 

comme definition des échecs d’implantation répétés (EIR) le seuil de 3 tentatives avec transfert d’embryon 

de bonne qualité, ou au moins 10 embryons transférés frais ou congelés sans l’obtention d’une grossesse 

à l’échographie réalisée 5 semaines après le transfert d’embryon (13).  L’une des définitions la plus 

couramment utilisée et plus récente est celle issue de la revue de la littérature réalisée par Coughlan et al 

(14). Les auteurs définissaient les EIR comme l’échec de l’obtention d’une grossesse clinique (activité 

cardiaque constatée à l’échographie de datation vers 6-7 semaines d’aménorrhée) après au moins 3 

transferts différents comportant au total au moins 4 embryons de bonne qualité (frais ou congelés) chez des 

femmes de moins de 40 ans. La prévalence des couples pris en charge en FIV et confrontés à des EIR est 

d’environ 15-20% (FIV) (15). 

Les fausses-couches spontanées à répétition (FCSR) sont définies quant à elle par les sociétés savantes 

européenne, britannique et française (16-18) comme un antécédent de 3 FCS consécutives étant survenues 

avant 14 semaines d’aménorrhée et pouvant inclure des fausses-couches non visualisées à l’échographie. 

Les FCSR touchent environ 2 à 5% des couples ayant un désir de grossesse (18-19). 

Les travaux réalisés dans le cadre de cette thèse se sont donc portés sur 3 axes :  
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1. L’analyse métabolomique et l’étude du profil cytokinique dans le fluide folliculaire de patientes 

atteintes d’endométriose. 

2. L’analyse métabolomique et l’étude du profil cytokinique dans le fluide folliculaire de patientes ayant 

une réserve ovarienne diminuée. 

3. L’analyse métabolomique de l’endomètre de patientes atteintes d’échecs d’implantation répétés 

après FIV-ICSI ou de fausses-couches à répétition. 
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La métabolomique 
 

1. Approche métabolomique ciblée ou non ciblée 
L’approche métabolomique ciblée porte sur l’identification précise et la quantification ou semi-quantification 

d’un ensemble défini de métabolites dans des échantillons biologiques. Cette approche se focalise sur une 

ou plusieurs voies métaboliques spécifiques ou des métabolites appartenant à une famille chimique donnée. 

Ce type d’étude peut être réalisé en complément d’une étude non ciblée pour répondre à une hypothèse 

biochimique.  

L’analyse non ciblée, quant à elle, cherche à obtenir le plus grand nombre possible de métabolites provenant 

d’une diversité de classes chimiques et biologiques contenues dans un échantillon. 

Les analyses métabolomiques peuvent être réparties également en analyse discriminatoire et en analyse 

informative. L’analyse discriminatoire a pour but de rechercher des différences discriminantes entre deux ou 

plusieurs échantillons en fonction de leurs caractéristiques métabolomiques. L’analyse informative permet 

d’identifier le métabolome dans le but d’obtenir des informations concernant la composition de l’échantillon. 

 

2. Les différentes techniques analytiques en métabolomique 
A ce jour, le métabolome humain n’est pas totalement identifié. Une base de données telle que Human 

Metabolome DataBase (HMDB) contient des informations sur les métabolites humains ainsi que sur leurs 

rôles biologiques, leurs associations avec certaines maladies, leurs réactions chimiques et les voies 

métaboliques (5). Par rapport à la version précédente de HMDB (HMDB 3.0), la nouvelle version (HMDB 

4.0) a considérablement augmenté le nombre de métabolites en passant de 40153 à 114100 métabolites 

identifiés (5). En effet, de nombreuses techniques analytiques, reposant principalement sur la spectrométrie 

de masse (MS) et la Résonance Magnétique Nucléaire (RMN), sont utilisées pour détecter et quantifier les 

métabolites, de manière de plus en plus sensible et spécifique. 
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2.1. La spectroscopie par RMN 

Dans le cadre de l’analyse du métabolome, la RMN présente un certain nombre d’avantages car la technique 

nécessite peu ou pas de préparation de l’échantillon. Cette technique est donc rapide, non destructive, 

simple à mettre en œuvre, robuste et reproductible. Cependant, elle reste une méthode peu sensible 

nécessitant une plus grande quantité d’échantillon par comparaison avec la spectrométrie de masse (20). 

Le principe de la RMN consiste en une analyse des noyaux de spins nucléaires non nuls. En effet, un grand 

nombre de noyaux peut être observé en RMN tels que 1H, 13C, 15N, 19F, 31P… La RMN unidimensionnelle 

(1D) 1H RMN est l’approche par RMN la plus utilisée en métabolomique, du fait de la présence universelle 

d’hydrogène dans les biomolécules (21). Cependant, en RMN 1D, le chevauchement des signaux peut 

s’avérer délicat et rend l’identification des composants parfois difficile. Afin de surmonter ce problème, la 

RMN bidimensionnelle (2D) offre une approche améliorée pour l’identification non ambiguë des métabolites 

dans les mélanges. En effet, elle permet la séparation des métabolites grâce à la 2ème dimension, ce qui 

permet de disperser les signaux et de faciliter de ce fait leur identification. Les méthodes 2D incluent les 

interactions 1H-1H et celles qui mesurent les interactions 1H-13C. Les séquences COSY (spectroscopie 

corrélée) et TOCSY (spectroscopie de corrélation totale) détectant les interactions 1H-1H sont régulièrement 

utilisées (21). Les séquences utilisant des interactions hétéronucléaires comme 1H-13C HSQC 

(Heteronuclear Single Quantum Correlation) ou 1H-13C HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) 

sont de plus en plus utilisées en métabolomique. En effet, les signaux de 13C-RMN couvrent une largeur 

spectrale de 200 parties par millions (ppm) comparée à 10 ppm pour 1H et sont donc plus résolutifs, ce qui 

permet d’étaler et de résoudre les pics sur la 2ème dimension. 

2.2. La spectrométrie de masse (MS Mass spectrometry) 

La spectrométrie de masse regroupe un ensemble de techniques d’analyse permettant la mesure de 

molécules après leur ionisation et en fonction de leur rapport masse sur charge (m/z). Les ions formés sont 

alors séparés. La spectrométrie de masse est de plus en plus utilisée en métabolomique car en plus de sa 

sensibilité supérieure à celle de la RMN, elle offre la possibilité de couplage à un système 

chromatographique permettant la séparation préalable des molécules et ainsi d’augmenter la résolution des 
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ions détectés. Plusieurs systèmes de séparation sont utilisés : la chromatographie gazeuse (GC), la 

chromatographie liquide (LC) et l’électrophorèse capillaire. 

2.2.1. Spectrométrie de masse couplée à la chromatographie en phase gazeuse (GC-MS) 

La chromatographie en phase gazeuse est une technique de grande sensibilité et de résolution élevée.  

Cependant, cette méthode se limite à l’étude des composés sous forme gazeuse. Il est souvent nécessaire 

d’effectuer une étape de modification chimique afin d’améliorer la volatilité des composés polaires ou peu 

volatiles. Ce traitement de l’échantillon est long et peut conduire à des réactions de dégradation. 

2.2.2. Spectrométrie de masse couplée à la chromatographie en phase liquide (LC-MS) 

Actuellement, la spectrométrie de masse couplée à la chromatographie en phase liquide (LC-MS) est la 

technique la plus utilisée pour analyser le métabolome du fait des nombreux types de colonnes existant et 

permettant de couvrir une large gamme de métabolites. Contrairement à la GC-MS, elle peut être appliquée 

à l’analyse de composés non volatiles. Cette technique peut permettre d’une part d’obtenir la masse 

moléculaire d’un métabolite et d’autre part de détecter les produits de fragmentation de l’ion moléculaire, 

permettant ainsi d’analyser les molécules de manière très spécifique. En outre, certains spectromètres de 

masse à haute résolution ont des seuils de sensibilité de l’ordre de la pmol/L, permettant ainsi l’exploration 

d’une très large gamme de concentrations (de la pmol/L à mmol/L, c'est-à-dire des concentrations s’étalant 

sur une échelle de 109 fois). En chromatographie liquide, il existe des systèmes chromatographiques à haute 

pression (HPLC, High Pressure Liquid Chromatography) et à ultra-haute pression (UHPLC, Ultra High 

Pressure Liquid Chromatograpgy). 

Les travaux d’analyse métabolomique qui ont été faits lors de cette thèse ont utilisé deux spectromètres de 

masse couplés à la chromatographie en phase liquide (QTRAP 5500 mass spectrometer, SCIEX et 

ThermoScientific Q Exactive mass spectrometer, Thermo Fisher Scientific).  

Nous avons profité de l’opportunité du multiplexage des dosages de cytokines mis en place par nos 

collègues immunologistes par la technique « multiplex fluorescent-bead-based technology Luminex 200TM, 

Austin, TX » pour compléter l’étude de nos cohortes. 
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3. Déroulement d’une analyse métabolomique 
3.1.1. Préparation des échantillons 

La 1ère étape d’une approche métabolomique correspond au choix du milieu et à la préparation de 

l’échantillon afin d’éviter toute source de variabilité externe et notamment la perte d’information. Cependant, 

de nombreux facteurs peuvent influencer le métabolome humain : l’âge (22), le sexe (23), la nutrition (24) et 

la microflore intestinale (25). Certains de ces facteurs confondant tels que la nutrition ou la flore intestinale 

ne sont pas facilement contrôlables. Il faut bien noter qu’aucune analyse statistique, aussi performante soit-

elle, ne peut rattraper les erreurs commises lors de cette étape initiale de préparation des échantillons. 

Un échantillon biologique est donc prélevé chez n sujets. Dans chacun des n échantillons correspondants, 

k variables sont détectées (pics chromatographiques en spectrométrie de masse). Généralement k >> n, ce 

qui distingue les approches de types « omiques » des approches plus ciblées. Le degré de connaissance 

sur les k variables varie au fur et à mesure que l’analyse métabolomique se déroule. 

Afin de limiter ces variations susceptibles de masquer la signature d’un phénomène physiopathologique 

donné, il est important en recherche clinique de limiter ces variations interindividuelles par la constitution de 

groupes homogènes de patients (âge, sexe, groupe de pathologies,) et d’effectuer les prélèvements de la 

manière la plus homogène possible (patient à jeun, prélèvements aux mêmes horaires pour limiter les 

variation nycthémérales, matériels de prélèvements identiques). 

Une autre caractéristique très importante de cette étape pré-analytique est de limiter la poursuite du 

métabolisme une fois le prélèvement réalisé. Cette étape de « quenching » permettant de figer le 

métabolisme, et donc de préserver les signatures métaboliques originales, consiste le plus souvent à 

transporter les échantillons dans la glace avant de les congeler rapidement à -80°C sous la forme d’aliquots 

afin d’éviter les cycles de congélation/décongélation qui altèrent le métabolome.  

3.1.2. Techniques analytiques (RMN, MS) 

La 2ème étape correspond donc à la production de données métabolomiques brutes obtenues (spectres, 

chromatogramme) par les différentes techniques analytiques disponibles (RMN, MS).  
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En spectrométrie de masse, le degré de connaissance sur les k variables varie au fur et à mesure que 

l’analyse métabolomique se déroule : initialement on ne peut parler effectivement que de pics 

chromatographiques (ou features en anglais) des données brutes caractérisées par 3 dimensions : le rapport 

m/z, l’intensité du signal et le temps de rétention. Ces données brutes doivent être traitées par des logiciels 

dédiés pour identifier les molécules correspondantes. 

 

3.1.3. Traitement des données 

Le traitement des données brutes a pour principe d’extraire le signal pertinent, d’éliminer le bruit de fond et 

de convertir les signaux sous un format numérique grâce à l’utilisation de logiciels spécifiques. Il existe 

différents logiciels libres ou commerciaux qui assurent la détection automatique des signaux. Les signaux 

détectés sont ensuite restitués sous une forme de tableau de données compatibles avec les logiciels 

d’analyse statistique : chaque ligne représente une variable (un signal), qui est caractérisée par son temps 

de rétention (TR) et son rapport masse/charge (m/z) pour la MS ou son déplacement chimique en ppm pour 

la RMN et chaque colonne correspond à un échantillon donné. Le tableau est alors rempli par les intensités 

ou les aires de pics chromatographiques ou spectraux de chaque variable dans un échantillon donné.  

En RMN, différentes méthodes de traitement de données sont disponibles. En général, les positions des 

signaux RMN peuvent varier d’un échantillon à l’autre en raison des différences de pH, de la force ionique 

ou encore de la température. En RMN 1D, un traitement des données peut consister à découper 

manuellement l’ensemble des spectres après leur superposition. Cette stratégie va permettre de 

sélectionner des bandes spectrales qui correspondent aux métabolites d’intérêts. Le découpage donne des 

zones spectrales « buckets » de taille variable (26). Des problèmes peuvent être causés dans le cas des 

échantillons complexes comme c’est le cas des urines ou du plasma à cause des différences de pH ou de 

force ionique, ce qui rend difficile ce découpage. 

Un autre traitement des données consiste à découper de manière automatique les spectres en « buckets » 

soit de taille fixe (par exemple 4 ppm) soit de tailles variables.  
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En RMN 2D, les logiciels adaptés permettent l’intégration de l’aire des tâches de corrélation. Le 

triméthylsilylpropionate (TSP) est généralement utilisé afin de calibrer les déplacements chimiques. 

