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Résumé

Objectif :

Les objectifs de ce travail étaient : - de déterminer les concentrations des hormones de
’axe thyréotrope, somatotrope et de la vitamine D dans le liquide folliculaire (LF), ainsi que la
présence d’anticorps antithyroidiens (ACAT) ; - et d’analyser les associations de ces données
avec les différents parametres de fécondation in vitro (FIV).

Matériel et méthodes :

Une étude prospective a ét¢ menée dans le service de Médecine et Biologie de la
Reproduction du CHU-Amiens Picardie. Les couples inclus étaient ceux bénéficiant d’une 1°©
ou 2°™ tentative de FIV. Les femmes incluses étaient euthyroidiennes et de moins de 36 ans,
les hommes devaient étre 4gés de moins de 45 ans avec une numération spermatique supérieure
a 5x10%ml.

Le dosage de la thyroid stimulating hormone (TSH), la tritodothyronine libre (T3L),
thyroxine libre (T4L), ’hormone de croissance (GH), I’insulin-like growth factor 1 (IGF1), la

25 hydroxyvitamine D (25(OH)D) et des anticorps anti-thyroperoxydase (TPO) et anti-
thyroglobuline (TG) a été réalisé dans les LF et le sérum le jour de la ponction ovocytaire. 3
analyses ont été réalisées a la recherche :

- D’une corrélation entre les taux folliculaires et sériques,

- D’une association ente les taux folliculaires et la qualité d’une cohorte ovocytaire,

- D’une association ente les taux folliculaires et les issues de tentatives de FIV.

Résultats :

Une corrélation positive a été observée entre les taux sériques et folliculaires pour les
hormones TSH, T3L, T4L, IGF1, 25(OH)D et les ACAT, mais pas pour la GH.

Lors de I’analyse d’une cohorte d’ovocytes, une moindre proportion d’anomalies
morphologiques ovocytaires est associ¢e a des concentrations folliculaires plus élevées en GH
et IGF1.

L’obtention d’une grossesse en FIV est associée a une plus haute concentration
folliculaire en 25(OH)D.

Conclusion :

Les concentrations en GH, IGF1 et 25(OH)D folliculaires sont associées aux résultats
de tentatives de FIV +/- ICSI dans notre population. Il serait nécessaire de confirmer nos
résultats dans une plus large cohorte.

Mots clés : Fécondation in vitro, liquide folliculaire, thyroid stimulating hormone, hormones
thyroidiennes, anticorps antithyroidiens, hormone de croissance, insulin-like growth factor 1,
25 hydroxyvitamine D, anomalies morphologiques ovocytaires



Abstract

Title: Influence of follicular hormonal levels on oocyte quality.

Objective:

The objectives of this work were: - to determine the concentrations of the thyrotropic
and somatotropic axis hormones and vitamin D in follicular fluid (FF), as well as the presence
of antithyroid antibodies (ATA); - and to analyze the associations of these data with various
parameters of in vitro fecundation (IVF).

Material and methods:

A prospective study was conducted in the Reproductive Medicine and Biology
department of the CHU-Amiens Picardie. The couples benefiting from a first or second IVF
cycles were included. The women included were euthyroid and under 36 years old, the men had
to be under 45 years old with a sperm count greater than 5x10°/ml.

The assay of thyroid stimulating hormone (TSH), free triiodothyronine (fT3), free
thyroxine (fT4), growth hormone (GH), insulin-like growth factor 1 (IGF1), 25 hydroxyvitamin
D (250HD) and anti-thyroperoxidase (TPO) and anti-thyroglobulin (TG) antibodies were
obtained in FF and serum on the day of oocyte retrieval. 3 analyzes were carried out:

- A correlation between follicular and serum levels,

- An association between follicular levels and the quality of an oocyte cohort,

- An association between follicular levels and IVF outcomes.

Results:

A positive correlation was observed between serum and follicular levels for the
hormones TSH, T3L, T4L, IGF1, 250HD and ACAT, but not for GH.

When analyzing a cohort of oocytes, a lower proportion of oocyte morphological
abnormalities is associated with a higher follicular level of GH and IGF1.

Obtaining a pregnancy after IVF is associated with a higher follicular 250HD levels.

Conclusion:
Follicular GH, IGF1, and 250HD are associated with the results of IVF +/- ICSI cycles
in our population. It would be necessary to confirm our results in a larger cohort.

Key words: in vitro fecundation, follicular fluid, thyroid stimulating hormone, thyroid
hormones, antithyroid antibodies, growth hormone, insulin-like growth factor 1, 25-hydroxy
vitamin D, oocyte morphological abnormality
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Récepteur aux hormones thyroidiennes
Thyroid stimulating hormone
Récepteurs a la TSH
Thyrotropin realising hormone
Récepteur a la vitamine D
Vésicule germinative

Vascular endothelial growth factor
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Introduction

La prise en charge de I’infertilité d’un couple, notamment en assistance médicale a la
procréation (AMP), est une démarche meédicale complexe nécessitant la connaissance la plus
complete possible de la physiologie de la reproduction humaine et de ses pathologies. Ainsi
I’ovaire possede une double fonction : la folliculogénese et 1’ovogenese qui entrainent la
production d’ovocytes matures et la stéroidogenése qui permet la synthese et la sécrétion des
hormones stéroidiennes ovariennes (androgenes, cestrogenes et progestérone). Ces phénomenes
sont étroitement liés et leur régulation fine nécessite I’action de nombreux facteurs exocrines,
endocrines et paracrines.

Les objectifs de I’AMP sont d’essayer de recréer 1’équilibre nécessaire a la maturation
de I’ovocyte et du spermatozoide, a leur mise en fécondation, au développement et a
I’implantation d’un embryon dans I’utérus. De multiples facteurs sont impliqués dans le succes
de la fécondation in vitro (FIV), en particulier la qualité des gametes. Avec le développement
de l'injection intracytoplasmique de spermatozoides (ICSI), la qualité ovocytaire peut étre
évaluée avec précision a la fois par sa maturité¢ nucléaire et sa structure morphologique. La
qualité¢ des ovocytes contribue au développement d'un embryon optimal pour obtenir une
grossesse réussie (1). Cependant apres stimulation ovarienne pour FIV, on observe que 10 a
60% des ovocytes présentent des anomalies morphologiques : granulations cytoplasmiques
diffuses, corps réfractiles, vacuoles, espace périvitellin élargi avec débris, forme irrégulicre,
premier globule fragmenté (1-5). Ces variations morphologiques sont mal comprises, mais
peuvent résulter de facteurs intrinseéques (age, anomalies génétiques) ou extrinseques tels que
les protocoles de stimulation et les conditions de culture (1).

Le liquide folliculaire (LF) contenu dans I’antrum des follicules ovariens fournit le
micro-environnement nécessaire a la croissance et a la maturation ovocytaire. Il est constitué
de nombreux électrolytes (chlore, calcium, magnésium, potassium, sodium), de substrats
énergétiques (glucides, lipides, acides aminés) et métabolites (lactates, pyruvates). Il contient
des hormones ayant des effets pléiomorphes qui sont impliquées dans la folliculogénése
ovarienne, 'ovogenése et la stéroidogenese (6). Il est le seul environnement auquel sont exposés
les cellules de la granulosa et I’ovocyte. Il est donc spécifique a chaque follicule et différe du
sérum. Ainsi de nombreux facteurs, notamment les constituants du liquide folliculaire, peuvent

interférer dans le développement ovocytaire et altérer ainsi la physiologie de la reproduction.
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Les hormones a effet pléiomorphes agissent sur de nombreux tissus. Les hormones
thyroidiennes (HT) jouent un rdle indispensable au fonctionnement global de 1’organisme :
elles activent le métabolisme basal et ont une action sur de nombreux tissus (cardiaques,
musculaires, digestifs...), sur la résorption osseuse et la thermogenese. Elles sont par ailleurs
indispensables au processus de développement cérébral feetal et a 1’acquisition de 1’intelligence
et des capacités d'apprentissage (7,8). La fonction thyroidienne est régulée par de nombreux
facteurs et peut €tre modifiée par la grossesse, par diverses pathologies ou médications.

L’hormone de croissance (GH) est responsable d'un vaste éventail d’actions directes
et/ou par le biais des insuline like growth factor 1 et 2 (IGF). Elle joue non seulement un role
dans l'augmentation de la taille et de la densité osseuse, de la masse musculaire pendant
I'enfance et I'adolescence, mais aussi dans la régulation du métabolisme des lipides, des
glucides et de 1'eau corporelle tout au long de la vie. C’est une hormone anabolisante, ayant
sensiblement le méme effet que 1’insuline sur le métabolisme des protéines et des acides aminés
9).

La 25 hydroxyvitamine D (25(OH)D) bien qu’appelée traditionnellement vitamine, est
une hormone stéroidienne synthétisée par la peau; elle a un réle essentiel dans la régulation du
métabolisme phosphocalcique (10,11). Au-dela de ce rdle, elle intervient dans la différenciation
et ’apoptose cellulaire, 'immunomodulation et le métabolisme énergétique (12). Son action
est donc tres large; certaines études montrent qu’une régulation des cytokines pro-
inflammatoires par la vitamine D limiterait le développement de 1’athérosclérose (13,14) et que
la carence en vitamine D augmenterait le risque de développement de certains cancers (15).

Plusieurs études ont montré que la thyroid stimulating hormone (TSH), les HT
triitodothyronine libre (T3L) et thyroxine libre (T4L), la GH et 'l GF1ont un réle sur la fonction
ovarienne. Les HT améliorent également la prolifération des cellules de la granulosa (16) et
inhibent leur apoptose (17). Elles participent a la stéroidogenese en augmentant la sécrétion
d'eestradiol et de progestérone par les cellules de la granulosa (18,19). La GH présente a la fois
des effets directs et médiés par I'lGF1, stimule la folliculogéneése, la maturation ovocytaire et
la stéroidogenese (20,21). Plus récemment, la vitamine D a également été¢ décrite comme un
acteur de la folliculogénese ovarienne (22,23).

Nous avons été confrontés au cas d’une patiente présentant un déficit en GH (GHD)
associ¢ a une insuffisance thyréotrope suivie en AMP pour des tentatives FIV, patiente pour
laquelle nous observions de nombreuses anomalies morphologiques ovocytaires associées a
une altération de la qualité embryonnaire. Ces anomalies ont été€ corrigées apres une substitution

par GH, permettant I’obtention d’une grossesse évolutive. Lors de cette prise en charge, nous
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avons décidé de nous intéresser a la composition hormonale de son LF en TSH, T3L, T4L, GH,
IGF1, 25(OH)D ainsi qu’a la présence des anticorps antithyroidiens (ACAT) anti-
thyroperoxydase (TPO) et anti-thyroglobuline (TG) avant et apres substitution par GH.
Devant les variations hormonales folliculaires objectivées et I’amélioration de la qualité
ovocytaire chez cette patiente, nous avons décidé d’étudier ces hormones de fagon plus large et
d’évaluer leurs associations possibles avec différents paramétres de FIV. Le but de ce travail
¢tait de mieux comprendre le réle de ces hormones dans la folliculogénese ovarienne et
I’ovogenese notamment leur éventuelle association avec la qualit¢ des ovocytes. Seule
I’association entre les stéroides sexuels folliculaires et la qualité ovocytaire avait précédemment
été évalué (24). Nous avons décidé de restreindre notre travail a I’axe somatotrope, thyréotrope,
les ACAT et la 25(OH)D en prenant comme point de départ les carences hormonales présentes
chez notre patiente, accessibles a une substitution pouvant optimiser la prise en charge en FIV.
Les stéroides sexuels folliculaires ayant déja été étudiés par de nombreuses équipes nous ne les

avons pas inclus dans notre étude.

Dans un premier temps, nous exposerons une revue de la littérature de 1’état des
connaissances actuelles sur le role des axes thyréotrope et somatotrope et de la 25(OH)D sur le
fonctionnement ovarien ainsi que 1’impact des variations hormonales sériques et folliculaires
sur les résultats en AMP. Puis nous présenterons le case report publié suivi de la population
incluse dans notre étude et les 3 analyses qui ont été réalisées pour ce travail de recherche ainsi
que les articles rédigés pour certaines de ces analyses :

- Analyse 1: Etude des concentrations hormonales en TSH, T3L, T4L, GH, IGF1,
25(OH)D et des anticorps-TPO et anti-TG, dans le sérum et les LF issus de FIV +/- ICSI,

- Analyse 2 : Etudes de 1’association entre la qualité des ovocytes issus d’ICSI et ces
différentes concentrations hormonales et la présence d’ACAT,

- Analyse 3 : Etudes d’une association entre les issues de tentatives de FIV+/- ICSI et

ces différentes concentrations et la présence d’ACAT.
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Partie 1
Etat de I’art : axes thyréotrope, somatotrope et vitamine D, roles
dans la physiologie ovarienne et association avec les résultats en

AMP

I. Introduction et rappels physiologiques

Cette revue de la littérature s’articule en 3 parties autour des acteurs de I’axe thyréotrope
(TSH, T3L, T4L, anticorps anti-TPO et anti-TG), de 1’axe somatotrope (GH, IGF1/2 et leurs
protéines de transport : les insuline like growth factor binding Proteins (IGFBPs)) et de la
vitamine D. Nous verrons tous d’abord les données existantes sur leur détection dans les LF
ovariens et I’expression de leurs récepteurs dans 1’ovaire, puis leur role dans le fonctionnement
ovarien et enfin les associations décrites entre leur concentrations folliculaires et sériques et les

résultats en AMP.

A. Axe thyréotrope

L’axe thyréotrope fait intervenir 3 acteurs :
- L’hypothalamus qui sécrete la thyrotropin releasing hormone (TRH),
- L’hypophyse antérieure qui sécrete la TSH,
- Lathyroide qui synthétise les HT T3 et T4.

La TSH est sécrétée par les cellules thyréotropes de I’hypophyse antérieure sous la
dépendance de la TRH hypothalamique. Le récepteur a la TSH (TSHR) est présent
essentiellement au niveau des cellules folliculaires de la thyroide. Mais leur présence a été
décrite dans diverses cellules comme les lymphocytes, les adipocytes, les fibroblastes
rétrooculaires, les cellules neuronales et les astrocytes.

La TSH stimule I’ensemble des processus impliqués dans la formation et la sécrétion de
la T4 et la T3, ainsi que la prolifération des cellules folliculaires thyroidiennes (25). La synthése
des HT s’effectue a partir de la thyroglobuline (TG) et de I’iode apporté par 1’alimentation.
L’iode va y étre métabolisé par la thyroperoxydase (TPO) exprimée par les cellules

thyroidiennes, puis incorporé dans la thyroglobuline sur des résidus tyrosyls. La thyroglobuline
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va €étre internalisée par la cellule thyroidienne pour subir une protéolyse qui libére les HT :
tétraiodothyronine (thyroxine : T4) et triitodothyronine (T3), mais aussi des formes inactives, la
diiodothyrosine (DIT) et la monoiodothyrosine (MIT) qui seront recyclées. La thyroide sécrete
principalement la prohormone T4 et en une moindre quantité la T3 dont la principale production
est due a une conversion périphérique dans les tissus : désiodation de la T4 en T3 (4/5 de la
production), la T3 étant la forme la plus active des HT. Les hormones T3 et T4 exercent un
rétrocontrole négatif sur ’hypophyse et I’hypothalamus en inhibant les sécrétions de TSH et
TRH(26). Dans la circulation sanguine, les HT sont liées a des protéines de transport : la
thyroxin binding protein (TBQG), la transthyrétine et ’albumine. Une trés faible fraction est libre
(0,03% pour la T4 et 0,3% pour la T3) et représente la forme active des hormones (27). La T4
doit étre monodésiodée pour obtenir la forme active des thyronines : la T3. 3 enzymes possedent
cette capacité : la désiodase de type 1 (DOI 1), de type 2 (DOI 2) et de type 3 (DOI 3). La DOI
1 est présente au sein de la thyroide, du foie, des reins et du systéme nerveux central. Elle est
I’enzyme principale de production de la T3 circulante. Son expression est dépendante de la
concentration circulante de T3 et est stimulée par la TSH. La localisation de la DOI 2 est
essentiellement hypophysaire et cérébrale. Son activité est augmentée en cas d’hypothyroidie
afin de protéger le cerveau. Elle joue un role dans le rétrocontrole négatif de la T3 sur la
synthese et la sécrétion de la TSH. La DOI 3 est présente majoritairement au sein du placenta,
elle joue un role essentiel en début de grossesse lorsque la thyroide feetale n’est pas encore
fonctionnelle. Elle maintient une concentration adaptée de T3 dans la circulation feetale. Il s agit
essentiellement d’une enzyme inactivatrice, puisqu’elle transforme préférentiellement la T3 en
DIT et la T4 en triiodothyronine reverse (rT3) dépourvue d’activité hormonale.

Les HT jouent un role d’activateur du métabolisme de base de 1’organisme. Elles
exercent leurs actions par le biais de récepteurs nucléaires. Ces récepteurs aux hormones
thyroidiennes (TR) sont des récepteurs a la T3 et présents sous 2 isoformes (TRa et TRB). Chez
le mammifere, 4 récepteurs aux hormones thyroidiennes ont été identifiés : TRal, TRa2, TRB1

et TRP2 (27).

23



B. Axe somatotrope

Plusieurs acteurs sont impliqués dans 1’axe somatotrope :
- L’hypothalamus : intervenant par 3 hormones :
o Deux effecteurs positifs : Growth hormon releasing hormon (GH-RH) et
TRH
o Un effecteur négatif : Somatostatine/Growth Hormone-Inhibiting Hormone
(GHIH)
- L’hypophyse antérieure qui sécrete la GH

- Les organes cibles dont le foie qui sécretent les IGFs

La GH est sécrétée par les cellules somatotropes de I’hypophyse antérieure (28). Il existe
2 sous-types de récepteur a la GH (GHR) chez I’humain : GHR 1a fonctionnel et 1b considéré
comme biologiquement inactif. L’expression principale du GHRla a ¢été décrite dans
I’hypophyse, I’hypothalamus et I’hippocampe (29). Le GHR a été détecté dans le cerveau, la
moelle épiniere, ’hypophyse, les surrénales, le pancréas, les testicules, I'utérus, les ovaires,
I’estomac, I’intestin gréle et la moelle osseuse. La plus importante concentration en GHR est
au niveau de I’hypophyse et la plus faible est dans I’intestin gréle et 1’ovaire (30). Le systeme
des IGFs est composé des IGF1 et IGF2 et de leurs 2 récepteurs. L’IGF1 a classiquement un
role dans la croissance post-embryonnaire et I’IGF2 dans la croissance embryonnaire.
L’expression du gene de I'IGF1 est principalement controlée par la GH, mais d’autres
hormones sont impliquées dans cette régulation : stimulation par 1’cestradiol, la progestérone,
les androgenes, l’insuline ou les hormones thyroidiennes. La production d’IGF1 est
pratiquement ubiquitaire, mais il est majoritairement sécrété par le foie (50%), le muscle, le
poumon, le rein et le cartilage en réponse a une stimulation par la GH. Les IGFs sont présents
dans la circulation sanguine sous forme liée essentiellement (95%) a des protéines de haute
affinité : les IGFBPs 1, 2, 3, 4, 5 et 6. Cette liaison spécifique inactive les IGFs et ce sont les
IGFBPs qui assurent la régulation de la biodisponibilité. Seuls 5% des IGFs sont a I’état libre
dans le sang circulant. Les IGFBPs peuvent inhiber ou potentialiser les actions de I’'IGF sur les

cellules cibles. Les IGFBPs sont présentes dans tous les fluides biologiques (2).
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C. Vitamine D

La vitamine D est une hormone stéroide. Le terme « vitamine D » regroupe 2 stéroides :
la vitamine D2 ou ergocalciférol d’origine végétale et la vitamine D3 ou cholécalciférol qui est
synthétisée au niveau 1’épiderme a partir du 7-déhydrocholestérol sous I’influence des
rayonnements ultraviolets B. On la trouve également dans certains aliments d’origine animale.
Elle représente 90-95% de la vitamine D totale. 10% de la vitamine D est apportée par
I’alimentation (10,11).

La vitamine D3 subit une premiere hydroxylation par la 25 hydroxylase au niveau du
foie pour former la 25(OH)D, forme non active, de réserve, stockée dans le tissu adipeux. La
25(OH)D est majoritairement liée a une protéine porteuse pour étre véhiculée jusqu’au rein : la
vitamine D binding protein, le reste est soit li¢ a I’albumine soit sous forme libre. La 25(OH)D
subit ensuite une deuxieéme hydroxylation dans le rein par la 1-a-hydroxylase pour devenir la
1,25 dihydroxyvitamine D (1,25(OH)D) ou calcitriol. Cette forme est la forme active de
vitamine D qui agit via son récepteur nucléaire spécifique, le vitamine D receptor (VDR) sur
les organes cibles (intestin, os, reins, parathyroides, peau, systetme nerveux central). En
parallele de cette production rénale majeure, il existe quelques sites de production plus
mineurs : le placenta, le cerveau et les macrophages (10,11). La 1-a-hydroxylase s’exprime

également au niveau cérébral, au sein de la prostate, du colon et des organes reproductifs (31).

II. Détection hormonale et expressions de récepteurs

La figure 1 et le tableau 1 résument la localisation de la détection des hormones TSH,
T3L, T4L, GH, IGF1 et 25(OH)D et de leurs récepteurs dans les différentes structures

histologiques de 1’ovaire, ainsi qu’au niveau de I’ovocyte et I’embryon humain.
A. Axe thyréotrope

1. TSH et son récepteur

La TSH est détectée dans les LF issus de FIV (32-34), elle est corrélée aux taux sériques
(32,34), mais sa concentration dans le sérum est plus basse (34).
Les TSHR sont fortement exprimés a la surface de 1’épithélium ovarien et de maniere

plus faible dans le stroma (35). On les observe sur les cellules de la granulosa a partir des
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follicules primaires (35,36). Ils sont présents sur les ovocytes a tous les stades de

développement (35).

2. Hormones thyroidiennes et leurs récepteurs

Les HT T3L et T4L sont détectées dans les LF issus de FIV (33,34,37-39) avec une
corrélation positive avec la concentration sérique (34,37). La T4L est plus ¢élevée dans le sérum
que dans LF (34), on observe I’inverse pour la T3L (34).

Les récepteurs TRal, TRa2 et TRB1 sont présents au niveau ovarien. TRal et TRB1
sont fortement exprimés a la surface de I’épithélium et de fagon plus faible sur le stroma
(analyses d’ovaires prélevés en ceelioscopie) (35,40,41). TRa2 n’est pas détecté dans I’ovaire
(35) mais une autre €tude le décrit comme étant présent sur 1’épithélium (40). TRal et TRB1
sont présents sur les cellules de la granulosa a partir des follicules secondaires (35,41). Leur
expression augmente pendant la croissance folliculaire (19,38). Les récepteurs TRal, TRa?2 et
TRP1 sont détectés sur les cellules de granulosa issues de FIV avec prédominance de TRal
(17,37,42). 11 a été observé une expression plus importante de TRa2 chez les femmes infertiles
vs fertiles (42).

Toutes les isoformes des récepteurs aux HT sont présentes sur les ovocytes matures
issus de FIV (38) et les cellules du cumulus en méme quantité (38). Sur des coupes ovariennes,
ils sont mis en évidence sur les ovocytes a tous les stades de développement sauf dans le

follicule antral (40).

3. Détection des désiodases et de la thyroperoxydase

L’¢épithélium ovarien ainsi que les cellules de la granulosa expriment les DOI de types
2 et 3, mais pas celle de type 1 (35,40). Ceci indique une possible conversion périphérique
possible de la T4 en T3 au sein de I’ovaire. La thyroperoxydase a aussi été mise en évidence

dans les cellules de la granulosa (43).

4. Détection des anticorps antithyroidiens

Les anticorps anti-TG et anti-TPO sont détectés dans les LF issus de FIV (33,34,44), ils
sont corrélés aux taux systémiques (34,44). Mais les taux sériques sont plus €élevés que les taux

folliculaires (34).
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Synthése

e [a TSH et son récepteur, les HT et leurs récepteurs sont détectés dans 1’ovaire a la fois au
niveau des cellules de la granulosa, des cellules stromales et de I’ovocyte.

e [’expression des récepteurs aux HT va varier en fonction du stade du développement
folliculaire avec globalement une expression plus importante au fur et a mesure de la croissance
folliculaire.

e Les concentrations folliculaires en TSH et HT sont corrélées aux concentrations sériques.

e Les DOI 2 et 3 ainsi que la thyroperoxydase ont ét€¢ mis en évidence dans les cellules de la

granulosa.