Pour le traitement des données obtenus par LC-MS, les logiciels gratuits de type XCMS sont les plus 

couramment utilisés. Les fichiers LC-MS sont tout d’abord convertis au format adapté par le logiciel (par 

exemple mzXML pour le logiciel XCMS). L’analyse XCMS consiste à détecter tous les rapports m/z avec les 

temps de rétention associés pour chaque échantillon et à corriger les écarts du temps de rétention pour les 

échantillons. 

Un autre point dans le traitement des données est la normalisation. En effet, les données métabolomiques 

sont sujettes à des variations et des biais techniques et/ou biologiques indésirables (26). Ces variations 

peuvent résulter de différents facteurs tels que la collecte des échantillons, le stockage et la préparation des 

échantillons ainsi que les performances du spectromètre sur l’ensemble des échantillons étudiés. L’objectif 

de la normalisation des données en métabolomique consiste à minimiser la variance technique et biologique 

indésirable entre les échantillons. Cependant, aucune méthode de normalisation ne permet d’éliminer à 

100% la variabilité analytique tout en préservant la variabilité biologique. 

En RMN, parmi les méthodes de normalisation, la normalisation par quotient probabiliste a été développée 

afin de pallier les effets de dilution dans les fluides biologiques. Son principe se base sur la normalisation 

de chaque spectre par son intensité totale d’abord, puis en prenant le spectre médian comme spectre de 

référence. Ensuite l’aire de chaque pic du spectre est divisée par l’aire du pic correspondant du spectre de 

référence. En RMN, les pics sont souvent normalisés par rapport à un standard externe de concentration 

connue comme le TSP ou à une molécule interne comme la créatinine ou par l’aire totale du spectre.  

En LC-MS, il est essentiel de corriger les fluctuations des signaux provenant des effets de suppression 

d’ions et qui peuvent entrainer des diminutions de l’intensité du signal au sein d’une même analyse et par 

la suite causer des problèmes au niveau de l’interprétation des données. L’ajout des étalons internes dans 

tous les échantillons ainsi que l’utilisation de contrôle qualité (QC) permettent de corriger ces fluctuations 

des signaux. La normalisation par les standards internes ou externes est couramment utilisée en 

métabolomique. Cependant, cette méthode de normalisation n’est pas parfaite. En effet, il existe des 
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métabolites qui peuvent être élués en même temps que les standards et qui peuvent par la suite influer leur 

ionisation à cause des phénomènes de suppression d’ions. D’autres méthodes de normalisation existent 

telles que la normalisation à l’aire totale ou encore la médiane de l’intensité du métabolite. 

3.1.4. Analyses statistiques 

Après normalisation des données, on effectue une analyse statistique des résultats afin de regrouper et 

représenter visuellement les données en fonction de critères de similitude et de ressortir des profils 

métaboliques pertinents. Il existe 2 types d’analyses statistiques utilisées : univariée et multivariée. 

a) Analyses univariées 

Les analyses statistiques univariées vont permettre d’analyser une à une les variables explicatives sans 

tenir compte des interactions qui existent entre les variables en les comparant par des tests statistiques de 

comparaisons de moyennes paramétriques ou non paramétriques. Les analyses univariées dans les études 

métabolomiques sont souvent réalisées en complément des analyses multivariées afin d’analyser 

individuellement les métabolites discriminants identifiés dans les analyses multivariées. De plus, ces 

analyses permettent de définir une liste de métabolites significativement modifiés et d’identifier les voies 

métaboliques associées afin d’émettre des hypothèses aidant à la compréhension physiopathologique. Le 

problème de ces études est la répétition des tests statistiques qu’il faut corriger par des modifications des 

seuils de significativité (27). 

a) Analyses multivariées 

Contrairement aux analyses univariées, les analyses multivariées sont utilisées afin de gérer et d’interpréter 

le grand nombre de signaux (métabolites) détectés en métabolomique, dans le but de révéler les empreintes 

métabolomiques discriminantes entre plusieurs conditions. Elles permettent de visualiser une grande 

quantité d’informations, en projetant les données initiales (individus et variables) dans un espace de 

dimensions réduites. Les outils de statistiques multivariées peuvent être divisées en deux : les analyses 

statistiques non supervisées et supervisées. 
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L’analyse en composantes principales (ACP) est la plus utilisée des analyses multivariées non supervisées. 

L’objectif est d’obtenir une vision globale des données, sans aucun a priori. C’est une méthode statistique 

descriptive qui repose sur l’identification des différences et ressemblances entre les différents types 

d’échantillons. La répartition de ces derniers dans l’espace de la représentation graphique permet de révéler 

des regroupements ou clusters, et des échantillons aberrants ou outliers. Ces derniers pourront être écartés 

des analyses statistiques après consultation des métadonnées avec le biologiste ou le clinicien. 

Parmi les méthodes statistiques multivariées supervisées, la plus courante est la méthode de régression 

des moindres carrés partiels (Partial Least Squares, PLS) (28). C’est une méthode statistique explicative 

qui permet d’apporter une ou plusieurs informations Y en fonction des variables X. L’analyse discriminante 

(Partial Least Squares Discriminant Analysis, PLS-DA) est une analyse qui est généralement réalisée après 

la PLS. Ces méthodes sont plus puissantes que la méthode non supervisée car elles prennent en compte 

l’information de la variable réponse dans la construction et la validation des modèles. Elle a pour but de 

décrire de manière optimale l’appartenance des groupes prédéfinis d’individus Y (malades versus sains par 

exemple) à partir de variables prédictives X. Contrairement à l’ACP, cette méthode permet de mettre en 

évidence les variables discriminantes entre les groupes. Afin de faciliter l’interprétation des résultats ainsi 

que leur visualisation, il existe une méthode de filtrage des données par correction orthogonale du signal 

(Orthogonal Signal Correction, OSC) qui peut être utilisée pour exclure les variables X qui ne sont pas 

corrélées aux variables Y. Cette méthode de correction orthogonale (Orthogonal Partial Least Squares 

Discriminant Analysis, OPLS-DA) génère un score plot permettant la visualisation de la séparation des 2 

groupes. La qualité des modèles est définie par 3 paramètres : la variation modélisée cumulative (cum) de 

la matrice X dite R2X, la variation modélisée cumulative de la matrice Y dite R2Y, cette dernière étant la 

proportion de variance des données expliquées par les modèles indiquant la qualité de l’ajustement et enfin 

la capacité prédictive de la validation croisée Q2 (cum) (29). 

Le résultat de l’analyse statistique est donc d’identifier les variables (features) qui ont le plus d’influence 

dans la séparation des groupes.  
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La dernière étape de l’analyse en spectrométrie de masse est donc l’identification chimique des pics 

chromatographiques ou « features ». Deux informations permettent d’approcher l’identification des 

métabolites : le rapport m/z et le massif isotopique. En général, plus la masse est obtenue avec précision, 

plus la liste potentielle des métabolites est réduite. Dans ce contexte, les spectromètres de haute résolution 

en masse comme l’OrbiTrap ou le FT-ICR MS s’avèrent utiles (29).  
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Figure 2. Etapes de l’analyse métabolomique en approche non ciblée. Après la préparation des échantillons 

(I) et l’injection dans le système LC-MS, k pics chromatographiques sont obtenus (II). Ils sont dotés de 3 

dimensions (temps de rétention ou tR, m/z et intensité). Après traitement du chromatogramme brut 

(correction du bruit de fond, élimination des adduits, etc…) les k2 pics restants sont soumis à une analyse 

statistique multivariée non supervisée comme le PCA (III A), puis supervisée (ex : OPLS-DA, III B). Les pics 

ou features qui permettent la séparation des groupes sont finalement identifiés (IV) (29). 
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Figure 3. Etapes dans la préparation des extraits avant leur injection dans le spectromètre de masse. Les 

étalons internes deutérés (EID) des acides aminés (AA) et amines biogènes (AB) sont ajoutés d’abord au 

filtre 1, les EID de la méthode FIA sont déjà incorporés dans ce filtre. Après dérivation avec le 

phénylisothiocyanate (PITC) et mise en solution avec le solvant, 150 microlitres sont prélevés et transférés 

dans une 2ème plaque à 96 puits pour la chromatographie (5a). On ajoute du solvant d’élution FIA aux 150 

microlitres restant avant d’injecter directement dans le spectromètre de masse (5b). 
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Figure 3. Plan de la plaque du kit AbsoluteIDQ p180 utilisé pour les analyses métabolomiques ciblées. La 

plaque est composée de 96 puits pour 1 blanc (B), 3 zéros (Z-1 à Z-3), 7 niveaux de calibrants (C-1 à C-7), 

3 niveaux de contrôle qualité (QC-1 à QC-3) et de 79 à 82 échantillons (E1,…,En) en fonction du nombre de 

puits qu’on destine aux QC. 
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L’analyse métabolomique du fluide folliculaire (FF) et du profil cytokinique 
chez des femmes atteintes d’endométriose 
 

1. Recherche de biomarqueurs par analyse métabolomique ciblée du FF 
chez des femmes atteintes d’endométriose isolée 

 

En cas d’endométriose, il est décrit un délai moyen de 7 ans entre l’apparition des 1ers symptômes et le 

diagnostic de la maladie (10). L’identification de biomarqueurs, notamment dans le sang ou les urines, 

offrirait une possibilité technique moins invasive que la chirurgie et faciliterait alors le diagnostic 

d’endométriose (30). Par ailleurs, l’effet de la pathologie sur l’altération de la compétence ovocytaire est 

aujourd’hui encore débattu (31). 

Peu d’études se sont intéressées au profil métabolomique ou lipidomique du FF de femmes atteintes 

d’endométriose et les rares études sur le sujet ont inclus très peu de patientes (32-35). 

Le but de notre étude était de comparer, chez des patientes prises en charge en FIV, le profil métabolomique 

du FF entre un groupe de femmes atteintes d’endométriose isolée et un groupe de femmes non atteintes 

afin d’évaluer s’il existait un impact de l’endométriose sur le micro-environnement cumulo-ovocytaire et 

potentiellement délétère sur la qualité ovocytaire. 

 

Principaux résultats 

Soixante-dix-neuf patientes ont été incluses dans notre étude (39 dans le groupe endométriose et 40 dans 

le groupe contrôle). Dans le groupe endométriose, 32/39 patientes avaient une endométriose sévère avec 

atteinte ovarienne (82%). Les caractéristiques des patientes (âge, indice de masse corporelle, tabac, profil 

hormonal, compte de follicules antraux) étaient comparables entre le groupe endométriose et le groupe 

contrôle. 

Nous n’avons pas retrouvé de différence significative entre le taux de maturité ovocytaire en ICSI en cas 

d’endométriose (72.2%) comparé à celui constaté dans le groupe contrôle (77.7%) (p=0.6). Les taux de 
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fécondation en FIV ou ICSI était similaire dans le groupe endométriose et le groupe contrôle (respectivement 

49.4% vs 50.2%, p=0.9 et 76.4% vs 68.8%, p=0.5). 

Parmi les 188 métabolites analysés, 141 ont été correctement mesurés avec précision, incluant des 

hexoses, la carnitine et les acyl-carnitines à chaines courte, 21 acides aminés, 16 amines biogéniques, la 

sérotonine, l’histamine, la putrescine, la spermine, la spermidine, la taurine, 16 lysophosphatidylcholines, 70 

phosphatidylcholines et 15 sphingomyélines. Au total nous disposions de 11139 mesures de concentrations 

(μmol/L) correspondant à ces 141 métabolites analysés dans le FF de 79 patientes. 

Après application de la correction de Benjamini-Hochberg, il n’était pas retrouvé de différence significative 

des concentrations moyennes des métabolites mesurés entre le groupe endométriose et le groupe contrôle. 

L’APC ne montrait aucun regroupement spontané d’échantillons en rapport avec la présence d’une 

endométriose ou de n’importe quelle autre caractéristique. Aucun modèle OPLS-DA n’a pu être obtenu pour 

discriminer les deux groupes. 

 

Conclusion 

La contribution d’une altération du micro-environnement entourant le complexe cumulo-ovocytaire en cas 

d’infertilité lié à une endométriose reste débattu. En l’absence de signature métabolomique retrouvée dans 

le FF de femmes atteintes d’endométriose, nos résultats suggèrent qu’il n’existerait pas d’anomalies de 

l’environnement du complexe cumulo-ovocytaire pouvant être responsable d’une altération de la qualité 

ovocytaire en cas d’endométriose isolée. 

Ces résultats ont fait l’objet d’un article accepté dans Reproductive BioMedicine Online (IF = 2.9) qui sera 

publié en décembre 2019. 
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2. Recherche de biomarqueurs par analyse des cytokines dans le FF de 
femmes atteintes d’endométriose sévère 

Plusieurs facteurs, intervenant dans les processus inflammatoires chroniques et dans le contrôle de la 

réponse immunitaire, ont été impliqués dans la physiopathologie de l’endométriose (hormones, cytokines, 

chemokines et marqueurs du stress oxydant). En particulier, une modification du profil cytokinique a été 

mise en évidence dans le liquide péritonéal, le tissu endométrial, les endométriomes ou le sang des femmes 

atteintes (36,37). Concernant le FF, les études sont plus rares et hétérogènes (38-40). 

Le but de notre étude était donc de comparer les profils cytokiniques du FF de patientes ayant eu une FIV 

dans le cadre d’une endométriose sévère isolée à ceux de patientes non atteintes d’endométriose. Nous 

avons aussi cherché à évaluer l’impact potentiel de l’endométriose sur le micro-environnement ovocytaire. 

 

Principaux résultats 

Quatre-vingt-sept patientes ont été incluses dans notre étude (43 dans le groupe endométriose et 44 dans 

le groupe contrôle). Les caractéristiques de patientes (âge, IMC, tabac, profil hormonal, compte de follicules 

antraux) étaient comparables entre le groupe endométriose et le groupe contrôle. Concernant l’analyse des 

cytokines, GM-CSF et IL5 donnaient des valeurs inexploitables (zéro), notre analyse a donc porté sur 57 

composés. 

Après correction de Benjamini-Hochberg, la concentration de 9 cytokines (MCP-1, IL-6, IL-8, IL-1 β, IL-5, 

chitinase 3-like 1, osteocalcine, MMP3 et FGF basis) était retrouvée comme significativement plus élevée 

dans le FF de patientes atteintes d’endométriose comparé à celles du groupe contrôle. 

Après analyse multivariée et application du modèle LASSO, seul MCP1 avait un coefficient non nul. 

En observant les valeurs de MCP1 dans notre population d’endométriose nous avons distingué 2 sous-

groupes de patientes. Le premier sous-groupe présentait une concentration équivalente (groupe MCP1-) à 

celle des patientes normales alors que le deuxième sous-groupe présentait des valeurs beaucoup plus 

élevées (groupe MCP1+). 
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Après correction de Benjamini-Hochberg, la concentration de 11 cytokines (les mêmes que celles qui 

distinguaient nos deux premiers groups, plus GCSF, sTNF_R1 et BAFF et moins l’osteocalcine) était 

retrouvé significativement plus élevée dans le FF du sous-groupe de patientes MCP1+ comparé au sous-

groupe de patientes MCP1-. 

L’analyse du profil inflammatoire de ces 2 sous-groupes, par rapport aux patientes contrôles, mettait en 

évidence une dérégulation de ce profil uniquement chez les femmes MCP1+.  

De manière intéressante l’analyse des données cliniques montraient une différence significative entre ces 2 

sous-groupes quant au nombre d’ovocytes recueillis et (6 +/- 3,6 pour MCP1+ et 11,3 +/- 8.3 pour MCP1- ; 

p = 0,01) et au taux d’estradiol basal chez la patiente (82,1 +/- 67,2 pour MCP1+ et 32,6 +/- 12,9 pour 

MCP1- ; p = 0,002). Les mêmes constatations étaient faites lorsque l’on comparait MCP1+ aux contrôles (p 

< 0,001 pour ces 2 variables) alors qu’aucune différence n’était retrouvée entre MCP1- et les contrôles. 

Enfin, le nombre d’embryons « top-quality » était plus faible dans le groupe MCP1+ (49%) que dans le 

groupe MCP1- (65%) mais la différence n’était pas significative (p=0.1). 

 

Conclusion 

Notre étude permet de constater une hétérogénéité biologique de l’endométriose, avec une forme associée 

à une altération du microenvironnement ovocytaire surexprimant MCP1. Il conviendrait de reconsidérer 

l’intérêt de MCP1 en tant que biomarqueur dans le cadre de l’endométriose et notamment de réévaluer son 

dosage sanguin pour prédire la réponse ovarienne à la stimulation afin de prendre en compte cette 

hétérogénéité inattendue. 

Ces résultats font l’objet d’un article actuellement soumis à Human Reproduction (IF = 5.5). 
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L’analyse métabolomique du fluide folliculaire (FF) et du profil cytokinique 
chez des femmes ayant une réserve ovarienne diminuée 
 

1. Recherche de biomarqueurs par analyse métabolomique ciblée du FF 
chez des femmes ayant une réserve ovarienne diminuée 

Le vieillissement ovarien résulte à la fois d’un déclin qualitatif mais aussi quantitatif de la réserve ovarienne 

(12). Cliniquement, le vieillissement ovarien est caractérisé par une réserve ovarienne diminuée (ROD) 

objectivée par des marqueurs tels que la diminution de l’AMH, l’élévation de la FSH et la diminution du CFA.  

Des études ciblées antérieures ont rapporté des variations de concentrations de certains métabolites dans 

le FF de femmes âgées de plus de 40 ans ou de patientes ayant une ROD (41-43) et la modification de 

métabolites clés impliqués dans le métabolisme énergétique de l’ovocyte (44). Des différences du profil 

protéomique (45) et de profil lipidique (46-47) ont aussi été mises en évidence.  

Dans notre étude, nous avons émis l’hypothèse d’un possible impact global du vieillissement ovarien et 

d’une ROD sur le métabolome du FF.  

 

Principaux résultats 

Nous avons analysé le FF de 28 femmes ayant une ROD caractéristique d’un vieillissement ovarien comparé 

à l’analyse du FF de 29 femmes ayant une réserve ovarienne normale (RON, population contrôle). 

L’âge moyen des patientes était significativement plus bas dans le groupe RON que dans le groupe ROD. 

Comme attendu, les valeurs moyenne d’AMH, de FSH et du CFA sont significativement différentes entre les 

2 groupes. De plus, le nombre moyen de complexes cumulo-ovocytaires (CCO) récupérés lors de la ponction 

était significativement plus faible dans le groupe ROD. Les doses totales moyennes de FSH utilisés étaient 

significativement plus élevées dans le groupe ROD. 

Cent trente-six métabolites ont été retenu pour l’analyse statistique.  

Après ACP, le diagramme de dispersion des données métabolomiques issues du FF ne montraient pas de 

regroupement en fonction du groupe RON ou du groupe ROD  
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Une signature métabolique, basée sur la méthode OPLS-DA, a permis d’obtenir un modèle discriminant les 

2 groupes. Cette signature était principalement caractérisée par une diminution significative des 

phosphatidylcholine plasmalogènes (PCP) et des acides gras polyinsaturés (PUFAae) dans le FF des 

patientes ROD comparé aux concentrations retrouvées dans le FF des patientes RON. L’autre approche 

multivariée utilisant le modèle LASSO retrouvait 3 variables significatives : la somme des acides gras 

polyinsaturés (PUFA ae), les ratios DiMéthylArginine (DMA) totale/Arginine et 

UnsaturatedFattyAcid/SaturatedFattyAcid. Un ratio DMA totale/arginine bas retrouvé dans le groupe ROD 

pourrait être la conséquence d’une activité réduite de la protéine arginine méthyltransférase (PRMT) au 

cours du vieillissement ovarien.  

Le modèle de régression logistique final contenait 3 variables indépendantes : PUFAae, DMA totale/Arginine 

et l’âge de la patiente. Ceci souligne l’importance de la signature métabolique en distinguant les patientes 

ROD de patientes RON indépendamment de l’âge de la patiente. A la fois le modèle OPLS-DA et le modèle 

LASSO-LR soulignaient le rôle joué par les PCP en distinguant les patientes ROD des RON.  

 

Conclusion 

Globalement nos résultats mettent en évidence un impact du vieillissement ovarien sur la composition du 

FF avec une chute des plasmalogènes insaturés et une augmentation de l’activité méthyl transférase chez 

les femmes avec une ROD. Ce profil pourrait être lié à une augmentation du stress oxydant dans le FF au 

cours du vieillissement. Des analyses complémentaires, utilisant notamment des techniques non ciblées 

permettront de compléter nos résultats et de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la 

physiopathologie de la diminution de la réserve ovarienne.  

Ces résultats ont été publiés dans Human Reproduction (IF = 5.5) en 2018. 
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2. Recherche d’un profil cytokinique dans le FF de femmes ayant une 
réserve ovarienne diminuée 

2.1. Introduction 

Le dialogue paracrine intra-folliculaire favorise et régule le microenvironnement du complexe cumulo-

ovocytaire en soutenant les compétences développemental et méiotique de l’ovocyte (48-50). Ce dialogue 

implique notamment des cytokines qui sont de petites protéines responsables de la signalisation cellulaire 

dans différentes voies physiologiques ou pathologiques. A l’intérieur du follicule ovarien, les cytokines 

sécrétées régulent les fonctions ovariennes à différents niveaux : la prolifération cellulaire, la 

stéroidogenèse, l’angiogenèse et le développement ovocytaire (48). 

Plusieurs cytokines et facteurs de croissance intra-folliculaires aurait un impact positif significatif sur la 

qualité ovocytaire, sur le taux de fécondation, sur le développement embryonnaire et sur les issues de FIV 

(51-53). Quelques auteurs ont rapporté des variations des concentrations de cytokines en cas de patientes 

ayant une mauvaise réponse à la stimulation en FIV et chez les femmes de plus de 40 ans (53-54). L’objectif 

de notre étude était donc de comparer les profils cytokiniques intra-folliculaires entre un groupe de femmes 

ayant une réserve ovarienne diminuée (ROD) et un autre groupe de femmes ayant une réserve ovarienne 

normale (RON).  

 

Principaux résultats 

Nous avons réalisé une analyse métabolomique ciblée sur 27 cytokines et à partir du FF de 28 femmes 

atteintes d’une ROD. Nous avons comparé ces profils cytokiniques à ceux obtenus chez 29 femmes ayant 

une RON (groupe contrôle). 

Comme attendu, étant donné qu’une ROD est corrélée à l’âgé, l’âge moyen était significativement plus bas 

dans le groupe RON comparé au groupe ROD (p < 0,001).  

Sur un total de 27 cytokines dosées dans le FF, 7 n’ont pas été détectées ni dans le groupe RON ni dans le 

groupe ROD. En utilisant une analyse univariée après transformation logarithmique, les niveaux de 4 

cytokines étaient significativement différents dans le groupe ROD comparé au groupe RON. Les 
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concentrations de PDGF-BB (p = 0,005) et de RANTES (p = 0,023) étaient significativement inférieures dans 

le groupe ROD que dans le groupe RON, alors que les concentrations de MCP-1 (p = 0,03) et de l’IL-1 

receptor antagonist (IL-1RA) (p = 0,041) étaient significativement plus élevées dans le groupe ROD que 

dans le groupe RON. 

Après correction du risque α, nous retrouvions seulement une différence concernant les concentrations 

folliculaires de PDGF-BB qui étaient significativement inférieures dans le groupe ROD (7,34 ± 16,11 pg/mL) 

comparé au groupe RON (24,39 ± 41,38 pg/mL) (p=0.004).  

Nous ne retrouvions pas de différence significative pour les autres concentrations folliculaires de cytokines. 

Afin d’évaluer l’influence de l’âge comme potentiel facteur confondant dans la variation de concentration de 

PDGF-BB entre les 2 groupes, nous avons réalisé une analyse statistique supplémentaire en utilisant le test 

de Mann-Whitney pour comparer les 15 patientes les plus jeunes du groupe ROD aux 15 patientes les plus 

âgées du groupe RON. Avec l’analyse univariée, il n’y avait pas de différence retrouvée liée à l’âge des 

concentrations de PDGF-BB entre les 2 groupes (p = 0,25) alors qu’en utilisant le test de Mann-Whitney les 

concentrations de PDF-BB était significativement plus basses chez les 15 plus jeunes ROD comparé au 15 

plus âgées RON (p = 0,008). 

Conclusion 

Notre étude montre donc l’impact du vieillissement ovarien sur le profil cytokinique du FF avec une 

diminution significative des concentrations de PDGF-BB comparé à un groupe contrôle. Par conséquent, 

une infertilité liée à une ROD semble être associée à l’altération de voies cytokiniques impliquant le PDGF-

BB pouvant potentiellement être à l’origine de perturbations de la folliculogenèse ou des défenses 

antioxydantes. 

Ces résultats ont été présentés sous la forme d’un article accepté avec révisions mineures à Journal of 

Obstetrics and Gynecology and Human Reproduction (IF = 1). 
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The cytokine profile of follicular fluid changes during ovarian ageing 

Pierre-Emmanuel Bouet, Thomas Boueilh, Juan Manuel Chao de la Barca, Lisa Boucret, Simon Blanchard, Véronique 

Ferré-L’Hotellier, Pascale Jeannin, Philippe Descamps, Vincent Procaccio, Pascal Reynier, Pascale May-Panloup 

 

ABSTRACT  
Objective: Ovarian ageing is one of the commonest causes of infertility in patients consulting for assisted reproductive 

technology. The composition of the follicular fluid (FF), which reflects the exchanges between the oocyte and its 

microenvironment, has been extensively investigated to determine the metabolic pathways involved in various ovarian 

disorders. Considering the importance of cytokines in folliculogenesis, we focused on the cytokine profile of the FF 

during ovarian ageing. 

Material and methods: Our cross-sectional study assesses the levels of 27 cytokines and growth factors in the FF of 

two groups of women undergoing in vitro fertilization. One group included 28 patients with ovarian ageing clinically 

characterized by a diminished ovarian reserve (DOR), and the other group included 29 patients with a normal ovarian 

reserve (NOR), serving as controls. 