B. Axe somatotrope

1. GH et son récepteur

La GH est mise en évidence dans les LF issus de FIV (45-49) et sur des prélevements
d’ovaires issus de ccelioscopie (46,50). La GH sérique est plus haute que celle du LF (47,49),
mais elles sont corrélées 1’'une avec ’autre (49). La GH folliculaire est corrélée au volume du
follicule ovarien (45). La concentration en GH folliculaire issus d’ovocytes matures est plus
importante que celle d’ovocytes atrétiques (45). La prescription de GH en traitement adjuvant
en FIV induit une augmentation de la GH folliculaire (47,51-53) et sérique (53-56).

La GH a ét¢ détectée dans les cellules stromales ovariennes, les cellules de la granulosa

et les ovocytes quel que soit le stade de développement folliculaire (30,57,58).

Les récepteurs a la GH sont exprimés au niveau de ’ovaire (30). Ils ne sont pas mis
évidence sur les cellules de la granulosa des follicules primordiaux et primaires, mais
apparaissent a partir du stade des follicules secondaires (57,59). On observe une décroissance
de ’immunomarquage au fur et a mesure que le follicule avance dans son développement (59).
IIs sont exprimés sur les cellules de la théques des follicules en croissance, mais absents des
follicules atrétiques et des corps jaunes (57,59). Ils sont présents sur I’ovocyte a chaque étape
de la folliculogénese a la fois dans le cytoplasme et dans le noyau (57,59,60) ainsi que sur

I’embryon, quel que soit son stade de développement (60).
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2. IGF1/2 et leurs récepteurs

L’IGF1 est détect¢ dans les LF issus de FIV (45,46,48,61-69,69—79) ou de
prélévements d’ovaires issus de ccelioscopie (46,50,68). Comme pour la GH, ’IGF1 est plus
¢levé dans le sérum que dans le LF (61-63,65,67,68,72,75). L’IGF1 folliculaire est corrélé au
taux sérique (61-63,66—68). Il existe une corrélation entre le taux folliculaire en IGF1 et la
taille ou le volume folliculaire (45,62,66). On observe une baisse des taux d’IGF1 sériques et
folliculaires avec 1’age (63). La prescription de GH en traitement adjuvant en FIV induit une
augmentation de la de ’IGF1 folliculaire (53,65,69,80-82) et sérique (53—-55,65,69,80,81,83).

L’acide ribonucléique messager (ARNm) de ’IGF1 est mis en évidence dans I’ovaire
dans les cellules de la granulosa a partir du stade préovulatoire (84-86) faisant poser
I’hypothese d’une sécrétion locale sous I’effet de la GH folliculaire. Les concentrations en IGF1
sont plus basses dans les cellules de la granulosa issues de FIV d’ovocytes immatures versus
ovocytes matures (85). Il n’est détecté dans les cellules de la théque qu’a partir du stade de
follicule antral (86—88). L’IGF1 n’est pas mis en évidence dans I’ovocyte (84), mais est présent

dans I’embryon a partir du stade blastocyste (89,90).

L’IGF2 est détect¢ dans les LF issus de FIV (63,65,67,69-74,76,76,91) ou de
prélevements d’ovaires issus de ceelioscopie (50). L’IGF2 sérique semble plus élevé que le taux
folliculaire (65,72), bien que certaines études n’observent pas de différence entre ces
concentrations (63,67). Les données sont aussi contradictoires sur I’existence d’une corrélation
(63) ounon (67,72) entre les taux sériques et folliculaires. On n’observe pas de différence entre
les taux IGF2 folliculaires en fonction de 1’age (63). La concentration en IGF2 est entre 6 a 8
fois supérieure a celle de I'IGF1 dans le LF (69,72). Il n’existe pas de corrélation entre les taux
folliculaires d’IGF1 et d’IGF2 (63).

L’ARNm de PIGF2 a été détecté dans les cellules stromales ovariennes (84,88) et les
cellules de la theque (86,88). 1l est présent dans les cellules de la granulosa quel que soit le
stade de développement folliculaire avec une concentration qui augmente progressivement pour
étre maximale dans les follicules préovulatoires (84-86,88,92-95). On n’observe pas de
différence sur la quantit¢ d’IGF2 dans les cellules de granulosa en fonction du volume du
follicule ovarien ponctionné (94). L’IGF2 est mis en évidence sur I’ovocyte (84,87,89) et sur
I’embryon a tous les stades de son développement (89,90). Sur I’embryon, on observe que

I’expression des genes IGF1/2 augmente lors de son développement (90).
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Dans ’ovaire, les récepteurs a ’IGF1 (IGFR) sont exprimés sur les cellules du stroma
ovarien (88,95-98) et les cellules de la theque (88,96,97,99,100). Ils sont détectés sur les
cellules de la granulosa quel que soit le stade de développement folliculaire avec une expression
qui augmente progressivement pour étre maximale dans les follicules préovulatoires (84—
86,88,92,94,96,97,99,101-104). L immunomarquage est plus important au niveau des cellules
thécales par rapport aux cellules de la granulosa et aux ovocytes (96). En FIV, les
concentrations en IGF1R sont plus ¢levées dans les cellules de la granulosa issues d’ovocytes
immatures que d’ovocytes matures (85). Cependant, on n’observe pas de différence en fonction
du volume du follicule ovarien ponctionné (94). Les IGF1R sont aussi exprimés sur 1’ovocyte
quel que soit le stade de développement folliculaire (84,89,96,99), ainsi que sur I’embryon a

tous les stades embryonnaires (89,90).

Dans ’ovaire, les IGF2R sont exprimés sur les cellules stromales (86,88) et les cellules
de théques (86,88). Ils sont présents sur les cellules de la granulosa quel que soit le stade de
développement folliculaire avec une expression qui augmente progressivement pour étre
maximale dans les follicules préovulatoires (85,86,88,94). En FIV, I’expression des IGF2R sont
plus basses dans les cellules de la granulosa issues de FIV d’ovocytes immatures que
d’ovocytes matures (85). Cependant, on n’observe pas de différence selon le volume du
follicule ovarien ponctionné (94).

Les IGF2R sont exprimés sur 1’ovocyte quel que soit le stade de développement
folliculaire (89), ainsi que I’embryon a tous les stades embryonnaires (89,90). On observe chez
I’embryon que I’expression en IGF1/2R augmente au fur et a mesure de son développement

(90).

3. IGFBPs

Les IGFBP1, 2, 3, 4, 5 et 6 sont détectées dans les LF issus de FIV
(46,48,67,70,73,74,76,105-107) ou de prélevements d’ovaires issus de ccelioscopie
(46,70,108—111). Une équipe n’observe pas de corrélation entre les taux sériques et folliculaires
en IGBPI et 3 (67), une autre met en €vidence cette corrélation pour 'IGFBP1 (109). La
concentration sérique en IGFBP3 est plus ¢€levée que la concentration folliculaire (67);
I’inverse est observé pour I'IGFBP1 (67,106). Les concentrations en IGFBP2 sont plus faibles
dans les follicules dominants que dans les follicules atrétiques ou en croissance (108,110,111).
On n’observe pas ces différences pour les IGFBP1 et 3 (70,110,111), en fonction du volume du

follicule ovarien (70,73) ou du jour du cycle (70).
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Dans P’ovaire, toutes les IGFBPs sont présentes dans les cellules stromales, de la
granulosa et de la théque sur des coupes ovariennes (88,112,113) ainsi que dans les cellules de
granulosa issues de FIV (92,93,102,103,112,114). L’IGFBP2 est celle qui est détectée en plus
grande quantité. Sa concentration est plus importante pour des follicules de plus de 14mm (88).
En FIV, les concentrations en IGFBP1-2-3 sont plus élevées dans les cellules de la granulosa
issues d’ovocytes matures que d’ovocytes immatures (85,94). L’inverse est observé pour les
IGFBP4 et 6 et leur détection est plus marquée dans les petits follicules ovariens (85,94). On
ne trouve pas de différence de concentrations en IGFBP2 et IGFBP4 dans les cellules de la
granulosa en fonction du volume du follicule ovarien ponctionné contrairement a I’IGFBP5
dont la concentration augmente en fonction de ce volume (94). L’annexe 1 résume la présence

des acteurs de I’axe somatotrope au niveau ovarien.

Synthése

e La GH et son récepteur, ’ARNm des IGF1/2 et leurs récepteurs ainsi que leurs protéines de
transport sont détectés dans 1’ovaire a la fois au niveau des cellules folliculaires (granulosa et
théque), des cellules stromales et de 1’ovocyte.

e Leur expression va varier en fonction du stade du développement folliculaire avec une
globalement une expression plus importante au fur et a mesure de la croissance folliculaire.

e Les concentrations folliculaires en GH et IGF1 sont corrélées aux concentrations sériques,

les résultats sont plus discutés pour ’IGF2.

C. Vitamine D

Le dosage de la 25(OH)D est le meilleur reflet du statut vitaminique d’un individu du
fait de sa plus longue demi-vie et de sa meilleure biodisponibilité. La 1,25(OH)D, ayant une
courte demi-vie et une variation constante sous 1’effet de la PTH, ne doit pas €tre utilisée en
dosage courant (13).

Chez I’humain, la 25(OH)D est détectée dans les LF issus de FIV (115-126). 1l existe
une corrélation positive entre les taux de 25(OH)D sériques et folliculaires

(115,116,120,122,123,125,126), les taux folliculaires étant plus bas que les taux sériques (125).
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Le VDR est exprimé dans I’ovaire au sein des cellules stromales ovariennes (127), des
cellules de la granulosa (127,128), des cellules de la granulosa lutéinisées (129) et des cellules
de la theque (127). La lahydroxylase n’est pas retrouvée au niveau des cellules de la granulosa

(127).

Syntheése

e La concentration en 25(OH)D folliculaire est corrélée aux concentrations sé€riques.

e Le VDR est exprimé sur les cellules de la granulosa et de la theque ovarienne.
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Figure I: Synthése de la détection des acteurs de 1’axe somatotrope et thyréotrope, de la 25(OH)D et
de leurs récepteurs dans le follicule préovulatoire
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TSH @ TSHR : T3L T4L TRal = TRe2 @ TRp1 GH GHR IGF1 IGF2 IGF1R @ IGF2R [25(OH)D: VDR
Liquide folliculaire + NA + + NA NA NA + NA + + NA NA + NA
Epithélium NR +++ NR NR +++ -/+ +++ NR NR NR NR NR NR NR NR
Cellules stromales NR + NR NR + - + +* + NR + + + NR +
Granulosa: | \p . NR  NR : i i + - - " " " NR = NR
Follicule primordial
Granulosa :
. i NR + NR NR + - + = ++ - ++ ++ + NR +
Follicule préantral
Granulosa:
. . . NR + NR NR ++ -/+ + = + = +++ ++ ++ NR +
Follicule préovulatoire
Théque NR NR NR NR NR NR NR NR ++ ++ ++ +++ ++ NR +
Ovocytes NR + NR NR + + + + + = + + + NR NR
Embryons NR NR NR NR NR NR NR NR + + + + + NR NR

Tableau 1: Synthése de la détection des acteurs de I’axe somatotrope et thyréotrope, de la 25(OH)D et de leurs récepteurs au niveau ovarien.
NA : non applicable, NR : non réalisé
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III. Roles physiologiques dans le fonctionnement ovarien

Les effets physiologiques des acteurs de I’axe thyréotrope, de 1’axe somatotrope et de

la vitamine D sur le fonctionnement ovarien sont résumés dans le tableau 2.
A. Axe thyréotrope

1. Axe thyréotrope et folliculogénése

In vitro chez I’animal, 1’ajout de T3 chez le rat augmente la prolifération des cellules
de la granulosa sur les grands follicules, seule (130) ou en association a I’hormone
folliculostimulante (FSH) (131). Cet effet est synergique avec la FSH (132). A I’inverse chez
le chat (133) ou le porc (134), I’ajout de T4 ou de T3 dans des cultures de follicules préantraux
n’entraine pas d’effet bénéfique sur la croissance folliculaire et la prolifération des cellules de
la granulosa. On n’observe pas de différence sur I’expression des marqueurs de la prolifération
tel que le Ki37 (134). Chez le porc, I’ajout de T3 améliore la maturation et la différenciation
des cellules de la granulosa notamment lors de la lutéinisation (135,136). Elle augmente le
nombre de récepteurs a I’hormone lutéinisante (LH) / hormone chorionique gonadotrophine
humaine (hCG) (LHR) induits par la FSH sur les petits et moyens follicules par rapport a une
stimulation uniquement par FSH. On n’observe pas cette différence sur les grands follicules
(135-137). On observe que les caspases (marqueurs de 1’apoptose) sont moins abondantes
apres ajout de I’ajout T3 a de la FSH sur les petits follicules. On n’observe pas cet effet
antiapoptotique avec la T3 seule ou sur les moyens et grands follicules (134).