Results: With univariate analysis, the cytokine profile was found to differ significantly between the two groups. After 

adjustment of the p-values, platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB) was the only cytokine with a significantly 

lower concentration in the DOR group (7.34±16.11 pg/mL) than in the NOR group (24.39±41.38 pg/mL) (p=0.005), 

independently of chronological age. 

Conclusion: Thus, PDGF-BB would seem to be implicated in the physiopathology of DOR, potentially in relation to 

its role in folliculogenesis or in the protection against oxidative stress. 

Key words: Follicular fluid, ovarian ageing, diminished ovarian reserve, cytokine profile, platelet-derived growth factor 

BB. 
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Abbreviations 

AFC  Antral Follicle Count 
AMH  Antimullerian Hormone 
ART  Assisted Reproductive Technologies 
CCL11  Eotaxin 
DOR  Diminushed Ovarian Reserve 
FF  Follicular Fluid 
FGF  Fibroblast Growth Factor 
FSH  Follicle Stimulating Hormone 
GC   Granulosa Cells 
G-CSF  Granulocyte-Colony Stimulating Factor 
GM-CSF Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor 
ICSI  IntraCytoplasmic Sperm Injection 
IFN  Interferon 
IL  Interleukin 
IVF  In Vitro Fertilization  
LH  Luteinizing Hormone 
MIP  Macrophage Inflammatory Protein 
NOR  Normal Ovarian Reserve 
OCC  Oocyte-Cumulus Complex 
PDGF-BB Platelet-Derived Growth Factor BB 
TNF-α  Tumor Necrosis Factor- α 
VEGF  Vascular Endothelial Growth Factor  



Bouet Pierre-Emmanuel | Recherche de biomarqueurs par approche métabolomique  
en assistance médicale à la procréation   73 

Introduction  

Ovarian ageing is characterized by the gradual qualitative and quantitative deterioration of the ovarian oocyte reserve, 

resulting in impaired oocyte competence associated with decreased natural fertility, poor response to ovarian 

stimulation, and reduced in vitro fertilization (IVF) pregnancy rates [1-5].   

A diminished ovarian reserve (DOR), the clinical consequence of ovarian ageing, is found in 10% of women enjoying 

natural maternity compared to 25% of women having recourse to assisted reproductive technology (ART) and being 

subject to poor fertility outcomes. The assessment and management of women affected by DOR-related infertility is of 

increasing importance today and a better understanding of the pathophysiological mechanisms of DOR would 

contribute to improving the implementation of ART [2-4,6]. 

In the ovarian follicle, the communication between the oocyte and the somatic cells, i.e. the granulosa and cumulus 

cells, governs the evolution of the follicle from the preantral to the final stage of ovulation. This intrafollicular paracrine 

dialogue promotes and regulates the specialized microenvironment required to fully support the meiotic and 

developmental competence of the oocyte, thus ensuring the viability of the embryo [7-11]. This dialogue notably 

involves cytokines, the small proteins responsible for cell signaling under various physiological or pathological 

conditions. Cytokines, locally secreted within the ovarian follicle, regulate the ovarian functions, i.e. cell proliferation, 

steroidogenesis, angiogenesis, and oocyte development [7,12].  

The structure of the ovarian follicle evolves during folliculogenesis. From the tertiary stage, the follicle comprises an 

antrum filled with follicular fluid (FF) surrounding the oocyte-cumulus complex (OCC) [13]. The FF is produced by 

the transfer of blood plasma components across the blood-follicle barrier, and by the secretions of the oocyte and the 

ovarian somatic cells, i.e. the theca cells and the granulosa cells (GC). The biochemical and immunological composition 

of the FF reflect the exchanges contributing to the acquisition of oocyte competence [10,12,14-17]. In the context of 

IVF, the FF has been explored in the search of biomarkers of oocyte and embryo quality. Various studies have shown 

some cytokines and growth factors of the FF to be positively correlated with oocyte quality, fertilization rate, embryo 

development and IVF outcomes, i.e. implantation potential and pregnancy rates [12,18-20]. Studies of the FF should 

also allow identification of specific markers or pathways underlying certain pathologies. Ageing and DOR are 

correlated with alterations of GCs and the microenvironment. Some authors have reported variations in the cytokine 
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concentrations of the FF in poor ovarian responders and in older patients [20-21]. However, to our knowledge, only a 

few cytokines have been evaluated so far in the context of ovarian ageing. To explore the possible impact of DOR on 

the cytokine profile of the FF, we performed a targeted quantitative analysis of 27 cytokines in the FF from 28 women 

with ovarian ageing characterized by DOR, and 29 women with a normal ovarian reserve (NOR) serving as controls. 

 

 

Material and methods 
Characteristics of the patients 

Fifty-seven women (aged 23-42 years) undergoing in vitro fertilization, with or without intracytoplasmic sperm 

injection (ICSI), were included in this descriptive, cross-sectional, monocentric study, carried out at the Angers 

University Hospital between November 2015 and March 2016. Patients were enrolled at our ART center, on the 

morning of oocyte retrieval, and divided into two groups according to the results of tests on their ovarian reserve. 

Patients were included in the DOR group (28 patients) if they had AMH levels below 2 ng/ml, or an AFC below 5 per 

ovary. Patients were included in the NOR group (29 patients) with the following criteria: anti-Müllerian hormone 

(AMH) levels above 2 ng/mL, follicle stimulating hormone (FSH) levels below 8 IU/L, estradiol levels below 60 pg/mL 

and an antral follicle count (AFC) above 4 per ovary. Except for the AMH assays, all the other dosages and 

ultrasonography examinations were performed on day-3 of a spontaneous ovarian cycle. 

Patients who had only one ovary or a medical history that might have contributed to a DOR, as well as patients with 

the polycystic ovary syndrome, or endometriosis, were excluded. 

The characteristics of the patients and procedures used for the suppression of pituitary gonadotrophin release [using 

Cetrorelix (Cetrotide®; Merck-Serono, Geneva, Switzerland); Ganirelix (Orgalutran®; Organon, Oss, Netherlands); 

Triptorelin (Decapeptyl®; Ipsen Pharma, Paris, France)], and follicular growth stimulation [using uFSH + uLH 

(Luteinizing Hormone): Menotropine (Menopur®; Ferring Pharmaceuticals, Copenhagen, Denmark); rFSH and rLH: 

Follitropine alpha + Lutropine alpha (Pergoveris®; Merck-Serono, Geneva, Switzerland); rFSH: Follitropine alpha 

(Gonal-f®; Merck-Serono, Geneva, Switzerland) or Follitropine beta (Puregon®; Organon, Oss, Netherlands)] are 

summarized in Table I. In each case, ovulation was induced with Ovitrelle® (Choriogonadotropine alfa, Merck-Serono, 

Geneva, Switzerland). 
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Collection of follicular fluid  

Follicular fluid (FF) was aspirated during vaginal oocyte retrieval under ultrasound guidance 36h after administration 

of human chorionic gonadotropin. All patients were in the fasting state. Immediately following the ovarian puncture, 

FF aliquots were examined to detect and remove OCCs, and oocytes were isolated for evaluation and culture. The 

remaining FF samples, collected from the same patient, were pooled and immediately centrifuged at 800g for 10min to 

remove residual cells. FF supernatants were collected and stored at -80°C until analysis. 

Quantification of cytokine 

The concentrations of 27 cytokines, involved in different cell signaling pathways, i.e. the basic fibroblast growth factor 

(FGF), eotaxin (CCL11), granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF), granulocyte-macrophage colony-stimulating 

factor (GM-CSF), interferon (IFN) γ, the interleukins IL-1β, IL-1RA, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8 (CXCL8), IL-

9, IL-10, IL12 (p70), IL-13, IL-15, IL-17A, IP-10 (CXCL10), MCP-1 (CCL2), macrophage inflammatory protein 

(MIP) 1α (CCL3), MIP-1β (CCL4), platelet-derived growth factor BB (PDGF-BB), RANTES (CCL5), tumor necrosis 

factor- α (TNF-α), and the vascular endothelial growth factor (VEGF) A, were determined in the FF by multiplex 

fluorescent-bead-based technology (Luminex 200™, Austin, TX) using a commercial Luminex screening assay kit 

(Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 27-plex Assay; Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). Briefly, the FF samples were 

diluted two-fold before incubation with specific antibody-coated fluorescent beads according to the manufacturer’s 

recommendations. After washing, 50 beads were analyzed with the Luminex 200™ and the cytokine concentrations of 

the samples were estimated through a serial dilution of cytokine standards. 

Statistical analysis 

Univariate statistical analysis of the data of the patients was done using the non-parametric Mann-Whitney test for 

quantitative variables, and the chi-squared test (χ2) for qualitative variables. All the calculations were performed with 

Systat software, version 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Differences were considered significant at p<0.05. 

The statistical analysis of cytokine concentrations was done after log transformation to normalize data. Critical p-values 

were calculated using an approach based on the Benjamini-Hochberg procedure [22] to correct the multiple-comparison 

false-discovery rate. 

Ethical approval 
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All patients gave their written informed consent, and the collection of samples was approved by the Ethical Committee 

of the University Hospital of Angers, France (Number CB2015-06). 

 

 

Results 
Characteristics of the NOR and DOR patients 

The characteristics of the patients are summarized in Table I. As expected, since DOR is correlated with ageing, the 

mean age was significantly lower in the NOR group compared with the DOR group (p<0.001). No statistical difference 

was found in terms of the body mass index (BMI) or addiction to tobacco smoking.  

There is no consensus concerning the definition of DOR. The diagnosis is suspected on the basis of a set of arguments 

(parameters such as AMH, AFC, FSH) varying from team to team and requiring the use of site-specific values (Practice 

Committee of ASRM, 2015). Our patients were initially classified according to their plasma AMH and FSH levels and 

to their AFC, thus, the AMH levels (p<0.001) and the AFC (p<0.001) were significantly lower in the DOR group, 

whereas the FSH levels were significantly higher than in the NOR group (p=0.01). However, plasma E2 and LH 

baseline levels were not significantly different between the two groups. Moreover, this diagnosis is confirmed by a 

poor response to stimulation [23]. Thus in our cohort, the ovarian response to the stimulation, in terms of the total 

amount of gonadotrophin used and according to the number of oocytes retrieved, was lower in the DOR group than in 

the NOR group. The total dose of FSH used was significantly higher (p<0.001) whereas that of the number of oocytes 

retrieved was significantly lower (p<0.001) in the DOR group than in the NOR group. The quantities of the drugs used 

for the suppression of LH and ovarian stimulation were not significantly different between the two groups (Table I). 

Quantification of cytokines in the FF in the NOR and DOR patients 

Of the total number of 27 cytokines studied in the FF, 7 were not detected in the DOR and the NOR groups. Using 

univariate analysis after log transformation, the levels of 4 cytokines were significantly different in the DOR group 

compared to the NOR group. The concentrations of PDGF-BB (p=0.005) and RANTES (p=0.023) were significantly 

lower in the DOR group than in the NOR group, whereas the concentrations of MCP-1 (p=0.030) and the IL-1 receptor 

antagonist (IL-1RA) (p=0.041) were significantly higher in the DOR group than in the NOR group of patients. 
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After correction of the false discovery rate, only the FF level of PDGF-BB was significantly lower in the DOR group 

(7.34±16.11 pg/mL) than in the NOR group (24.39±41.38 pg/mL) (p=0.005) (Figure1). 

No statistical differences were found in the FF concentrations of the other cytokines detected (Table II). 

Impact of the chronological age of the NOR and DOR patients 

To examine the possibility of the patient’s age being a confounding factor in the variation of the PDGF-BB level 

between the DOR and the NOR groups of patients, we carried out a supplementary statistical analysis using a Mann-

Whitney test to compare the 15 younger DOR patients and the 15 older NOR patients. With univariate analysis, there 

was no significant age-related difference in the PDGF-BB concentration between the two groups (p=0.25), whereas 

with the Mann-Whitney test, the PDGF-BB level was significantly lower in the 15 younger DOR patients compared to 

the 15 older NOR patients (p=0.0079). 

 

 

Discussion 
Various cytokines play an essential role during folliculogenesis, i.e. in follicular growth and maturation as well as in 

the ovulation process [7,12,20,24-26]. Since the chemical composition of the FF reflects follicular metabolism during 

folliculogenesis, the study of cytokine profiles in the FF should help understand the processes underlying follicular 

physiology and pathology.  

Some authors have reported variations in the levels of certain cytokines in the FF in the context of ageing in older 

women and in poor ovarian responders (POR). In these studies, IL-2, IL-6 and IL-8 levels were found significantly 

higher whereas the IL-10 level was significantly lower in older women than in younger women and good responders 

[20,27]. In our study, we assessed the concentrations of a large panel of cytokines (n= 27) in the FF of NOR and DOR 

patients. PDGF-BB was the only cytokine with a significantly different concentration in the two groups of patients. 

Although DOR and POR are two associated conditions, both leading to reduced ovarian responses to stimulation and 

poor fertility outcomes, no significant differences were found in the IL levels of the FF in the two groups of patients. 

This result, which is contrary to reports in the literature indicating that IL concentrations are related to ageing, may be 

due to the relatively small number of patients included in our study. 
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In addition, in order to control the possible impact of the patient’s age as a confounding factor in the difference in the 

concentration PDGF-BB observed in the two groups of patients, we compared two sub-groups, comprising 15 younger 

DOR patients and 15 older NOR patients. There was no difference in the mean age of these two groups, whereas the 

concentration of PDGF-BB was significantly lower in the 15 younger DOR patients compared to the 15 older NOR 

patients (p=0.0079). This result highlights the importance of the ovarian reserve in the decrease of the concentration of 

PDGF-BB in the FF, regardless of chronological age.  

Several authors have discussed the function of PDGF in the FF. Interestingly, this cytokine seems to play a key role 

during folliculogenesis [28-30]. PDGF, a dimer of disulfide-linked polypeptide chains (PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C 

and PDGF-D), mediates multiple cellular processes such as cell migration and survival, organogenesis and 

embryogenesis. PDGF paracrine signaling, based on the interaction with two receptor tyrosine kinases, PDGFR-α and 

PDGFR-β, promotes their dimerization [31-32]. 

In the ovary, PDGF-A chains have been reported in the GCs of secondary follicles whereas PDGF-B chains have been 

reported in the GCs and theca cells of primary and secondary follicles as well as in oocytes [30,33]. Within the follicle, 

PDGFs mediate the activation of the primordial follicle and the growth of primary and secondary follicles via different 

pathways. PDGFs promote kit-ligand (KL) secretion by the GCs, leading to the intra-oocyte signalization PI3K (3-

phosphoinositide-dependent protein kinase) pathway. Furthermore, PDGFs may directly promote the proliferation of 

theca cells by their fixation on theca PDGFRs or indirectly via the KL fixation [29,30,34,35]. The role of each PDGF 

isoform during folliculogenesis has not yet been identified. So far, only PDGFR-β has been detected in primordial 

follicles, suggesting the key role of this receptor. In our study, PDGF-BB was the only isoform assessed. Interestingly, 

in vivo, only the PDGF-BB/PDGFR-β interaction has been reported. Thus, the decreased concentration of PDGF-BB 

during ovarian ageing in the DOR patients may be linked to an alteration of the mechanisms involved in follicular 

activation [31,33]. Moreover, PDGFs promote secondary follicular growth as well, and the decreased concentration of 

PDGF-BB may have a global impact on folliculogenesis. 

PDGF-BB may also act as an important antioxidative signaling factor as reported in neural tissues. The protective role 

of PDGF-BB has been evidenced in astrocytes in which oxidative damage is attenuated by the decreased formation of 

reactive oxygen species [36]. Ovarian ageing and DOR are associated with increased oxidative stress in the follicular 
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environment. Indeed, several authors have reported variations of oxidative markers in the FF of older women and poor 

ovarian responders [27,37,38]. Thus, we may hypothesize that the decreased concentration of PDGF-BB in patients 

with DOR may be linked to increased oxidative stress.  

In conclusion, our study shows the impact of ovarian ageing on the cytokine profile of the FF with a decreased level of 

PDGF-BB compared to control patients. Thus, DOR-related infertility may be linked to the alteration of metabolic 

pathways involving PDGF-BB, leading to the perturbation of folliculogenesis or antioxidative defenses.  

 

 

Key message 

PDGF-BB would seem to be implicated in the physiopathology of diminished ovarian reserve. 
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Table I Characteristics of the patients 

Covariates 

 

Overall 

(n=57) 

NOR  

(n=29) 

DOR  

(n=28) 

P-value 

 

Age of patients (years) 

Mean (SD) 

33.16 (5.19) 

 

29.76 (4.16) 

 

36.68 (3.58) 

 

< 0.001* 

Mann-Whitney 

Body mass index 

Mean (SD) 

23.56 (5.15) 

 

23.17 (5.48) 

 

23.97 (4.84) 

 

0.40 

Mann-Whitney 

Addiction to smoking 

Non-smoker (n) 

Smoker (n) 

Former smoker (n) 

Information missing (n) 

 

36 

18 

2 

1 

 

17 

10 

2 

0 

 

19 

8 

0 

1 

 

0.342 

Khi-deux 

 

 

E2 baseline (pg/mL) 

Mean (SD) 

40.51 (20.35) 

 

41.54 (16.62) 

 

39.44 (23.88) 

 

0.380 

Mann-Whitney 

FSH baseline (UI/L) 

Mean (SD) 

8.07 (2.97) 

 

7.07 (1.99) 

 

9.11 (3.47) 

 

0.01* 

Mann-Whitney 

LH baseline (UI/L) 

Mean (SD) 

5.05 (2.26) 

 

4.62 (1.96) 

 

5.53 (2.49) 

 

0.186 

Mann-Whitney 

AMH baseline (ng/mL) 

Mean (SD) 

2.38 (1.70) 

 

3.73 (1.23) 

 

0.94 (0.56) 

 

< 0.001* 

Mann-Whitney 

Antral follicle count 

Mean (SD) 

14.26 (7.56) 

 

19.74 (6.57) 

 

8.58 (2.82) 

 

< 0.001* 

Mann-Whitney 

Total dose of FSH (UI) 

Mean (SD) 

2605 (1165) 

 

1746 (548) 

 

3496 (942) 

 

< 0.001* 

Mann-Whitney 

LH suppression 

Agonist 

Antagonist 

 

3 

54 

 

2 

27 

 

1 

27 

 

0.57 

Khi-deux 

Stimulation 

FSH 

FSH+LH 

 

46 

11 

 

25 

4 

 

21 

7 

 

0.28 

Khi-deux 

Number of retrieved OCCs 

Mean (SD) 

8.67 (6.22) 

 

11.72 (6.80) 

 

5.30 (3.46) 

 

< 0.001* 

Mann-Whitney 

 

 

Table II Concentrations of 23 cytokines showing no significant difference between patients with a normal ovarian reserve and patients with a 

diminished ovarian reserve.  

Cytokines NOR (n=29) Valeur-Pa DOR (n=28) 

FGF 

Eotaxine 

G-CSF 

60.92 (0-151.84) 

10.86 (0-50.75) 

0 (0)b 

0.23 (NS) 

0.21 (NS) 

1 (NS) 

 

66.11 (25.07-130.09)  

16,65 (0-116.91) 
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GM-CSF 

IFN-γ 

IL-1β 

IL-2 

IL-4 

IL-5 

IL-6 

IL-7 

IL-8 

IL-9 

IL-10 

IL-12 (p70) 

IL-13 

IL-15 

IL-17A 

IP-10 

MIP-1α 

MIP-1β 

TNFα 

VEGF-A 

218.23 (0-347.93) 

41.98 (0-354.97) 

0 (0)b 

0 (0)b 

1.88 (0-6.58) 

0 (0)b 

3.16 (0-81.61) 

5.95 (0-36.19) 

184.55 (50.96-384.37) 

9.80 (0-48.37) 

1.72 (0-26.91) 

105.13 (0-244.41) 

3.45 (0-14.92) 

0 (0)b 

0 (0)b 

222.13 (87.25-712.26) 

0.95 (5.83) 

46.57 (17.1-88.34) 

0 (0)b 

1181.24 (456.53-2594.75) 

0.95 (NS) 

0.65 (NS) 

1 (NS) 

1 (NS) 

0.08 (NS) 

1 (NS) 

0.85 (NS) 

0.25 (NS) 

0.16 (NS) 

0.91 (NS) 

0.94 (NS) 

0.26 (NS) 

0.83 (NS) 

1 (NS) 

1 (NS) 

0.21 (NS) 

0.43 (NS) 

0.57 (NS) 

1 (NS) 

0.16 (NS) 

0 (0)b 

202.39 (30.48-345.97) 

30.17 (0-162.23) 

0 (0)b 

0 (0)b 

0.97 (0-4.91) 

0 (0)b 

4.25 (0-86.98) 

7.90 (0-21.3) 

267.30 (55-49-1885.99) 

10.09 (0-39.8) 

1.23 (0-17.44) 

135,06 (0-248.67) 

3.08 (0-11.23) 

0 (0)b 

0 (0)b 

291.56 (78.51-988.7) 

1.13 (0-2.76) 

47.44 (3.79-105.73) 

0 (0)b 

1434,00 (174.39-2779.82) 

NOR: normal ovarian reserve; DOR: diminished ovarian reserve; FGF: fibroblast growing factor; G-CSG: granulocyte colony stimulating factor; GM-CSF: 

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; IFN: interferon; IL: interleukin; MIP: macrophage inflammatory protein; TNF: tumor necrosis factor; 

VEGF: vascular endothelial growth factor; NS: not significant. aLevel of significance is defined as P < 0.05. bUndetectable value. Data are median (pg/mL). 
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Figure 1 Cytokines concentrations of platelet-derived growth factor (PDGF)-BB (pg/mL) in follicular fluid from diminished ovarian reserve 

(DOR) and normal ovarian reserve (NOR) patients. Data represent mean ± SEM. PDGF-BB:** P=0.004 lower level in DOR patients compared 

with control. 
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Perspectives : recherche par métabolomique de biomarqueurs 
endométriaux dans les fausses-couches spontanées à répétition et les 
échecs d’implantation répétés après FIV, projet ENDOMETAB  
 

1. Contexte et justification de la recherche 

1.1. Etat actuel des connaissances 

L’implantation embryonnaire est un processus complexe au cours duquel l’embryon humain s’appose 

d’abord à l’endomètre maternel, y adhère puis finalement y pénètre et l’envahit. Alors que l’implantation peut 

se produire dans n’importe quel tissu du corps humain, l’endomètre est pratiquement le seul tissu dans 

lequel l’embryon ne peut pas s’implanter excepté pendant une période très limitée appelée fenêtre 

implantatoire. 

Au cours de cette période, il offre une réceptivité maximale à l’embryon. L’existence d’une fenêtre 

d’implantation est requise pour l’établissement d’un dialogue paracrine complexe entre la mère et l’embryon. 

Chez la femme, on pense que cette période dure à peu près 4 jours et survient 5 à 9 jours après l’ovulation. 

Récemment, plusieurs études réalisées sur fluide utérin chez l’animal, ont permis de démontrer le rôle des 

lipides dans la réceptivité endométriale et l’implantation embryonnaire (55). En effet, plusieurs médiateurs 

de l’implantation ont été retrouvés comme les endocannabinoïdes, l’acide lysophosphatidique et les 

prostaglandines (PGs). Différentes études ont été faites pour évaluer l’impact des PGs (métabolites de 

l’acide arachidonique) sur l’implantation et notamment pour déterminer des variations de concentration de 

ces molécules au cours du cycle menstruel. Plusieurs modèles animaux et types de PGs (PGE2, PGF2⍺ et 

PGI2) ont été étudiés (souris, rat, hamster, lapin, porc) et ont permis de constater des variations de 

concentrations des différentes PGs dans le fluide utérin au cours du cycle menstruel (55). Par exemple, il 

était retrouvé chez la souris et le rat une augmentation de la PGE2 et de la PGI2 durant la fenêtre 

d’implantation. Chez le lapin, il était plutôt constaté une augmentation de la PGE2 et de la PGF2⍺ durant 

cette même période du cycle. 
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Malgré ces constations mettant en avant le rôle des métabolites tels que les PGs sur l’implantation, très peu 

d’études ont été réalisées chez l’humain afin de confirmer ou d’infirmer ces données.  

En mai 2017, une Cochrane a été publiée concernant l’utilisation de l’approche métabolomique en AMP 

(56). Quatre études ont été incluses et concernaient toutes l’évaluation métabolomique des embryons. Les 

auteurs de la Cochrane signalaient qu’ils n’avaient retrouvé aucune étude s’étant intéressé au profil 

métabolique de l’endomètre. Ils concluaient qu’il serait nécessaire de mettre en place des études évaluant 

le profil métabolique de l’endomètre en AMP et notamment chez des femmes aux antécédents d’échecs 

d’implantation répétés. Ces études permettraient de savoir s’il existe des biomarqueurs endométriaux dans 

ce type de pathologies et, si c’est le cas, cela ouvriraient potentiellement le champ à de nouvelles voies 

thérapeutiques. 

En pratique, des anomalies d’implantation embryonnaire sont constatées dans 2 types de situation : les 

échecs d’implantation répétés (EIR) après fécondation in vitro (FIV) et les fausses couches spontanées à 

répétition dites « idiopathiques » (FCSR-I). 

Il n’existe aucun consensus international pour définir les EIR post-FIV. L’une des définitions la plus 

couramment utilisée est celle issue de la revue de la littérature récente réalisée par Coughlan et al (14). Les 

auteurs définissaient les EIR comme l’échec de l’obtention d’une grossesse clinique (activité cardiaque 

constatée à l’échographie de datation vers 6-7 semaines d’aménorrhée) après au moins 3 transferts 

différents comportant au total au moins 4 embryons de bonne qualité (frais ou congelés) chez des femmes 

de moins de 40 ans. 

Les fausses-couches spontanées à répétition (FCSR) sont définies par les sociétés savantes européenne, 

britannique et française (16-18) comme un antécédent de 3 FCS consécutives étant survenues avant 14 

semaines d’aménorrhée et pouvant inclure des fausses-couches non visualisées à l’échographie. Les FCSR 

touchent environ 2 à 5% des couples ayant un désir de grossesse (18,19). 