Chez ’humain in vitro, I’ajout de T3 ou T4 dans des cultures de cellules de la
granulosa issues de FIV, réduit I’activité des caspases et a un effet antiapoptotique (138).
L’ajout de T3 seule augmente la prolifération cellulaire cependant la FSH inhibe cette action
stimulante (16). Sur des ovaires prélevés en ceelioscopie, 1’ajout de T3 augmente 1’expression

des récepteurs aux cestrogénes Era, mais pas Erpl et Erp2 (40).

L’¢tude de I'impact des pathologies thyroidiennes chez 1’animal et I’humain sur le
fonctionnement ovarien permet aussi d’évaluer le role de [’axe thyréotrope sur la
folliculogénese et la stéroidogenese. Ainsi chez le rat prépubeére hypothyroidien, une
altération de la folliculogénése est observée avec une diminution de la taille des ovaires
(139,140), une baisse du nombre de follicules primordiaux, primaires, secondaires, antraux et

ovulatoires et une augmentation du nombre de follicules atrétiques (139—-143), sans que d’effet
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ne soit observé sur la fonction de reproduction adulte (141). Chez le rat adulte, on observe une
altération du cycle reproductif au bout de 2-3 semaines en cas d’administration de
propylthiouracil (PTU) et d’1 a 2 semaines en cas de thyroidectomie (140,144-147). On
observe aussi une baisse du nombre de follicules primordiaux, primaires et préantraux, sans
différence sur les follicules atrétiques (148). Chez les lapins ayant subi une thyroidectomie, on
note aussi un arrét de la maturation folliculaire ovarienne, et de plus fortes doses de
gonadotrophines sont nécessaires pour induire la lutéinisation (149). Chez le rat
hypothyroidien, 1’expression de ERB (150) et les concentrations en LHR sont trois fois plus
¢levées (145). Un traitement par T4/T3 seule ou associée a de I’hCG entraine une augmentation
de la taille des ovaires (147,151) et une normalisation des troubles du cycle (135,136,140—
142,144-147). On observe aussi une amélioration de la folliculogénese : augmentation du
nombre de follicules antraux, diminution des follicules atrétiques (144,151).

Chez la femme hypothyroidienne, des irrégularités menstruelles sont observées :
aménorrhée, oligoménorrhée, hypoménorrhée, anovulation, ménométrorragie avec
amélioration des troubles sous traitement (152,153). On ne note pas de baisse de la réserve

ovarienne (154).

2. Axe thyréotrope et stéroidogenése

In vitro chez I’animal, I’ajout de TSH au milieu de culture de cellules de la granulosa
de rats réduit I’activité 3 beta hydroxystéroide déshydrogénase (3BHSD) induite par I’hCG et
diminue la sécrétion de progestérone et d’cestradiol (155). Les HT ont en effet synergique avec
les gonadotrophines, elles augmentent 1'effet médié par la FSH sur ’induction de I’activité de
la 3BHSD et de I’aromatase par les cellules de la granulosa entrainant une augmentation de
I’cestradiol chez le porc (135,136,156—158) et le poisson (159). Chez le rat, la T3 améliore
I’expression induite par la FSH du cytochrome P450 par les cellules de la granulosa (160). Les
HT ont la méme action synergique sur la production de progestérone par les cellules
lutéales chez le porc (135,136,157,161). L ajout de T3/T4 seule n’entraine pas cet effet sur la
production d’cestrogeénes et de progestérone chez le porc (135,136,156—-158,162). On observe
dans certaines études que 1’expression de I’aromatase par les cellules de la granulosa est réduite
par I’ajout de T4 ou de T3 chez le rat (163,164) ou le porc (162,165), entrainant une baisse de

la production d’cestradiol chez le porc (165,166) notamment sur de grands follicules (158).
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Chez I’humain in vitro, lors de cultures de cellules de la granulosa issues de FIV avec
de la T3/T4, on note une augmentation de la sécrétion d’cestradiol (19,167) et de progestérone

(18,19).

Chez I’animal, I’hypothyroidie induit une augmentation de la captation d’iode par
I’ovaire et diminue la sensibilité¢ et la réponse aux gonadotrophines (168). Chez le rat
hypothyroidien, on observe une baisse de I’expression ovarienne du cytochrome P450 ainsi que
de I’expression des récepteurs a la FSH (FSHR). On note aussi une baisse du taux sérique de
FSH, LH et cestradiol (143,147,169,170). Ces effets sont réversibles apres 1’ajout d’hCG (169)
ou de T3 (143,147,169,170). L’ajout de T3 entraine aussi un meilleur pic de LH (147). Une
équipe montre I’inverse sur les gonadotrophines : chez le rat ayant subi une ovariectomie et une
thyroidectomie, on observe une augmentation plus importante de la FSH et de la LH. Cette
¢lévation des gonadotrophines est réversible sous traitement par T4 (144).

Chez la femme hypothyroidienne, 4 cas ont été rapportés d’hyperstimulation
ovarienne spontanée en cas d’hypothyroidie sévere avec régression des symptomes sous
lévothyroxine. Cette hyperstimulation serait la conséquence 1’action de la TSH comme FSH-
like entrainant une stimulation ovarienne (171). Chez la femme hypothyroidienne, les troubles
du cycle pourraient aussi €tre li€s a une hyperprolactinémie secondaire a une augmentation de
la TRH (172). Cette hyperprolactinémie entrainerait une altération de la pulsatilit¢ de la
gonadotropin-releasing hormone (GnRH) ayant pour conséquence un retard dans le pic de LH
et une insuffisance lutéale, la FSH resterait normale (27,173—-176). L hypothyroidie entraine
une baisse de la sex hormone-binding globulin (SHBG) ayant pour conséquence une baisse du
taux d’cestrogene, de la testostérone totale et une augmentation de leur fraction libre
(27,173,174,176,177). On observe aussi une baisse de la clairance de 1’androsténedione et de
I’cestradiol (178). Ces modifications hormonales se normalisent apres la mise sous traitement

par lévothyroxine (175,177).

3. Axe thyréotrope et qualité ovocytaire / embryonnaire

In vitro, dans un modele murin, la TSH seule peut entrainer I’expansion du complexe
cumulo-ovocytaire (CCO) (179), mais ’ajout de T3 a la FSH ne modifie pas son expansion
(163).

L’hypothyroidie est associée chez le rat a un taux d’ovulation spontanée plus faible

(146) et chez le poisson a une baisse du nombre d’ovocytes matures (180). Chez le rat, un
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traitement par 1évothyroxine et hCG entraine une augmentation du nombre d’ovocytes (151).
Chez des vaches, I’administration de PTU entraine une baisse des taux de fécondation et de
développement embryonnaire ainsi qu’un nombre de blastocystes plus faible (181). En
maturation in vitro (MIV) chez le bovin, 1’ajout de T3 dans le milieu de culture augmente le
nombre de blastocystes (182).

Les effets des HT en cours d’AMP chez I’humain sont abordés dans la partie IV.A.

Synthése

e Les HT sont impliquées dans la folliculogénese et la stéroidogenese ovarienne en synergie
avec les gonadotrophines.

e Elles stimulent la prolifération et la différenciation des cellules de la granulosa et de la theque
et ont un effet antiapoptotique.

e Elles participent a la maturation de 1’ovocyte et au développement embryonnaire.

B. Axe somatotrope
1. GH et fonction ovarienne

a. GH et folliculogénese ovarienne

La GH serait nécessaire a toutes les étapes de la folliculogénese : de I’entrée en
croissance des follicules primaires jusqu’au développement des follicules ovulatoires.

In vivo chez I’animal, un traitement adjuvant par GH induit une augmentation du
nombre de follicules ovariens du stade primaire au stade antral chez la souris (183,184), la
brebis (185) et le bovin (186—190). La GH stimule la prolifération des cellules de la granulosa
chez le porc (191). La taille des follicules est augmentée chez le lapin de facon dose dépendante
(192) et la poule (193). Elle réduit I’apoptose chez la poule (193).

In vitro chez I’animal, lors de cultures folliculaires, I’ajout de GH au milieu de culture
entraine une meilleure structure des follicules secondaires et stimule la croissance des follicules
préantraux chez la chevre (194). Chez la souris, on observe une augmentation significative de
la prolifération des cellules de la granulosa et des cellules thécales (183,195). On note
¢galement une réduction de I’apoptose chez le bovin (196,197) et le rat (198,199). Cet effet est
dose dépendant et des doses tres €levées de GH entrainent I’effet inverse avec un taux de survie

folliculaire plus faible (195). On observe les mémes effets prolifératifs et antiapoptotiques sur
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les corps jaunes bovins (200,201). En MIV, I’ajout de GH chez le bovin augmente la
prolifération cellulaire des cellules du cumulus et réduit 1’apoptose cellulaire (202).

Chez des souris knockouts (KO) GHR/GH, le nombre de follicules primordiaux est
¢leveé, mais les follicules primaires secondaires et antraux sont trés peu nombreux avec une

augmentation du nombre de follicules atrétiques (203—-205).

En FIV humaine, les patientes ayant une baisse de réserve ovarienne ont un plus faible
nombre de GHR sur les cellules de la granulosa (206) et un traitement adjuvant par GH

augmente leur densité (207).

b. GH et stéroidogenése ovarienne

La GH a aussi un role dans la stéroidogenese ovarienne en potentialisant I’effet des
gonadotrophines. In vivo chez I’animal, un traitement adjuvant par GH augmente la sensibilité
aux gonadotrophines chez la brebis (185). Elle augmente les concentrations périphériques
d’insuline, d’IGF1 (186) et I’cestradiol (192).

In vitro chez I’animal, on note un effet direct de la GH sur la stimulation de la
stéroidogenese en augmentant la production d’cestrogenes et de progestérone sur des cultures
de cellules de la granulosa de follicules antraux de rat (208,209), de bovin (210) et de porc
(191,211). Chez le rat, elle induit une augmentation du nombre de LHR (212) et de FSHR (209)
et une stimulation de la production d’androstérone (213). Chez la brebis (214), le macaque
rhésus (215) et le rat (209), la GH augmente I’expression du gene de la protéine StAR
(Steroidogenic acute regulatory protein), responsable de la translocation intramitochondriale du
cholestérol, premiere étape de la stéroidogenese. Chez le rat, elle augmente le cytochrome p450
responsable de la conversion du cholestérol en prégnélonone ainsi que la 3fHSD enzyme
responsable de plusieurs étapes dans la cascade de la stéroidogenese (209). Chez le rat, on
observe des effets synergiques a la FSH sur la stéroidogenese via la voie MAP kinase (209). La
GH stimule aussi la production de progestérone par le corps jaune chez le bovin (200,201). On
note une augmentation de la sécrétion d’IGF1 par les cellules de la granulosa et de la théque
chez le porc (191), une stimulation de 1’expression de I’IGF1 et de son récepteur chez le rat
(209) et de I'lGF2 chez le macaque rhésus (215).

Chez des souris KO GHR/GH, on observe aussi une réponse 3 fois moins importante

aux gonadotrophines (204).
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On observe aussi les mémes effets chez I’humain in vitro : ’ajout de GH a des cultures
de cellules de la granulosa stimule la production d’cestradiol (21,216-220), de progestérone
(217,218), de 17 OH progestérone (218) et d’IGF2 (221). Elle augmente la production de
progestérone sur des cultures de cellules lutéales (21,220,222). Cet effet est synergique avec
les gonadotrophines (223). La GH augmente 1’expression du cytochrome p450 nécessaire a la
conversion du cholestérol en prégnélonone (218) ainsi que ’activité aromatase induite par la
FSH (216). En FIV, un traitement adjuvant par GH entraine une augmentation de la
concentration d’cestradiol et de progestérone dans le sérum (81,224). On observe aussi une
augmentation de la 3HSD dans les cellules de la granulosa ainsi qu’une baisse des androgenes
(81,224). On observe aussi une augmentation de la densité en FSHR sur les follicules de 4 a 16
mm, en LHR sur les follicules de 10 a 16 mm, et des GHR (206). Cette augmentation des GHR

sur les cellules de la granulosa est corrélée a la concentration folliculaire en GH (225).

c. GH et qualité ovocytaire

En plus de son role sur la folliculogénése et la stéroidogenese, la GH est aussi impliquée
dans I’ovogenése animale. La GH seule ne permet pas d’induire une ovulation chez la brebis
(226) et le lapin (192), mais elle améliore 1’effet des gonadotrophines (227).