En 2010, une équipe israélienne a publié une étude cas-contrôle comparant 19 femmes aux antécédents 

d’échecs d’implantation répétés (EIR) après fécondation in vitro (FIV) (groupe « cas ») à 15 femmes ayant 
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une fertilité prouvée (antécédent d’au moins un accouchement) (groupe « contrôle »). Un prélèvement 

d’endomètre était fait vers le jour 21-24 du cycle pour le groupe « cas » et vers le jour 10 du cycle pour le 

groupe « contrôle ». Il était alors constaté entre les deux groupes une différence significative des 

concentrations endométriales des enzymes intervenant dans la synthèse des PG (CPLA2⍺, COX2, SPLA2-

IIA, LPA3). Il existerait donc une anomalie de synthèse des PG chez l’humain au moment de l’implantation 

chez les patientes atteintes d’EIR entrainant alors une diminution de la réceptivité endométriale (57). 

Une étude espagnole s’est aussi intéressé à l’influence des lipides (et notamment des PG) sur l’implantation 

embryonnaire (55). Les auteurs ont analysé le fluide endométrial de 51 patientes âgées de 18 à 35 ans et 

ayant des cycles menstruels réguliers. Les autres critères d’inclusion étaient : caryotype normal, indice de 

masse corporelle entre 19 et 29 kg/m2, bon état de santé général. Ces 51 échantillons ont été divisés en 5 

groupes en fonction du moment du cycle durant lequel ils ont été réalisés (J1 correspondant au 1er jour des 

règles) : groupe 1 (J1-J8 du cycle, n = 10), groupe 2 (J9-J14 du cycle, n = 15), groupe 3 (J15-J18 du cycle, 

n = 9), groupe 4 (J19-J23 du cycle, n = 9) et groupe 5 (J24-J30, n = 8). Neuf lipides étaient analysés dans 

le fluide utérin : N-arachidonoyl éthanolamine, N-palmitoyl éthanolamine, N-oléoyl éthanolamine, 2-

arachidonoyl glycérol, N-stéaroyl éthanolamine, N-linoléoyl-éthanolamine, PGF1⍺, PGE 2 et PGF2⍺.  

Les auteurs constataient une augmentation significative des concentrations de PGE2 et de PGF2⍺ durant 

la fenêtre d’implantation (groupe 4) par rapport aux autres périodes du cycle et plus particulièrement vers le 

J19-J21 du cycle. 

Par ailleurs, iI a aussi été démontré, qu’après l’ovulation, l’utérus se relaxe progressivement jusqu’au milieu 

de la phase lutéale, phénomène vraisemblablement destiné à assister le positionnement adéquat de 

l’embryon dans la cavité utérine et à faciliter l’implantation embryonnaire (58). En effet, Fanchin et al ont 

étudié la contractilité utérine par échographie 3-dimension (3D) et en time-mode (TM) chez 43 femmes 

stimulées en FIV (59). Toutes les femmes avaient été stimulées par un protocole long. La fréquence des 

contractions utérines a été calculée le jour du déclenchement de l’ovulation puis 4 jours après (jour du 

transfert d’embryon) puis 7 jours après (jour correspondant à la fenêtre d’implantation). Il était alors constaté 



Bouet Pierre-Emmanuel | Recherche de biomarqueurs par approche métabolomique  
en assistance médicale à la procréation   89 

une diminution significative de la fréquence des contractions utérines qui passait de 4.4 par minute au 

moment du déclenchement à 1.5 lors de l’implantation (p < 0.05) (59). 

Différents facteurs peuvent agir sur la contractilité utérine à cette période du cycle : 

• La progestérone a un effet myorelaxant et est d’ailleurs couramment utilisé afin d’obtenir un bon 

relâchement utérin avant un transfert embryonnaire (59). 

• Les PG sont connues pour avoir une activité utérotonique en entrainant une augmentation de la 

fréquence et de l’amplitude des contractions utérine (60). Une PG (misoprostol) est d’ailleurs utilisée en 

pratique clinique afin de provoquer l’expulsion d’un sac gestationnel en cas de fausse couche prématuré 

(œuf clair, grossesse arrêtée). Une autre PG (sulprostone) joue un rôle important dans le traitement des 

atonies utérines à l’origine d’hémorragie du post-partum.  

D’après les études d’Achache (57)  et de Villela (55) précédemment décrites, il existerait une perturbation 

de la synthèse des PG au moment de la fenêtre d’implantation chez des femmes aux antécédents d’EIR. 

Cette anomalie de synthèse des PG pourrait alors influencer la contractilité utérine et les chances 

d’implantation d’un embryon. 

Une équipe indienne s’est aussi récemment intéressée au profil métabolique de patientes ayant un 

antécédent de FCSR-I ou d’EIR après FIV (61,62). 

Leur 1ère étude publiée en 2014 incluait 31 femmes de moins de 35 ans ayant un antécédent d’au moins 3 

FCSR-I consécutives (61). Le groupe contrôle comprenait 28 femmes ayant déjà eu plusieurs enfants et 

sans antécédents de FCSR. Un prélèvement sanguin veineux était réalisé chez toutes ces femmes entre le 

18ème et le 22ème jour de leur cycle au moment supposé de la fenêtre d’implantation et après avoir confirmé 

l’ovulation quelques jours plus tôt. Grâce à une spectroscopie par résonance magnétique nucléaire à haute 

résolution, un profil métabolique sérique a pu être obtenu pour chaque patiente. Après analyse statistique 

multivariée, les auteurs retrouvaient une différence marquée significative entre le groupe FCSR-I et le 

groupe contrôle. Ils constataient l’augmentation significative des concentrations de sept acides aminés dans 
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le groupe FCSR-I (L-lysine, L-arginine, L-glutamine, L-histidine, L-thréonine, L-phénylalanine et L-tyrosine) 

(61). 

Leur 2ème étude publiée en 2016 incluait 28 femmes de moins de 41 ans aux antécédents d’EIR (au moins 

3 échecs consécutifs de FIV au cours desquelles 2 à 3 embryons de bonne qualité étaient transférés à 

chaque tentative) (62). Le groupe contrôle était constitué de femmes ayant eu une implantation 

embryonnaire à chaque tentative de FIV. Les auteurs inventent alors le terme de « succès d’implantation 

répétés » pour ces patientes à haut potentiel de réceptivité.  

Les stimulations ovariennes en vue d’une FIV étaient réalisées à l’aide de protocole long à des doses de 

gonadotrophines variant entre 150 et 300 UI. Une échographie était faite par voie transvaginale au jour 10 

de la stimulation. Un déclenchement de l’ovulation par HCG 10000 UI avait lieu en intramusculaire lorsqu’au 

moins 2 follicules avaient un diamètre ≥ à 18 mm. Une ponction ovocytaire était alors programmée 34 h 

après le déclenchement. En moyenne, 3 embryons étaient transférés 3 à 5 jours après la ponction. Un 

support de la phase lutéale était systématiquement réalisé par progestérone micronisée jusqu’au test de 

grossesse puis prolongé en cas de test positif jusqu’à 12 semaines d’aménorrhée (SA). 

Dans les 2 groupes, un prélèvement sanguin était fait par voie veineuse au moment de la fenêtre 

d’implantation, c’est-à-dire 7 à 10 jours après le pic ovulatoire. 

Après spectroscopie par RMN et analyse statistique multivariée, les auteurs constataient qu’il existait des 

concentrations significativement plus élevées de 8 métabolites dans le groupe EIR : valine, acide adipique, 

L-lysine, créatine, ornithine, glycérol et D-glucose. Ils notaient, par ailleurs, des taux sériques de la NO 

synthase endothéliale (eNOS) significativement plus bas dans le groupe EIR (62). 

L’approche métabolomique permettrait donc d’identifier des biomarqueurs pertinents et fiables de 

l’implantation embryonnaire issus de moyens d’investigation non invasifs et applicables en pratique 

quotidienne. 

Cependant aucune étude ne s’est intéressée à un profil métabolique sur prélèvement de cellules 

endométriales afin d’identifier des biomarqueurs d’EIR ou de FCSR-I. En effet, RoyChoudhury et al (62) 
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précisaient d’ailleurs que la principale limite de leur étude reposait dans le fait qu’ils n’avaient pas fait 

d’évaluation métabolomique sur cellules endométriales. Ils extrapolaient sur le fait que les différents profils 

de métabolites qu’ils constataient sur prélèvement sanguin pourraient être retrouvés dans le tissu 

endométrial et alors expliquer les EIR. Vilella et al (55) ne s’intéressaient, quant à eux, qu’au fluide 

endométrial et non à l’endomètre lui-même. La seule équipe à avoir analysé des tissus endométriaux était 

l’équipe d’Achache et al (57) mais ils ne se sont intéressés qu’aux enzymes responsables de la synthèse 

des PG. 

Il nous a donc semblé intéressant de déterminer les profils métaboliques endométriaux de patientes ayant 

des antécédents de FCSR-I ou d’EIR et de les comparer à une population contrôle de patientes « fertiles » 

afin de savoir s’il existe des empreintes métaboliques différentes en cas de FCSR-I ou d’EIR au sein même 

de l’endomètre au moment de la fenêtre d’implantation.  

 

1.2. Hypothèses de la recherche 

Les hypothèses de la recherche sont : 

• Profil métabolique endométrial différent en cas d’EIR par rapport à une population contrôle sans 

antécédent d’EIR. 

• Profil métabolique endométrial différent en cas de FCSR-I par rapport à une population contrôle 

sans antécédent de FCSR-I. 

• Profils métaboliques différents entre les 2 types de prélèvement (sériques, et endométriaux) pour 

chaque groupe et entre les 2 groupes (FCSR-I et EIR).  

• Profils métaboliques différents en fonction des étiologies d’infertilité parmi les patientes du groupe 

étude. 
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2. Objectifs de la recherche et critères d’évaluation 

2.1. Objectif et critère d’évaluation principal 

Comparer le profil métabolique endométrial chez des patientes aux antécédents d’EIR après FIV par rapport 

à des patientes prises en charge en AMP et dont l’infertilité est liée à une origine masculine. 

Comparer le profil métabolique endométrial chez des patientes aux antécédents de FCSR-I par rapport à 

des patientes prises en charge en AMP et dont l’infertilité est liée à une origine masculine. 

Les critères d’évaluation principaux reposeront sur l’identification des métabolites endométriaux après 

analyse par spectrométrie de masse et modélisation statistique. 

2.2. Objectifs et critères d’évaluation secondaires 

Comparer les profils métaboliques entre les 2 types de prélèvement (sériques et endométriaux) pour chaque 

groupe et entre les 2 groupes (FCSR-I et EIR).  

En cas de signatures métaboliques identifiées, étudier la nature de ces signatures et identifier les 

mécanismes pouvant en être responsables. 

Evaluer le profil métabolique endométrial en fonction de l’étiologie de l’infertilité pour les patientes du groupe 

étude (endométriose, insuffisance ovarienne, syndrome des ovaires polykystiques …).  

Les critères d’évaluation secondaires reposeront sur l’identification des métabolites endométriaux et 

sériques. Ces différents profils seront aussi analysés en fonction des étiologies d’infertilité dans le groupe 

étude. 

3. Conception de la recherche 

3.1. Schéma de la recherche 

Il s’agit d’une étude cas/témoins historico-prospective qui a pour objet de comparer les profils métaboliques 

endométriaux de 3 groupes.  
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Les deux groupes cas ont déjà été constitués et les échantillons collectés dans le cadre d’un projet de 

recherche de biocollection existant intitulé « Collection Fertilité », c’est pourquoi la cohorte de cas est 

considérée comme « historique ».  

Un premier groupe « cas » est constitué de patientes ayant un antécédent d’EIR défini comme l’échec de 

l’obtention d’une grossesse clinique (activité cardiaque constatée à l’échographie de datation vers 6-7 

semaines d’aménorrhée) après au moins 3 transferts différents comportant au total au moins 4 embryons 

de bonne qualité (frais ou congelés). 

Un deuxième groupe « cas » est constitué de patientes ayant un antécédent de FCSR-I défini comme un 

antécédent de 3 FCS consécutives étant survenues avant 14 semaines d’aménorrhée et pouvant inclure 

des fausses-couches non visualisées à l’échographie. 

En cas d’EIR ou de FCSR-I, nous réalisons de manière systématique un prélèvement d’endomètre afin de 

rechercher la présence de plasmocytes, témoins d’une endométrite chronique pouvant favoriser les EIR ou 

les FCSR (63). Le projet de biocollection « Fertilité » auquel les patientes « cas » ont accepté de participer 

(signature du formulaire de consentement pour la collection) consiste à mettre en collection les déchets ou 

reliquats des échantillons réalisés dans le cadre du soin (sang, endomètre,…). Des prélèvements sanguins 

supplémentaires sont également réalisés dans le cadre de cette biocollection. L’objectif de cette 

biocollection « fertilité » est de permettre d’améliorer les connaissances scientifiques autour des problèmes 

de fertilité. A partir des échantillons collectés (ovocytes immatures, cellules folliculeuses, liquide folliculaire, 

tissu ovarien ou endométrial), plusieurs études ont déjà été menées portant sur divers facteurs biologiques 

y compris génétiques. La cohorte ainsi constituée comporte également le recueil des données du dossier 

médical dont l’interprétation pourra changer en fonction de l’évolution des connaissances médicales.  

Pour les patientes « cas », aucun prélèvement n’est réalisé spécifiquement pour la recherche étant donné 

que le prélèvement d’endomètre et la prise de sang sont systématiquement faits en cas de bilan d’EIR. 

Pour les patientes « témoins », le prélèvement d’endomètre et le prélèvement sanguin seront réalisés 

spécifiquement pour la recherche.  
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Cette biocollection a été déclarée (DC-2014-2224). L'objectif de cette cohorte « Fertilité » et de la collection 

biologique associée est de permettre d'améliorer les connaissances scientifiques autour des problèmes de 

fertilité.  

Puisque nous souhaitons comparer les profils métaboliques endométriaux de patientes atteintes d’EIR ou 

de FCSR-I à une population témoin, nous devrons réaliser un prélèvement d’endomètre chez des patientes 

n’ayant pas d’antécédent d’EIR ou de FCSR.  

Ce protocole de RIPH concerne donc le groupe témoin constitué de patientes prises en charge en AMP et 

dont l’infertilité est liée à une origine masculine (oligoasthénotératospermie sévère ou azoospermie chez le 

conjoint, pas d’altération de la réserve ovarienne ni d’antécédent particulier pouvant être à l’origine d’une 

infertilité chez la patiente). En effet, nous souhaitons comparer notre population de patientes atteintes d’EIR 

ou de FCSR-I à une population contrôle considérée comme « fertile » et dont l’origine de l’infertilité est donc 

liée à une étiologie masculine. 

3.2. Justification du nombre de personnes à inclure dans la recherche 

Quatre-vingt patientes correspondant aux critères de sélection de l’étude ont déjà été incluses dans le projet 

de « Collection Fertilité » respectivement dans chacun des deux groupes « cas » (40 patientes atteintes 

d’EIR et 40 patientes atteintes de FCSR-I).  

Il est prévu d’inclure 40 patientes témoins dans cette recherche. 

4. Sélection des personnes de la recherche 

4.1. Critères de sélection des patientes dans les groupes « cas » (déjà incluses 
dans la « collection fertilité ») 

4.1.1. Critères d’inclusion pour les cas 

Pour l’ensemble des cas : 

- Age ³ 18 ans et < 40 ans. 

- Patientes incluses dans la « Collection Fertilité » (signature du formulaire de consentement pour la 

collection) et pour lesquelles des échantillons d’endomètre et de sang sont disponibles.  
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Pour le sous-groupe EIR : 

- Antécédents d’EIR définis comme l’échec de l’obtention d’une grossesse clinique (activité cardiaque 

constatée à l’échographie de datation vers 6-7 semaines d’aménorrhée) après au moins 3 transferts 

différents comportant au total au moins 4 embryons de bonne qualité (frais ou congelés). Un embryon de 

bonne qualité se définit au jour 2 ou 3 comme ayant une bonne cinétique de croissance, des cellules 

régulières et peu de fragments (< 30%). Un embryon de bonne qualité se définit au jour 5 comme ayant un 

bouton embryonnaire et un trophectoderme satisfaisant. 

Pour le sous-groupe FCSR-I : 

- Antécédents de FCSR définis comme un antécédent de 3 FCS consécutives étant survenues avant 14 

semaines d’aménorrhée et pouvant inclure des fausses-couches non visualisées à l’échographie. 

4.1.2. Critères de non-inclusion pour les cas 

- Bilan retrouvant une origine autre qu’endométriale aux antécédents d’infertilité. Ce bilan comprend (64):  

• Les caryotypes de la patiente et de son conjoint.  

• Une glycémie à jeun et des dosages sanguins de TSH, prolactine et vitamines B9 et B12. 

• Un bilan immunologique et thrombophilique : recherche d’anticoagulant circulant de type 

lupique, d’anticorps anti-cardiolipines, d’anticorps antib2glycoprotein, d’anticorps antiTPO, 

d’anticorps antithyroglobulines, d’une homocystéinémie.  

• Une hystérosonographie ou hystérosalpingographie. 

- Mauvaise compréhension de la langue française. 

- Majeures protégées par la loi : 

• Personnes privées de liberté par décision judiciaire ou administrative 

• Personnes faisant l’objet de soins psychiatriques 

• Personnes faisant l’objet d’une mesure de protection légale 
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• Personnes hors d’état d’exprimer leur consentement 

- Patientes non affiliées ou non bénéficiaires d’un régime de sécurité sociale. 

- Patientes en cours de participation à une recherche interventionnelle. 

4.2. Critères de sélection des personnes qui se prêtent à la recherche (groupe 
« témoin ») 

4.2.1. Critères d’inclusion pour les témoins 

- Age ³ 18 ans et < 40 ans. 

- Patientes prises en charge en AMP et dont l’infertilité est liée à une origine masculine, c’est-à-dire dont le 

conjoint est porteur d’une oligoasthénotératospermie sévère ou d’une azoospermie. 

- Patientes n’ayant pas d’antécédent particulier pouvant être à l’origine d’une infertilité. 

- Patientes dont les examens complémentaires avant la prise en charge en AMP sont normaux : sont pris 

en compte le bilan hormonal (FSH, LH, œstradiol et AMH), le compte de follicules antraux et 

l’hystérosonographie (ou l’hystérosalpingographie). 

- Patientes ayant signé un consentement éclairé pour participer à l’étude. 

4.2.2. Critères de non-inclusion pour les témoins 

- Mauvaise compréhension de la langue française. 

- Majeures protégées par la loi : 

• Personnes privées de liberté par décision judiciaire ou administrative 

• Personnes faisant l’objet de soins psychiatriques 
• Personnes faisant l’objet d’une mesure de protection légale 

• Personnes hors d’état d’exprimer leur consentement 
- Patientes non affiliées ou non bénéficiaires d’un régime de sécurité sociale. 

- Patientes en cours de participation à une autre recherche interventionnelle. 
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5. Prise en charge et traitements administrés aux personnes qui se 
prêtent à la recherche 

5.1. Modalités de réalisation du prélèvement d’endomètre en pratique courante 
(groupe « cas ») 

En cas d’EIR ou de FCR-I, nous réalisons en pratique courante de manière systématique un prélèvement 

d’endomètre afin d’analyser le tissu endométrial notamment pour rechercher une endométrite chronique. Ce 

prélèvement d’endomètre est fait au jour 21 (+/- 2 jours) du cycle précédent un nouveau cycle de FIV ou de 

transfert d’embryon congelé afin de provoquer un effet « scratching » pouvant favoriser l’implantation lors 

du prochain transfert d’embryon frais ou congelé (65,66). Nous programmons ce prélèvement 5 à 9 jours 

après la date supposée de l’ovulation, celle-ci est estimée en fonction de la durée des cycles. Associé à ce 

prélèvement d’endomètre, nous réalisons toujours un bilan sanguin à jeun dans le cadre du bilan étiologique 

d’EIR ou de FCSR-I. 

Les patientes réalisent une auto-évaluation de l’ovulation par kit urinaire. Cette auto-évaluation est faite 

quotidiennement une fois par jour à domicile à partir du 10ème jour du cycle en cas de cycles de 28 jours 

ou à partir du 8ème jour du cycle en cas de cycles inférieurs à 26 jours ou à partir du 12ème jour du cycle 

en cas de cycles supérieurs à 30 jours.  

La positivité du test permet d’identifier le pic de LH et donc de déterminer le jour de l’ovulation qui survient 

24h après la positivité du test. La patiente est alors invitée à prendre rendez-vous, à jeun, 6 à 10 jours après 

la positivité du test d’ovulation afin de réaliser une prise de sang et un prélèvement d’endomètre lors de la 

fenêtre d’implantation.  

Au cours de ce rendez-vous, une prise de sang est réalisée dans le cadre de la prise en charge de routine 

avec prélèvement de deux tubes de plasma hépariné de 4 mL supplémentaires pour la collection « Fertilité 

» pour les femmes ayant accepté d’être incluses dans la biocollection. Le prélèvement est réalisé par une 

des infirmières ou sages-femmes du service. 
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Ensuite, le prélèvement d’endomètre est réalisé selon les pratiques habituelles en gynécologie. La patiente 

est installée sur une table d’examen en position gynécologique. Un spéculum est posé afin de bien exposer 

le col de l’utérus. Une pipelle de Cornier (laboratoire CCD®) est utilisée afin de réaliser le prélèvement 

d’endomètre par aspiration endo-utérine après avoir nettoyé le col de l’utérus avec une compresse imbibée 

de sérum physiologique 

Les couples doivent avoir des rapports sexuels protégés par préservatifs durant le cycle menstruel à l’étude. 

5.2. Modalités de réalisation du prélèvement d’endomètre pour la recherche 
(groupe « témoins ») 

Nous proposons aux patientes du groupe « témoins » d’ajouter un prélèvement sanguin et un prélèvement 

d’endomètre à leur bilan d’infertilité dans le cadre d’une recherche interventionnelle sur la personne 

humaine.  

La procédure (prélèvement sanguin et prélèvement d’endomètre) qui est appliquée pour les patientes du 

groupe « témoins » est strictement identique à celle précédemment décrite dans le cadre de la prise en 

charge de routine pour les patientes « cas » ayant accepté d’être incluses dans la biocollection mis à part 

que les patientes du groupe « témoin » ne font pas d’auto-évaluation de l’ovulation par kit urinaire. 

5.3. Prise en charge et traitements associés 

La seule spécificité de cette étude est la réalisation d’un prélèvement d’endomètre et d’un prélèvement 

sanguin à jeun autour du jour 21 du cycle pour les patientes du groupe témoin. Les prises en charge des 

patientes sont poursuivies pendant la durée de l’étude conformément aux pratiques habituelles et peuvent 

être modifiées par les médecins référents des patientes sans remettre en cause leur participation à l’étude. 

6. Déroulement de la recherche 

6.1. Pré-sélection / Recrutement des patientes du groupe témoin 

La pré-sélection des patientes est réalisée par l’investigateur ou les co-investigateurs à partir de leur dossier 

médical, selon les différents critères de sélection évaluables à cette date, et sans en avertir la patiente.  
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Le recrutement des patientes est fait lors d’une consultation de routine avec l’un des gynécologues de notre 

équipe d’AMP. Cette consultation a lieu soit dans un contexte de première consultation dans le service (avec 

bilans d’infertilité masculin et féminin déjà réalisés), soit lors d’un suivi. A l’occasion de cette consultation de 

routine, si la patiente remplit les critères de sélection de l’étude, l’étude lui est présentée et la lettre 

d’information écrite lui est remise. Si la patiente accepte de participer à l’étude, elle recontacte le service 

pour programmer la visite d’inclusion entre J19 et J23. 

6.2. Procédure d’inclusion des patientes du groupe témoin 

Lors de la visite d’inclusion, si la patiente remplit toujours les critères de sélection de l’étude, son 

consentement est recueilli par l’investigateur après un entretien et la délivrance de la lettre d’information 

écrite dans un langage compréhensible par la patiente.  

Le recueil du consentement de la patiente est tracé dans le dossier médical de la patiente. L’investigateur 

écrit la phrase suivante :  

« Le Dr/Pr ______ a présenté l’étude ENDOMETAB à Mme _____ le __/__/____. Cette dernière a consenti 

le __/__/____ a participé à l’étude ENDOMETAB. ».  

Le consentement est signé en 3 exemplaires : un exemplaire remis à la patiente, un exemplaire pour le 

dossier médical et un exemplaire pour le Centre de Ressources Biologiques (CRB). 

6.3. Suivi des personnes se prêtant à la recherche 

Après l’inclusion, toutes les informations habituelles disponibles dans le dossier d’AMP sont recueillies dans 

le cahier d’observation de l’étude : âge, poids, tabagisme, consommation de toxiques ou d’alcool, 

traitements pris, antécédents médico-chirurgicaux, antécédents gynécologiques, antécédents obstétricaux, 

antécédents familiaux, examens déjà réalisés (bilan hormonal, échographie pelvienne, 

hystérosalpingographie ou hystérosonographie), étiologie(s) de l’infertilité. 

Les prélèvements sont ensuite réalisés. Les modalités pratiques de réalisation des prélèvements sont 

détaillées dans le chapitre 5. 
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6.4. Préparation et conservation des échantillons biologiques 

Le contenu de la pipelle de Cornier sera inséré dans un tube sec stérile de 2 mL type Eppendorf avant d’être 

rapidement transmis (avec le prélèvement sanguin) dans la glace au CRB du CHU d’Angers.  

Une partie du prélèvement sera envoyée en analyse anatomopathologique et l’autre partie sera envoyée au 

CRB.  

Les échantillons biologiques seront préparés et conservés au CRB du CHU d’Angers avant envoi au 

laboratoire de biochimie et biologie moléculaire du CHU d’Angers pour analyse métabolomique. 

Le tissu récupéré par le prélèvement sera rincé rapidement au sérum physiologique à +4°C puis centrifuger. 

Le tissu sera alors séparé en 2 morceaux (2 tubes) conservés dans de l’azote liquide.  

6.5. Analyse métabolomique des échantillons biologiques 

Tous les échantillons des témoins seront analysés à la fin de l’étude par le laboratoire de Biochimie et 

biologie moléculaire du CHU d’Angers.  