In vivo, un traitement adjuvant par GH augmente la maturation ovocytaire chez le lapin
(192) et le nombre de follicules contenant des ovocytes en métaphase Il (MII) chez la souris
(184).

En MIV, I’ajout de GH induit I’expansion et le diamétre du cumulus chez le bovin (228),
le cheval (229) et le macaque rhésus (230). Elle accélere la maturation nucléaire ovocytaire
chez le rat (231), le lapin (227), le renard (232) et le cheval (229). Cette maturation nucléaire
au moment de 1’ovulation s’accompagne aussi d’une maturation cytoplasmique. Chez le bovin
(233) et le cheval (234), I’ajout de GH augmente la redistribution de ces granules corticaux. La
GH permet d’obtenir plus d’ovocytes MII chez le bovin (228,235,236), la jument (234), la
chevre (237) et le mouton (238,239). Les résultats en MIV sur des ovocytes déja décoronisés
sont contradictoires. On n’observe pas de différence sur le nombre d’ovocytes MII chez le bovin
(240). A P’inverse chez la souris I’ajout de GH augmente le nombre d’ovocytes MIL, seule ou
en association avec I’IGF1, cependant leurs effets ne sont pas synergiques (241). Des anticorps
anti-IGF1 ne peuvent pas bloquer 1'effet de stimulation de la GH sur 'expansion des cellules du
cumulus et la maturation des ovocytes dans les follicules bovins évoquant un effet de la GH au

moins partiellement indépendant de I’'IGF1 (240).
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Chez des souris KO GHR, on observe une réduction des taux d’ovulation (204,205).

Chez I’humain, il a ét¢ rapporté un cas de MIV rescue sur une cohorte d’ovocytes
immatures décoronisés (vésicules germinatives (VQG)) : I’ajout de GH dans le milieu de culture
a permis d’améliorer la maturation ovocytaire et I’obtention d’embryons transférables (242).
Cependant, il a été décrit un cas de patiente avec syndrome de Laron suivi en FIV observant un
développement normal des follicules ovariens par stimulation par gonadotrophines avec
obtention d’ovocytes matures a la ponction malgré de tres faibles taux d’IGF1 dans le sérum et
liquide folliculaire (243). Les effets de la GH en traitement adjuvant en AMP chez [’humain

sont abordés dans la partie IV.B.

d. GH et qualité embryonnaire

La GH semble aussi impliquée dans le développement embryonnaire précoce. En FIV,
un traitement adjuvant par GH chez le buffle augmente le nombre d’embryons de bonne qualité
(190). En M1V, elle améliore les taux de fécondation et de clivage embryonnaire chez le bovin
(233,244,245). Elle augmente le nombre d’embryons J3 chez le macaque rhésus (230) et le
bovin (246) et le nombre de blastocystes obtenus chez le bovin (228,244,246), la souris (247)
et le mouton (239). Elle améliore la qualit¢é embryonnaire a J5 chez le bétail (248). Elle
augmente le nombre de cellules dans les blastocystes de souris (247,249) et le bovin (250).
Chez la souris, la GH semble cibler directement le trophoblaste plutét que la masse cellulaire
interne (247), malgré le fait que des GHR soient présents sur les deux types cellulaires (246).
Chez le bovin, la GH stimule la prolifération cellulaire du trophectoderme et de la masse
cellulaire interne et réduit I’apoptose (250). Elle améliore 1’éclosion du blastocyste chez le
bovin (245) et chez la souris (251). La GH augmente le taux d’implantation des embryons de
souris ayant eu de la GH dans leur milieu de culture (249). Elle améliore la survie des

blastocystes vitrifiés apres MIV chez le bovin (236).

En plus des effets directs de la GH ou médiés par les IGFs, I’amélioration de la qualité
ovocytaire et embryonnaire pourrait €tre liée a une baisse du stress oxydant. En effet,
I’administration in vivo de GH chez le rat diminue les Iésions tissulaires induites par une
ischémie par un effet antioxydant (252). En FIV chez I’humain, I’ajout d’un traitement adjuvant

par GH réduit certains marqueurs du stress oxydant dans le LF (253).
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Synthése

e La GH participe a toutes les étapes nécessaires au développement d’ovocytes matures, de
I’initiation de la croissance folliculaire jusqu’au follicule préovulatoire et au maintien du corps
jaune en phase lutéale.

e Elle stimule la prolifération et la différenciation des cellules de la granulosa et de la theque.
e Elle présente des effets antiapoptotiques et antioxydants.

e Elle est synergique a I’action des gonadotrophines sur la stéroidogenese ovarienne.

e Elle participe a la maturation nucléaire et cytoplasmique de 1’ovocyte puis au développement
embryonnaire.

e Ces actions sont a la fois directes et/ou médiées par I'IGF1.

2. IGF1/2 et IGFBPs et fonction ovarienne

a. IGFs et folliculogénése ovarienne

L’IGF1 participe au développement des follicules a partir du stade secondaire, mais pas
a ’entrée en croissance des follicules primaires. En effet in vitro chez I’animal, I’ajout d’IGF1
a différentes concentrations dans les cultures de cortex ovariens de vache ou de rat ne stimule
pas la transition du follicule primordial au follicule primaire, mais augmente |’atrésie
folliculaire (254). Selon Armstrong et al. le systéme IGF ne serait pas impliqué dans I’initiation
de la croissance folliculaire bovine, mais impliqué dans des évenements concomitants (255). 11
a été démontré chez le rat que I’insuline permettrait la transition du follicule primordial au
primaire, mais pas I’IGF1 (256).

En revanche, 'IGF1 a un role dans la croissance folliculaire. Dans des cultures
folliculaires in vitro de mouton (257), rat (258), chévre (259), porc (191,260), lapin (261) et
bovin (262-264), I’IGF1 stimule la prolifération de la granulosa et de la théque a partir du stade
des follicules secondaires. Il augmente la formation de I’antrum folliculaire et réduit I’apoptose
chez le porc (260,265) et le rat (266). 1l permet d’accroitre le diameétre du follicule chez le bovin
(267) et le rat (268). L ajout d’IGF1 améliore 1’ultrastructure des follicules (258). Il augmente
le nombre et la sensibilité des récepteurs aux gonadotrophines sur les cellules de la theque (269)
et de la granulosa (270-272) sur des follicules antraux de rat. Chez le bétail et la souris, I'IGF1
semble jouer un role clé dans la transition des follicules préantraux vers le stade dépendant aux

gonadotrophines (272). Chez la jument, I’injection folliculaire d’IGF1 dans des follicules
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secondaires a dose supraphysiologique améliore le phénoméne de dominance folliculaire (273).
Cet effet stimulateur sur la croissance folliculaire ne semblerait pas étre dose dépendant chez
le rat (258,274). L’ajout de GH et d’IGF1 dans des cultures de follicules préantraux de souris
améliore le développement folliculaire de fagon synergique (183).

L’ajout d’IGF2 entraine aussi une prolifération des cellules de la granulosa chez la

chevre et le mouton (275) et le bovin (276,277).

Chez des souris KO IGF1, on observe la présence de follicules primordiaux et
primaires, mais une absence de développement folliculaire normalement au-dela du stade
préantral (278,279). Par ailleurs, l'expression des FSHR est séverement réduite dans les
follicules préantraux, mais est rétablie a des niveaux normaux apres 2 semaines de
supplémentation exogeéne en IGF1 (278). Il a ét¢ démontré que I’ajout d’anticorps anti-IGFR
dans des cultures de follicules secondaires réduit la croissance folliculaire induite par I'lGF1
(275). Chez des souris KO GHR/GH, I’ajout d’IGF1 seul ne permet pas de rétablir une
maturation folliculaire chez ces souris (204) argumentant que l’effet de la GH serait

indépendant de I’IGF1 dans la croissance folliculaire initiale.

Les mémes effets sur la prolifération cellulaire ont ét¢ observés chez I’humain. En
folliculogénese in vitro, I’ajout d’IGF1 et 2 réduit I’atrésie folliculaire et augmente la proportion
de follicules primaires (280). Dans des cultures folliculaires, 'IGF1 est capable de stimuler
I’amplification d’ADN des cellules de la granulosa et peut ainsi étre un acteur de la prolifération
cellulaire (281,282). L’IGF1 stimule la production du vascular endothelial growth factor
(VEGF) par les cellules de la granulosa (283). Les actions de I'IGF1 et 2 sont médiées par le
récepteur IGF1 (284).

b. IGFs et stéroidogenése ovarienne

Les IGFs sont aussi impliqués dans la stéroidogenése ovarienne en potentialisant 1’effet
des gonadotrophines. Chez I’animal in vitro, I’'IGF1 stimule la sécrétion d’cestradiol et
progestérone par les cellules de la granulosa et de la theque dans les follicules antraux chez le
bovin (262,264,267,285), le mouton (257), le porc (191,286), le lapin (261) et le rat (268). 11
potentialise la production d’androgenes induite par la LH par les cellules de la theque (263,287)
et I’aromatisation des androgenes en cestrogenes (288). L’IGF1 aurait un effet synergique avec

les gonadotrophines sur la  prolifération cellulaire et la  stéroidogenese
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(263,264,285,286,289,290). L'IGF2 améliore la production d'cestradiol et de progestérone chez
le bovin in vitro (276,277).

Chez des souris KO IGF1, on observe une expression réduite de 1'aromatase (278).

Dans des cultures folliculaires humaines, I’IlGF1 stimule la production de VEGF par
les cellules de la granulosa (283). Il stimule la production d’androsténedione et de testostérone
(291). 1l augmente 1’activité de 1’aromatase dans les cellules de la granulosa (292). L’ ajout
d’IGF1 augmente la sécrétion d’cestradiol dans des cellules de la granulosa issues de follicules
en cours de développement, mais aussi dans des cellules lutéales (219,223,293-297). 1l
augmente la production de progestérone dans les cellules lutéales (219,295,298,299). Cet effet
est synergique avec la FSH (223,293-296) et I’hCG (219,299). 11 a ét¢ démontré qu’environ
50% des genes régulant I’expression de la FSH nécessitent 1’action de ’IGF1 et suggére ainsi
que la croissance folliculaire serait régulée de fagon coordonnée entre la FSH et le systéme des
IGFs (300). In vitro, PIGF2 augmente aussi la production d’cestradiol dans des cultures de
cellules de la granulosa (284,301) et de progestérone dans des cultures de cellules de la
granulosa lutéinisées (299). Les IGFs augmentent 1I’expression de la protéine StAR (302).

Par ailleurs, les gonadotrophines et les stéroides sexuels joueraient aussi un role dans le
systeme des IGFs. En effet, I’ajout de FSH ou d’cestradiol dans des cultures de cellules de la
granulosa augmente la production d’IGF1 chez le rat (303) et le porc (304). Chez le singe, un
traitement par androgenes augmente I’IGF1 et son récepteur au niveau des ovocytes des
follicules primordiaux (305). Chez les souris KO GHR, on observe des taux folliculaires d’IGF1
normaux malgré une maturation folliculaire retardée (203,204) reflétant probablement la
capacité d'autres hormones (comme la FSH et 1'cestradiol) a activer la production d'IGF1 (304).
In vitro chez I’humain, 1’ajout de FSH ou d’hCG augmente aussi I’expression de I’'IGF1 et 2

par les cellules de la granulosa (217,301,306).

c. IGFs et qualité ovocytaire

Les IGFs ont un role dans 1’obtention d’ovocytes matures aptes a étre fécondés. Chez
I’animal in vitro, la supplémentation en IGF1 améliore la survie de I’ovocyte chez le rat (258).
Il augmente la maturation ovocytaire chez le lapin (261). Chez le rat, I'IGF1 améliore la
maturation cytoplasmique en augmentant le nombre de granules corticaux le long de la
membrane plasmique ovocytaire (258). Chez la jument, I’injection folliculaire d’IGF1
augmente I’incidence des ovulations multiples (273). En MIV, on observe que I’ajout d’IGF1

améliore le nombre d’ovocytes MII chez la jument (229) et le mouton (238). L association de
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GH et d’IGF1 améliore le nombre d’ovocytes MII de fagon synergique (238). Sur des ovocytes
immatures décoronisés de souris, on observe aussi une augmentation du nombre d’ovocytes
MII (241).