Les prélèvements de tissu endométrial seront tout d’abord broyés (Précellys) dans du méthanol afin 

d’extraire les métabolites polaires et non polaires. Les extraits seront analysés sur un spectromètre de 

masse AB Sciex QTRAP 5500 (Life Sciences SCIEX) grâce au kit Biocrates AbsoluteIDQ p180 kit (Biocrates 

Life sciences). L’utilisation de ce kit permet une approche semi-quantitative ou quantitative de 188 

métabolites de manière standardisée. Il comporte différents contrôles de qualité et des étalons permettant 

cette quantification précise sur une large gamme de concentrations. Le logiciel associé à ce kit produira un 

rapport de qualité des dosages réalisé ainsi qu’un tableau Excel comportant l’ensemble des données (n = 

15040 données issues de 188 dosages sur 80 échantillons). Seules les données répondant aux critères de 

quantification (dans la gamme de quantification) seront conservées pour la suite. Un dosage de protéines 

sera réalisé sur l’extrait de départ afin de normaliser ces données, la concentration de chaque métabolite 

sera ainsi présentée par mg de protéine. Ces données normalisées seront celles utilisées pour les études 

statistiques. 
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Les échantillons de sang seront également analysés avec un spectromètre de masse AB Sciex QTRAP 

5500 (Life Sciences SCIEX) grâce au kit Biocrates AbsoluteIDQ p180 kit (Biocrates Life sciences). 

Le temps technique pour les analyses métabolomiques sera de 2 jours par échantillon. 

Les 188 métabolites dosés sont les suivants : 40 acyl-carnitines, 21 acides aminés, 21 amines biogènes, 90 

glycérophospholipides, 15 sphingolipides, et sucres (n = 1).   

6.6. Durée de la recherche 

Durée de la période d’inclusion : 24 mois. 

Durée de participation à l'étude pour un participant : 1 visite. 

Durée totale de l'étude (durée d’inclusion + durée de participation) : 24 mois. 

Première inclusion faite le 06/09/2019. 

7. Considérations éthiques et réglementaires 

7.1. Qualification de la recherche 

C’est une recherche impliquant la personne humaine de type recherche interventionnelle (catégorie 1) car 

la réalisation de prélèvements d’endomètre est un acte spécifique à la recherche non réalisé en routine chez 

ces patientes (témoins). 

7.2. Comité d’éthique et Autorité compétente 

Le dossier de l’étude (notamment le protocole, le résumé, la liste des investigateurs associés, la lettre 

d'information et le formulaire de consentement de l'étude) a été soumis au Comité de Protection des 

Personnes (CPP) Sud-EST VI qui a émis un avis favorable à la mise en œuvre de cette recherche le 25 

mars 2019. L'Agence Nationale de Sécurité du Médicament et produits de santé (ANSM) a autorisé la 

recherche le 27 septembre 2018. 
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Conclusion 
Nous avons, au cours de nos travaux, tenté d’approcher les mécanismes physiopathologiques liés à 

l’endométriose et au vieillissement ovarien en étudiant l’impact que ces pathologies pouvaient avoir sur le 

micro environnement ovocytaire. Nous avons, déterminé dans le fluide folliculaire des signatures spécifiques 

de la pathologie en elle-même et, dans certains cas, d’éventuels biomarqueurs.  

En cas d’infertilité lié à une endométriose isolée, nous n’avons pas retrouvé d’altération du profil métabolique 

dans le fluide folliculaire. Nos résultats suggèrent qu’il n’existerait pas d’anomalies de l’environnement 

ovocytaire susceptible d’être lié à une altération de la qualité ovocytaire en cas d’endométriose isolée. 

En cas d’endométriose sévère, nos données sur l’analyse des cytokines suggèrent que l’endométriose 

entraine une expression différente de MCP1 dans le fluide folliculaire, en fonction des patientes. Nous 

constations aussi une modification du microenvironnement ovocytaire en cas d’endométriose sévère 

associé à des niveaux de MCP-1 élevé. Il pourrait donc exister un sous-groupe d’endométriose sévère dont 

le pronostic serait plus réservé en relation avec un contexte inflammatoire intra-folliculaire. L’existence de 

sous-populations endométriosiques, comme celle que nous avons mise en évidence ici grâce à MCP1, 

pourrait expliquer la discordance des études antérieures. En outre, il conviendrait de reconsidérer l’intérêt 

de MCP1 en tant que biomarqueur dans le cadre de l’endométriose et notamment de réévaluer son dosage 

sanguin pour prédire la réponse ovarienne à la stimulation afin de prendre en compte cette hétérogénéité 

inattendue. 

En cas de réserve ovarienne diminuée, une diminution des plasmalogènes insaturés et une augmentation 

de l’activité méthyl transférase évoquent un contexte de stress oxydant au sein du fluide folliculaire. De plus 

larges analyses métabolomiques non ciblées du FF permettront certainement une meilleure compréhension 

du rôle joué par d’autres lipides tels que les éthanolamines plasmalogènes et leur interaction avec les 

cholines plasmalogènes. D’autres études sont donc nécessaires pour explorer les différentes voies 

métaboliques dans lesquels de tels composants sont impliqués et ainsi mieux comprendre les phénomènes 

physiopathologiques survenant en cas de ROD. 
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L’analyse des profils cytokiniques du FF a permis de constater une diminution significative des 

concentrations de PDGF-BB en cas de réserve ovarienne diminuée. Par conséquent, une infertilité liée à 

une réserve ovarienne diminuée pourrait être associée à une altération de voies métaboliques impliquant le 

PDGF-BB et pouvant être à l’origine de perturbation de la folliculogenèse ou des défenses antioxydantes. 

Enfin, nos futurs travaux s’intéresseront à la découverte éventuelle de biomarqueurs et à l’amélioration de 

la compréhension des mécanismes intervenant chez des femmes atteintes de fausses couches à répétition 

ou ayant vécu des échecs d’implantation répétés lors d’une prise en charge en FIV. 
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R
ÉS

U
M

É
 Nous avons, au cours de nos travaux, tenté d’approcher les mécanismes physiopathologiques liés au vieillissement 

ovarien et à l’endométriose en étudiant l’impact que ces pathologies pouvaient avoir sur le micro environnement 
ovocytaire. Nous avons, déterminé dans le fluide folliculaire des signatures spécifiques de la pathologie et, dans 
certains cas, d’éventuels biomarqueurs.  
En cas d’infertilité lié à une endométriose isolée, nous n’avons pas retrouvé d’altération du profil métabolique dans le 
fluide folliculaire. Nos résultats suggèrent qu’il n’existerait pas d’anomalies de l’environnement ovocytaire susceptible 
d’être lié à une altération de la qualité ovocytaire en cas d’endométriose isolée. 
En cas d’endométriose sévère, nos données sur l’analyse des cytokines suggèrent que l’endométriose entraine une 
expression différente de MCP1 dans le fluide folliculaire, en fonction des patientes. Nous constations aussi une 
modification du microenvironnement ovocytaire en cas d’endométriose sévère associé à des niveaux de MCP-1 élevé. 
En cas de réserve ovarienne diminuée, une diminution des plasmalogènes insaturés et une augmentation de l’activité 
méthyl transférase évoquent un contexte de stress oxydant au sein du fluide folliculaire. 
L’analyse des profils cytokiniques du FF a permis de constater une diminution significative des concentrations de 
PDGF-BB en cas de réserve ovarienne diminuée. Par conséquent, une infertilité liée à une réserve ovarienne diminuée 
pourrait être associée à une altération de voies métaboliques impliquant le PDGF-BB et pouvant être à l’origine de 
perturbation de la folliculogenèse ou des défenses antioxydantes. 
Enfin, nos futurs travaux s’intéresseront à la découverte éventuelle de biomarqueurs et à l’amélioration de la 
compréhension des mécanismes intervenant chez des femmes atteintes de fausses couches à répétition ou ayant 
vécu des échecs d’implantation répétés lors d’une prise en charge en FIV. 
 
 
 
 
 

 

A
B

S
TR

A
C

T During the course of our research, we sought to analyze the pathophysiological mechanisms incriminated in 
ovarian aging and endometriosis, by studying the possible impact of these conditions on the oocyte micro-environment. 
We have identified specific signatures for these pathologies in the follicular fluid, and in some cases, potential 
biomarkers. 

In cases of infertility secondary to isolated endometriosis, we did not find any alteration of the metabolic 
profile of the follicular fluid. The absence of an alteration in the oocyte micro-environment in women with endometriosis 
suggests that there is no impact of the disease on the oocyte quality. However, in cases of severe endometriosis, 
cytokine analysis showed that, in some patients, there is a different expression of MCP1 in the follicular fluid. We also 
found a modification of the oocyte micro-environment in severe endometriosis, associated with high levels of MCP1. 

In cases of low ovarian reserve, we found decreased levels of unsaturated plasmalogens and an increase in 
the methyl-transferase activity, suggesting oxidative stress in the follicular fluid. Moreover, the analysis of the cytokines 
profile showed a significant decrease in PDGF-BB concentrations in patients with low ovarian reserve. The alteration 
of the metabolic pathways implicating PDGF-BB could negatively impact folliculogenesis and the antioxidant defense 
mechanisms, and could therefore be linked to the infertility seen in patients with low ovarian reserve.   

Finally, our future research will look to identify eventual biomarkers and to improve our understanding of the 
pathophysiologic mechanisms involved in recurrent pregnancy losses and recurrent implantation failures following in 
vitro fertilization treatment.  
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Résumé :  Nous avons, au cours de nos travaux, tenté 
d’approcher les mécanismes physiopathologiques liés au 
vieillissement ovarien et à l’endométriose en étudiant 
l’impact que ces pathologies pouvaient avoir sur le micro 
environnement ovocytaire. Nous avons, déterminé dans le 
fluide folliculaire des signatures spécifiques de la 
pathologie et, dans certains cas, d’éventuels 
biomarqueurs.  
En cas d’infertilité lié à une endométriose isolée, nous 
n’avons pas retrouvé d’altération du profil métabolique 
dans le fluide folliculaire. Nos résultats suggèrent qu’il 
n’existerait pas d’anomalies de l’environnement ovocytaire 
susceptible d’être lié à une altération de la qualité 
ovocytaire en cas d’endométriose isolée. 
En cas d’endométriose sévère, nos données sur l’analyse 
des cytokines suggèrent que l’endométriose entraine une 
expression différente de MCP1 dans le fluide folliculaire, 
en fonction des patientes. Nous constations aussi une 
modification du microenvironnement ovocytaire en cas 
d’endométriose sévère associé à des niveaux de MCP-1 
élevé. 
 

 
 

En cas de réserve ovarienne diminuée, une diminution 
des plasmalogènes insaturés et une augmentation de 
l’activité méthyl transférase évoquent un contexte de 
stress oxydant au sein du fluide folliculaire. 
L’analyse des profils cytokiniques du FF a permis de 
constater une diminution significative des concentrations 
de PDGF-BB en cas de réserve ovarienne diminuée. Par 
conséquent, une infertilité liée à une réserve ovarienne 
diminuée pourrait être associée à une altération de voies 
métaboliques impliquant le PDGF-BB et pouvant être à 
l’origine de perturbation de la folliculogenèse ou des 
défenses antioxydantes. 
Enfin, nos futurs travaux s’intéresseront à la découverte 
éventuelle de biomarqueurs et à l’amélioration de la 
compréhension des mécanismes intervenant chez des 
femmes atteintes de fausses couches à répétition ou 
ayant vécu des échecs d’implantation répétés lors d’une 
prise en charge en FIV. 
 

 

Title : Identification of biomarkers in assisted reproductive technologies using metabolomics and cytokinics approach 
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Abstract :  During the course of our research, we 
sought to analyze the pathophysiological mechanisms 
incriminated in ovarian aging and endometriosis, by 
studying the possible impact of these conditions on the 
oocyte micro-environment. We have identified specific 
signatures for these pathologies in the follicular fluid, and 
in some cases, potential biomarkers. 

In cases of infertility secondary to isolated 
endometriosis, we did not find any alteration of the 
metabolic profile of the follicular fluid. The absence of an 
alteration in the oocyte micro-environment in women with 
endometriosis suggests that there is no impact of the 
disease on the oocyte quality. However, in cases of 
severe endometriosis, cytokine analysis showed that, in 
some patients, there is a different expression of MCP1 in 
the follicular fluid. We also found a modification of the 
oocyte micro-environment in severe endometriosis, 
associated with high levels of MCP1. 

 
 

In cases of low ovarian reserve, we found 
decreased levels of unsaturated plasmalogens and an 
increase in the methyl-transferase activity, suggesting 
oxidative stress in the follicular fluid. Moreover, the 
analysis of the cytokines profile showed a significant 
decrease in PDGF-BB concentrations in patients with low 
ovarian reserve. The alteration of the metabolic pathways 
implicating PDGF-BB could negatively impact 
folliculogenesis and the antioxidant defense mechanisms, 
and could therefore be linked to the infertility seen in 
patients with low ovarian reserve.   

Finally, our future research will look to identify 
eventual biomarkers and to improve our understanding of 
the pathophysiologic mechanisms involved in recurrent 
pregnancy losses and recurrent implantation failures 
following in vitro fertilization treatment.  
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