Chez des souris KO IGF1, aucune ovulation n’est observée méme apres stimulation
par gonadotrophines exogenes (279).

En MIV chez ’humain, 1’ajout d’IGF1 augmente le nombre d’ovocytes matures
obtenus (307,308). On observe moins d’anomalies ovocytaires (granuleux, espace périvitellin
(EPV) augmenté¢, globule polaire (GP) fragmenté) apres 1’ajout d’IGF1 dans le milieu de MIV
(308). En FIV, on observe que les taux d’IGF1 folliculaire issus d’ovocytes matures sont

supérieurs a ceux issus d’ovocytes atrétiques (45).

d. IGFs et qualité embryonnaire

Les IGFs sont aussi impliqués dans le développement embryonnaire précoce. Lors de
culture folliculaire in vitro chez la souris, le développement embryonnaire et le nombre de
cellules du blastocyste sont améliorés par I’ajout d’IGF1 (268). En MIV, il augmente les taux
de clivage et de développement embryonnaire (J3 et J5) de fagon dose dépendante chez le porc
(309), le buffle (310), le mouton (238) et le bovin (244). Lors du développement du blastocyste,
I'I[GF1 augmente la prolifération de la masse cellulaire interne (247). Chez le mouton,
I’association GH et IGF1 améliore le nombre d’embryons transférables de facon synergique
(238).

L’ajout d’anticorps anti-IGFR ne modifie pas ’action proliférative de la GH sur le
trophectoderme, faisant penser que la GH et I'lGF1 agiraient indépendamment (247).

Chez I’humain en MIV lors d’ajout d’IGF1, on observe une augmentation du nombre

d’embryons a 8 cellules et de blastocystes (308).

3. IGFBPs et fonction ovarienne

Les IGFBPs folliculaires entrainent des changements dans la biodisponibilité des IGFs
folliculaires et sont ainsi aussi des acteurs dans la folliculogénése et la stéroidogenése
ovarienne.

In vitro chez I’animal, on observe chez le rat (311), la brebis (312), le porc (313) et la
jument (314), que les concentrations folliculaires en IGFBP 2 et 4 diminuent fortement pendant
le développement des follicules de 1 a 2 mm de diamétre jusqu'au stade préovulatoire. Par

ailleurs, leurs concentrations et celle de I'IGFBP-5 augmentent dans les follicules atrétiques
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chez le ruminant (272) et le porc (313). Ces changements de concentrations sont dus a deux
phénomenes : la variation de D’expression de ’ARNm des IGFBPs et leur dégradation
protéolytique. On observe une augmentation de 1’activité protéolytique des IGFBP2-4-5 lors de
la croissance folliculaire avec un maximum atteint pour les follicules préovulatoires chez la
jument (314,315), le bovin (316) et le porc (313). A ’inverse, on observe une baisse de 1’activité
protéolytique lors de ’atrésie folliculaire (313,315). Chez le bovin, il a ét¢ démontré que la
FSH inhibe fortement l'expression de 'ARNm de I'lGFBP-2 dans les cellules de la granulosa,
et que I’expression de I’ARNm de I’lGFBP-4 dans les cellules thécales serait inhibée par la LH
(317). De plus, la FSH diminue fortement l'expression des ARNm de 'lGFBP-4 et -5 dans les
cellules de la granulosa de rat in vitro (318).

Chez I’humain in vitro, il a ét¢ démontré une synthese des IGFBPs au sein des cellules
de la granulosa (102,296,298,319-321). L’ajout d’IGFBP1 ou 3 inhibe la sécrétion d’cestradiol
et de progestérone induite par I’'IGF1 par les cellules de la granulosa et cellules lutéales en
culture (297,322) et I’ajout d’IGF1 (296,298) ou de GH (297) entraine une inhibition de la
production d’IGBP1.

Nous pouvons supposer que la régulation de I’expression des IGFBPs dans les follicules
préovulatoires serait au moins partiellement dépendante des gonadotrophines. Ainsi la baisse
de la concentration folliculaire en IGFBPs lors de la croissance folliculaire permet d’augmenter
la biodisponibilité¢ des IGFs pour stimuler la prolifération des cellules de la granulosa et la
stéroidogenese. Lors de 1’atrésie folliculaire, leur augmentation entraine une baisse des IGFs

folliculaires.

Synthése

e [es IGFs n’ont pas d’implication sur la sortie du pool de réserve des follicules primordiaux,
mais seraient un modulateur de la folliculogénéese précoce et tardive.

e [Is stimulent la prolifération et la différenciation des cellules de la granulosa et de la theque
ainsi que la stéroidogenese ovarienne. L’IGF1 aurait un rdle indispensable dans le
développement folliculaire a partir du stade follicule secondaire.

e [Is auraient a la fois une action sur la folliculogénése par une action autocrine et paracrine,
mais aussi synergique avec les gonadotrophines et la GH.

e Ces actions sur la folliculogénese et la stéroidogenese sont en partie régulées par la variation

des concentrations en IGFBPs lors du cycle permettant de la faire varier la biodisponibilité des

IGFs folliculaires.
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C. Vitamine D

1. Vitamine D et fertilité

Chez le rat, il est démontré qu’un déficit en vitamine D induit une diminution de la
fertilité d’au moins 75%, une baisse des rapports fécondants, de 1’effectif des portées et une
augmentation des petits poids de naissance (323). Les souris expos€es in utéro a une carence
maternelle en vitamine D présentent des cycles plus irréguliers et oligo-ovulatoires (324). Le
mécanisme  physiopathologique est débattu. Certains auteurs considerent que
I’hypocalcémie/hypophosphorémie secondaire a la carence en vitamine D et non la carence en
vitamine D en elle-méme est responsable de cette baisse de fertilité (325,326). En effet, chez
des souris KO VDR, le maintien d’un apport élevé de calcium permet de maintenir une

fécondité normale (327).

2. Vitamine D et folliculogénése

Quelques études ont été¢ menées chez I’animal in vitro au cours de cultures de cellules
de la granulosa. Chez la poule, il a ét¢ montré que la supplémentation en 1,25(OH)D augmente
la prolifération et la différenciation cellulaire et augmente le nombre de FSHR (328). Chez la
chevre, I’ajout de 1,25(OH)D augmente le nombre de VDR et réduit le nombre de FSHR (329).
Chez le macaque rhésus, la prolifération et la survie folliculaire sont améliorées a partir du stade
préantral ainsi que la maturation ovocytaire. On observe une augmentation du diametre des
follicules antraux et de la taille de I’ovocyte. Elle augmente la production d’1ahydroxylase et
le nombre de VDR sur les follicules antraux (22,23). Chez la souris KO pour le VDR, il existe

une altération de la folliculogénése ovarienne (330).

Chez ’humain, I’ajout de 1,25(OH)D a des cultures de cellules de la granulosa issues
de FIV diminue I’expression du FSHR et du récepteur a I’hormone antimiillérienne (AMH).
Ainsi en inhibant I’expression du récepteur a I’AMH, la vitamine D leve I’effet inhibiteur de

I’AMH sur la différenciation des cellules de la granulosa et aide les follicules a maturer (117).

Plusieurs études ont cherché une corrélation entre les marqueurs de la réserve ovarienne
et le taux de vitamine D sérique. La plupart ne retrouvent pas de corrélation entre la 25(OH)D
et les marqueurs de réserve ovarienne (FSH et AMH) (331-335). On n’observe pas non plus de

corrélation chez la patiente ayant un syndrome des ovaires polykystiques (SOPK) (335). Une
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¢tude de plus petite cohorte (33 patientes) a montré une corrélation entre les taux de 25(OH)D
et d’AMH avec une variation saisonniere et une augmentation significative de I’AMH sous
supplémentation par vitamine D (336). Une autre ¢tude a mis en évidence une corrélation
positive entre les taux sériques d’AMH et de 25(OH)D chez des patientes de plus de 45 ans
(337). Une étude a mis en évidence une corrélation positive entre la 25(OH)D et le compte des
follicules antraux (CFA) (338). Une derniere étude montre une corrélation négative entre les
concentrations FSH urinaires et de 25(OH)D sériques (339). Chez des patientes SOPK
carencées en vitamine D, un traitement substitutif permet de réduire I’AMH; pour les patientes
non SOPK on n’observe pas de variation de I’AMH (340). Deux essais randomisés controlés
(ERC) ont montré a [Dinverse qu'une supplémentation en vitamine D augmentait

progressivement le taux d'AMH sérique (341,342).

3. Vitamine D et stéroidogenese

In vitro chez I’animal, I’ajout de 1,25(OH)D a des cultures de cellules de la granulosa
porcines augmente la production de progestérone (343,344) et d’cestradiol (344,345). Une autre
équipe montre a I’inverse une baisse de la production de progestérone (346). Chez la chévre,
I’ajout de 1,25(OH)D augmente ’expression de la protéine StAR et de la 3HSD. On observe
une augmentation de I’cestradiol et de la progestérone, une baisse du récepteur a I’AMH et de
I’expression de I’AMH (329). Chez la poule, on note aussi une diminution de 1’expression de
I’AMH (328). En folliculogénese in vitro chez le macaque rhésus, 1’ajout de 1,25(OH)D
augmente la production d’cestradiol et d’AMH(22). Dans une autre étude menée par la méme
équipe, ils n’observent pas de différence sur la production d’cestradiol, de progestérone et
d’androsténedione, mais une augmentation de I’AMH (23). Chez des souris SOPK, I’ajout de
1,25(OH)D sur des cultures de cellules de la granulosa réduit 1’expression de la protéine StAR
et de la 3BHSD ainsi que I’activité de I’aromatase entrainant une baisse de I’cestradiol et de la
progestérone (347,348).

Chez la souris KO VDR, [D’expression et [Dactivit¢ de [’aromatase sont
significativement diminuées. La supplémentation en calcium permet d’augmenter I’activité de

I’aromatase sans la normaliser compleétement (330).
Chez I’humain in vitro, il a ét¢ démontré que 1’ajout de 1,25(OH)D sur des cellules de

la granulosa augmente de I’activit¢ 3BHSD entrainant ainsi une augmentation de la

progestérone. On n’observe pas d’effet sur ’aromatase et sur le taux d’cestradiol (117). Une
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autre équipe a mis en culture des cellules de la granulosa humaines seules ou au sein de tissus
ovariens. Ils ont montré que I’incubation avec de la 1,25(OH)D augmentait la production de
progestérone et d’cestradiol sans augmenter la production de testostérone. La vitamine D agirait
en synergie avec ’insuline pour augmenter la production d’cestradiol et inhiber 1’action de
I’IGFBP1 (127).

En FIV, I’ajout de vitamine D chez des patientes carencées ne modifie pas les
concentrations folliculaires en androgenes et progestérone et on n’observe pas de corrélation
entre les concentrations folliculaires en 25(OH)D et ces hormones. On ne note pas
d’augmentation de I’expression des genes impliqués dans la stéroidogenese notamment la
syntheése d’cestradiol (120). L impact de la 25(OH)D sur les résultats de FIV est développé dans
la partie IV.C.

Synthese
e La vitamine D semble moduler la folliculogénese et la stéroidogenese ovarienne. Les
mécanismes et réels effets restent cependant mal connus.
e La vitamine D pourrait améliorer les troubles de la folliculogénése et stéroidogencse,

notamment dans le modéle du SOPK.
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TSH

T3L

T4L

GH

IGF1/2

1,25(0H)D

Follicules - Initiation croissance - Atrésie folliculaire
primordiaux
Follicules - Anti-apoptotique - Croissance folliculaire : - Croissance folliculaire
primaires - Prolifération CG
- Différenciation
cellulaire
Follicules - Prolifération CG (+/-), | - Maturation et - Prolifération CG/ CT | - Prolifération CG / CT
secondaires synergie FSH différenciation CG - Différenciation - Différenciation
- Maturation et cellulaire cellulaire
différenciation CG - Acquisition LHR et - Acquisition LHR et
- Augmentation FSHR FSHR
RLH/hCG - Survie folliculaire - Réduction atrésie
- Anti-apoptotique - Anti-apoptotique - Anti-apoptotique
Follicules - Baisse E2 et P | - Prolifération CG (+/-), - Synergie FSH/LH - Prolifération CG / CT : - Prolifération CG /CT | - Prolifération/survie CG
antraux synergie FSH sur stéroidogenése : - Expansion cellules - Formation antrum - Différenciation CG

- Maturation et
différenciation CG

- Augmentation
RLH/hCG et ERa.

- Synergie FSH/LH sur
stéroidogenése :
augmentation E2 et P

- Anti-apoptotique

augmentation E2 et P
- Anti-apoptotique

cumulus

- Stimulation
stéroidogenese CG et
CT

- Sensibilité
gonadotrophines

- Augmentation
IGF1/IGF1R, IGF2

- Réduction du stress
oxydant

- Anti-apoptotique

- Expansion cellules
cumulus

- Stimulation
stéroidogenese CG et
CT

- Acquisition RLH et
RFSH

- Sensibilité
gonadotrophines

- Dominance

- Synthése VEGF

- Anti-apoptotique

- Augmentation / baisse
RFSH

- Augmentation / baisse
AMH

- Baisse AMHR

- Augmentation activité
3BHSD

- Augmentation P (+/-)
- Augmentation E2 (+/-)
- Augmentation VDR

- Synthése
lahydroxylase
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TSH T3L T4L GH IGF1/2 1,25(OH)D
Ovulation - Expansion - Augmentation nombre | - Augmentation - Potentialise effet - Maturation nucléaire | -Maturation ovocytaire
CCO ovocytes nombre ovocytes gonadotrophines et cytoplasmique
- Dissociation cellules - Taux ovulation
cumulus - Survie ovocytaire
- Maturation nucléaire : - Qualité ovocytaire
et cytoplasmique
Corps - Synergie FSH/LH sur - Synergie FSH/LH - Prolifération cellulaire : - Prolifération cellulaire
Jjaunes stéroidogenése : sur stéroidogenése : - Stimulation - Stimulation
augmentation E2 et P augmentation E2 et P | stéroidogénése stéroidogenese CG et
- Lutéinisation - Lutéinisation - Anti-apoptotique CT
Embryons - Fécondation et - Fécondation et - Développement - Développement
développement développement embryonnaire embryonnaire
embryonnaire embryonnaire - Qualité embryonnaire | - Qualité embryonnaire
- Taux de fécondation
- Survie embryonnaire
apres décongélation
- Eclosion blastocystes
- Anti-apoptotique

Tableau 2: Synthése des effets de GH, IGF1/2, TSH, T3L, T4L et 1,25(OH)D sur le fonctionnement ovarien

CG : cellules de la granulosa, CT : cellules de la théque, FSH : hormone folliculostimulante, LH : hormone lutéinisante, hCG : Hormone chorionique gonadotrope
humaine, RLH : Récepteur a la LH, RFSH : récepteur a la FSH, VEGF : Facteur de croissance de I’endothélium vasculaire, E2 : cestradiol, P : Progestérone, ERa :
récepteurs aux cestrogeénes, CCO : complexe cumulo-ovocytaire, AMH : Hormone antimiillérienne, AMHR : Récepteur a I’AMH, 3BHSD : 3 beta hydroxy-steroidogenase
VDR : récepteur a la vitamine D
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IV. Résultats en AMP, profils hormonaux et auto-immunité thyroidienne

A. Axe thyréotrope

1. Axe thyréotrope et résultats AMP : analyse des concentrations

sériques et folliculaires

De nombreuses équipes ont évalué I’impact de 1’axe thyréotrope sur les résultats en
AMP. Pour ce faire, 24 ¢tudes ont été répertoriées : 2 méta-analyses, 10 prospectives et 12
rétrospectives ; avec évaluation des résultats des tentatives de FIV en fonction de la TSH au
démarrage de la stimulation. Pour toutes ces études deux groupes ont été¢ constitués : TSH
sérique < 2,5 mUI/L ou > 2,5 mUI/L.

Deux études prospectives réalisées en 2011 (n=1231) (349) et 2017 (n= 270) (349)
n’observent pas de différence concernant la réponse a la stimulation: dose totale de
gonadotrophines utilisées, nombre de jours de stimulation, taux d’cestradiol au déclenchement.
Concernant les parametres biologiques, elles ne montrent pas de différence sur le nombre
d’ovocytes recueillis, le taux de fécondation, le nombre et la qualité embryonnaire.

2 méta-analyses ont ¢été¢ faites en 2018 (Zhao et al, 7 études prospectives et 11
rétrospectives, n=14 486) (350) et 2019 (Jin et al, 2 études prospectives et 10 rétrospectives,
n=1185) (351) pour évaluer I’impact de la TSH en début de stimulation sur les issues de FIV.
Aucune des deux ne conclue a une différence sur les taux de grossesses et de fausses couches
spontanées (FCS). La premicre ne met pas non plus en évidence de différence sur le taux de
naissances vivantes. Ces résultats ont ét¢ confirmés en 2020 par I’étude prospective de So et al
sur 1479 patientes (352).

Seules deux études rétrospectives (n=232 et n=233) ont ét¢ menées dans le cadre du don
d’ovocytes, on observe une baisse du taux de grossesses si la TSH de la donneuse est supérieure
a 2,5mUI/L et ce indépendamment de la TSH de la receveuse d’ovocytes (353,354), sans

différence observées sur le taux de naissances vivantes (353).

Quatre ¢études prospectives ont €t¢é menées sur ’analyse des LF, les résultats sont
synthétisés dans le tableau 3. Lorsque 1’on compare les dosages en T3L et T4L folliculaires de
donneuses d’ovocytes et de femmes infertiles, on observe que la T4L folliculaire est plus haute
chez les femmes infertiles (39).

Concernant la TSH folliculaire, Cai et al ont réalisé une étude prospective incluant 299

patientes observent uniquement une corrélation positive avec le nombre d’embryons de bonne
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qualité (34), les autres parametres biologiques de la FIV ainsi que les chances de grossesse ne
sont pas corrélés. Un seconde étude de plus faible effectif (n=60) observe une corrélation
négative avec le taux de fécondation sans résultat significatif sur les autres parametres (355).

Cai et al ont aussi évalué les HT T4L et T3L folliculaires. Elles ne sont pas corrélées
au nombre d’ovocytes, a la maturation ovocytaire, au taux de clivage ou a la qualité
embryonnaire. On observe que les patientes enceintes ont une T4L plus ¢levée dans le sérum et
le LF, non retrouvée pour la T3L (34).

L’influence des ACAT dans le LF sur les paramétres de FIV a aussi ét¢ étudiée. On
n’observe pas de différence sur le nombre d’ovocytes (33), le taux de fécondation (33,34), le
nombre (34) et la qualité embryonnaire (33). Une autre étude prospective de petit effectif (n=31)
démontre une baisse du taux de fécondation et moins de « tops» embryons (44). Une étude
observe une baisse des taux de grossesses (33) et deux aucun impact (dont celles de Cai et al

ayant D’effectif le plus important (n=299)) (34,44).

TSH T4L T3L ACAT
Nombre d’ovocytes recueillis nr NS nr NS
Nombre d’ovocytes matures NS NS nr nr
Taux fécondation Négative / NS nr nr Négative / NS
Taux clivage embryonnaire NS NS nr nr
Qualité embryonnaire I;I(;sgiz:i/\e/e/ NS nr Négative / NS
Taux de grossesses NS Positive NS Négative / NS

Tableau 3: Corrélation entre les concentrations folliculaires en TSH, T4L, T3L et les ACAT et les
résultats des tentatives de FIV
nr : non réalisé, NS : non significative

2. Hypothyroidie, infertilité et résultats en AMP

La prévalence de I’hypothyroidie chez les femmes infertiles est évaluée entre 4 % et
11% (356-358). Une €quipe observe jusque 52% d’infertilité dans une cohorte de patientes
hypothyroidiennes.

3 équipes se sont intéressées a comparer les résultats des tentatives de FIV chez des

patientes hypothyroidiennes traitées versus des patientes euthyroidiennes. Une étude observe
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une durée de stimulation plus longue (359), non observée par d’autres (360). On n’observe pas
de différence sur la dose totale de gonadotrophines utilisées, 1’épaisseur de I’endomeétre et le
taux d'cestradiol au déclenchement (360). Concernant les parametres biologiques, on ne note
pas de différence sur le nombre d’ovocytes matures et de tops embryons (360). Deux équipes
observent une baisse du taux de fécondation (359,360) et une du nombre d’embryons de bonne
qualité (359). Les résultats sont partagés sur les issues de tentatives, une étude montre une
baisse du taux de grossesses et du taux de naissances vivantes (360), deux autres n’observent

pas de différence sur ces parameétres ni sur le taux de FCS (359,361).

L’effet du traitement par 1évothyroxine en cas d’hypothyroidie infraclinique sur les
résultats de FIV a été étudi¢ : on n’observe pas de différence sur la dose totale de
gonadotrophines (362,363), le nombre d’ovocytes et le taux d’ovocytes MII (362-364), le taux
de fécondation (364), le nombre d’embryons total obtenu (364), les taux de transfert et de
congélation embryonnaire (362,363). Cependant, une augmentation du nombre d’embryons de
bonne qualité a été¢ rapportée (362). Les résultats des issues de grossesse sont a nouveau
partagés, certains n’observent pas de différence sur taux de grossesses (359,364,365), de
naissances vivantes (359,364) et de FCS (364,365); d’autres démontrent une augmentation du
taux de grossesses et de naissances vivantes (362,363) et une diminution des FCS (362,363).

2 méta-analyses ont été réalisées en 2013 et 2018 pour évaluer I’effet d’un traitement
par lévothyroxine chez les patientes en AMP avec une hypothyroidie infraclinique. La premiére
réalisée sur 3 ECR (n=220) trouve une augmentation du taux de naissances vivantes et une
baisse du taux de FCS, mais sans impact sur le taux de grossesses (366). La deuxiéme
regroupant 4 ECR (n=787) n’observe aucun effet du traitement par 1évothyroxine sur les taux
de grossesses et de naissances vivantes ni sur le risque de prématurité, mais démontre aussi une

baisse du risque de FCS (367).
3. Anticorps antithyroidiens, infertilité et résultats en AMP
a. KEpidémiologie
La prévalence des ACAT chez les femmes en age de procréer est estimée entre 5 et 10%
(368). La plupart des études montrent une augmentation de la prévalence des ACAT chez les
femmes infertiles, elle est évaluée entre 9% et 18% (352,356,369—-372) sans différence avec la

prévalence dans la population générale (373,374). La méta-analyse de Van Den Boogaard et al

montre que la présence d’ACAT augmente le risque d’infertilité idiopathique (371).
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Il a ét¢ observé dans une population infertile que les patientes endométriosiques
présentaient plus d’ACAT (369,375).

On observe aussi une association entre 1’insuffisance ovarienne prématurée (IOP)
idiopathique et les ACAT (375-377). Certaines €quipes observent aussi une baisse de réserve
ovarienne décrite par une AMH plus basse chez les patientes avec des ACAT (378,379),
d’autres ne mettent pas en évidence cette différence sur I’AMH associée au CFA (380,381). La
baisse de ’AMH n’est pas mise en évidence dans une population de jeunes femmes avec des
ACAT (10-18ans) suggérant que I’altération de la réserve ovarienne d’origine auto-immune
prend du temps et qu’a I’adolescence les effets ne seraient pas encore visibles (382). Le titre

d’anticorps anti-TPO n’est pas corrélé a I’AMH dans I’lOP (376).

b. Impact des anticorps antithyroidiens sur les résultats en FIV

De nombreuses études ont été réalisées pour évaluer I’impact de la présence d’ACAT
sériques sur les résultats de FIV. L’auto-immunité thyroidienne est le trouble immunitaire le
plus fréquemment diagnostiqué lors de bilan d’échec d’implantation en FIV: 11,5%
d’anticorps anti-TPO et 8,3% d’anticorps anti-TG (383).

3 méta-analyses ont été réalisées en 2010 (Toulis et al, 4 études prospectives, n=1098),
en 2015 (Wu et al, 11 études de cohorte) et 2016 (Busnelli et al, 6 études prospectives et 6
études rétrospectives, n=2230) pour évaluer I’impact des ACAT sériques sur les résultats les
tentatives de FIV ainsi que 16 études prospectives et 11 rétrospectives.

Il n’est pas mis en évidence de différence concernant les différents critéres évaluant la
réponse a la stimulation : durée de stimulation (365,384), dose totale de gonadotrophines
(365,385), taux d’oestradiol au déclenchement (365,385,386). Une étude prospective a évalué
I’impact sur le volume endométrial, il n’a pas €té mis en évidence de différence (387).

Concernant les résultats biologiques, la méta-analyse de Busnelli ne montre pas
différence concernant le nombre d’ovocytes recueillis et les taux de fécondation (388).
Certaines études prospectives ne mettent pas en évidence de différence pour le nombre
d’embryons congelés (389), obtenus ou transférés (384-386). Les résultats sont plus partagés
sur la qualité embryonnaire ou seules 4 études ont €t€¢ menées et sur des petits effectifs : deux
€quipes ne montrent pas de différence sur le nombre d’embryons de grade 1 ou 2 (365,387), 2
autres montrent un plus faible nombre d’embryons de type A (44,390).

Concernant les issues de grossesse en FIV, 3 méta-analyses ne montrent pas de

différence sur le taux de grossesse ou d’implantation mais démontrent une augmentation du
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risque de FCS (388,391,392). Depuis, Seungdamrong et al ont réalis€ en 2017 une étude
prospective contrélée multicentrique sur 1468 patientes qui confirme ces résultats (393).
L’¢étude prospective de So et al. en 2020 sur 1479 patientes n’observe pas non plus de différence
sur le taux de grossesse cumulés en FIV (352). Les principales hypotheses proposées pour
expliquer I’augmentation du risque de FCS li¢ a la présence d’ACAT seraient : un défaut
généralisé de la balance immunitaire, une baisse des HT fruste pendant la période gestationnelle
et ou un biais avec 1'age maternel. L augmentation du risque de FCS est aussi retrouvé lors des
grossesses hors AMP (371,394).

Les résultats sur les taux de naissance vivante sont plus discordants. Les deux premiéres
méta-analyses ne montrent pas de différence sur le taux de naissance vivante (391,392), ainsi
I’équipe de Chen en 2017 (étude prospective sur 3763 patientes) (395), alors que la méta-
analyse Busnelli et I’é¢tude Seungdamrong mettent elles en évidence une diminution (388,393).
Seuls Unuane et al en 2016 ont évalué le taux de naissance cumulé en FIV lors d’une étude

rétrospective sur 2406 patients, ils n’observent pas de différence significative (396).

Un ERC sur 600 patientes a ¢été réalisé¢ chez des patientes euthyroidiennes présentant
des anticorps anti-TPO suivies en FIV avec lévothyroxine en traitement adjuvant. On n’observe
pas de différence sur le nombre d’ovocytes et d’embryons, la qualité embryonnaire, sur les taux
de fécondation, de grossesses évolutives, de FCS ou de naissances vivantes (397). Une seconde
¢tude prospective (n=484) avec le méme objectif, n’a pas observé de réduction du risque de
FCS (398). A noter que 2 méta-analyses d’ERC (399,400) ont conclu a une réduction du taux
de FCS lors de prise de traitement adjuvant par lévothyroxine lors de grossesse hors AMP.

L’ajout d’un traitement adjuvant par 1évothyroxine-aspirine-prednisolone améliore tous
les parametres de la stimulation ainsi que le taux de grossesses (390). Une étude prospective a
évalué I’ajout de prednisone seule en traitement adjuvant chez ces patientes, il n’a pas été mis
en évidence de différence significative sur les parameétres biologiques de la FIV, mais on
observe une augmentation du taux de grossesses et de naissances vivantes, mais pas de

réduction des FCS (385) pouvant suggérer un effet additionnel des HT.
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Synthése

e La TSH en début de stimulation pour FIV n’est pas corrélées aux différents parameétres de la
FIV ni aux issues de tentatives.

e [] existe une augmentation de la prévalence des thyroidites auto-immunes chez les patientes
IOP ou endométriosiques.

e L’hypothyroidie traitée ne semble pas avoir d’impact sur les résultats de tentatives de FIV,
bien que les résultats concernant les issues de grossesse soient contradictoires.

e [’ajout d’un traitement par 1évothyroxine pour I’hypothyroidie infraclinique ne semble pas
augmenter les chances de grossesses en FIV, mais entraine une réduction du taux FCS.

e La présence d’anticorps antithyroidiens ne modifie pas les parametres de la stimulation
ovarienne ni biologiques de la FIV. Il n’y a pas de baisse des chances de grossesse mais il est
démontré une augmentation du risque de FCS.

e L’ajout d’un traitement adjuvant par lévothyroxine en cas de présence d’ACAT réduit le

risque de FCS lors de grossesses spontanées mais n’est pas démontré lors de grossesses issues

de FIV.

B. Axe somatotrope

1. Analyse des dosages hormonaux folliculaires et des résultats de

tentatives de FIV

Des équipes se sont intéressées aux corrélations hormonales sériques et folliculaires de
la GH et de I’'IGF1 lors de protocoles de FIV avec les différents parametres de la stimulation et

biologiques de la FIV. Les principaux résultats sont résumés dans le tableau 4.

La concentration en GH folliculaire présente une corrélation positive avec les taux
folliculaires d’oestradiol et d’insuline, et une corrélation négative avec la progestérone
folliculaire. Il n’existe pas de corrélation avec la testostérone folliculaire (49). Concernant les
résultats biologiques de la FIV, la GH folliculaire serait corrélée de facon positive aux taux de
fécondation, de clivage et aux nombres d’embryons a J3 (401). Une autre équipe trouve une
corrélation inverse entre la GH folliculaire et le taux de clivage et le nombre d’embryons
transférables a J3 (49). Par contre la GH folliculaire serait plus élevée dans le LF des patientes

ayant une grossesse suite a une FIV (402).
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Concernant la GH sérique, on observe une corrélation positive avec le nombre

d’ovocytes et d’embryons transférés et les taux de grossesses (403).

Les données sont plus variables concernant I’'IlGF1 folliculaire. Les résultats
concernant les taux d’IGF1 et d’oestradiol folliculaire sont discordants : corrélation négative
(68), corrélation positive (72) ou pas de corrélation (70). On ne trouve pas de corrélation entre
les taux folliculaires d’IGF1 et de progestérone (68,70), de FSH et de LH (68). Certains
observent une corrélation négative pour la testostérone folliculaire (68) et d’autres trouvent une
corrélation positive avec les androgenes folliculaires (404).

Concernant les parametres de stimulation, une équipe trouve une corrélation positive
entre I’IGF1 folliculaire et la dose totale de gonadotrophines et le nombre de jours de
stimulation (64), une autre non (68). A noter que les taux d’IGF1 folliculaires sont plus faibles
chez les mauvaises répondeuses (74).

Concernant les résultats biologiques des tentatives d’AMP, on retrouve une corrélation
positive entre ’IGF1 folliculaire et le nombre de follicules ponctionnés (64) et le nombre
d’ovocytes matures (68) ainsi qu'une concentration plus ¢élevée dans les follicules contenant
des ovocytes matures vs des ovocytes atrétiques (45); d’autres ne mettent pas en évidence de
corrélation selon le grade de maturation ovocytaire (61,62). Le taux d’IGF1 folliculaire est plus
¢levé dans les follicules donnant des ovocytes fécondés vs des ovocytes non fécondés (75). En
revanche, on n’observe pas de corrélation avec les taux de fécondation (62,64), de clivage (75)
et de développement embryonnaire (76). Cependant, il a été trouvé une corrélation positive
entre le taux d’IGF1 folliculaire et le nombre d’embryons de bonne qualité transférés (56). Le
taux folliculaire d’IGF1 serait plus élevé dans le LF des patientes ayant une grossesse suite a
une FIV (402) cependant il n’est pas mis en évidence de corrélation avec le taux de grossesses
(79).

Une concentration sérique en IGF1 plus ¢levée serait associée a une moindre dose
totale de gonadotrophines (62) et a moins de jours de stimulation (64). On ne retrouve pas de
corrélation entre I'IGF1 sérique et le taux d’cestradiol (E2) le jour du déclenchement

(62,66,68,72,102),
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GH IGF1 IGF2
GH séri IGF1 séri
SNAUE 1 folliculaire SRR | folliculaire | folliculaire
Dosages hormonaux
Positive /
E2 folliculaire nr Positive nr . Positive
f Négative / NS
E2 sérique Positive nr NS nr Positive / NS
Progestérone folliculaire nr Négative nr NS Positive
Positive
Testostérone folliculaire nr NS nr L. nr
/ Négative
Résultats des tentatives de FIV

Dose totale FSH nr nr Négative Négative ou NS nr
Durée stimulation nr nr Négative Négative ou NS nr
Nombre d’ovocytes Positive nr nr Positive nr
Taux fécondation nr Positive nr NS nr
T li Positive /

aux ¢ zvage or 0’51 ive or NS or
embryonnaire Négative
Taux dével t .

dix aeve o'ppemen nr nr nr NS Positive
embryonnaire

. Positive / .
Nombre d’embryons J3 Positive ] V nr Positive nr
negative

Taux de grossesses Positive Positive nr Positive / NS nr

Tableau 4: Corrélation entre les taux sériques et folliculaires en GH/IGF1/IGF2 et les résultats des
tentatives de FIV
nr : non réalisé, NS : non significative, E2 : cestradiol, FSH : gonadotrophines

2. FIV et traitement substitutif par GH chez des patientes présentant un

déficit en GH (GHD)

Etant donné que la FIV est rarement nécessaire chez les patientes atteintes de GHD,
seuls deux case-reports ont décrit I'impact d’une substitution par GH sur les résultats de la FIV.
Le premier décrit un effet positif sur I'endomeétre lors d’échec d’implantation en FIV chez une
femme souffrant d'hypopituitarisme : la GH a amélioré 1'épaisseur de I'endometre permettant
I’obtention d’une naissance vivante. Aucune donnée sur la qualité des ovocytes n'a été rapportée
(405). Le deuxieme cas a observé I'amélioration de la qualité ovocytaire en FIV chez une
patiente avec un GHD isolé. 1l est rapporté une normalisation de la dysmorphie ovocytaire,

notamment 1’aspect granuleux cytoplasmique. Une grossesse a €té obtenue (406).
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Rajesh et al. ont recherché rétrospectivement un GHD isolé chez des patientes suivies
en FIV ayant un antécédent de mauvaise réponse ovarienne, d’altération de la qualité ovocytaire
ou d’¢chec d’implantation. Ils ont exclu de leur ¢étude les patientes présentant un
hypopituitarisme connu. Ces patientes ont ét¢ mises sous GH lors d’une nouvelle tentative de
FIV. Ils démontrent une amélioration de la qualit¢ embryonnaire et du taux de fécondation. Il
n’y a pas de différence sur le nombre d’ovocytes recueillis ou sur leur maturité, ni sur

I’épaisseur endométriale. Les issues de tentatives ne sont pas décrites (407).

3. FIV et traitement adjuvant par GH chez des patientes sans GHD

a. FIV : patientes normo répondeuses

Les études menées ces 30 derniéres années sur I’impact d’un traitement adjuvant par
GH en FIV chez des patientes sans GHD normo-répondeuses ont été répertoriées : 3 revues
Cochrane, 5 ERC, 12 études prospectives controlées et 2 rétrospectives. Les 3 revues Cochrane
ont évalué I’effet d’un traitement adjuvant par GH sur les résultats en FIV chez des patientes
normo-répondeuses en 2003 (408), 2009 (409) et en 2010 (410). Ces 3 revues regroupaient a
chaque fois les deux mémes ERC (n=80). Ils n’observent pas de différence significative sur la
dose totale de gonadotrophines utilisées, sur le nombre d’ovocytes recueillis et d’embryons
transférés, les taux de grossesses évolutives et de naissances vivantes ou sur la survenue d’effets
secondaires.

Depuis 3 autres ERC ont ¢été réalisés sur des effectifs similaires, un par I’équipe de
Regan et al en 2018 (n=62) (206), et deux en 2020 par Li et al (n= 158) (411) et Gong et al
(n=109) (253). Une équipe observe une augmentation du nombre d’ovocytes recueillis et
matures (411), les deux autres non (206,253). Il est observé une augmentation du taux de
grossesses cliniques (206,411) et de naissances vivantes (411), non retrouvés pour certains pour

le taux de grossesses cliniques (253) ou les taux de naissances vivantes (206).
b. FIV : Patientes mauvaises répondeuses
La littérature concernant I’effet d’un traitement adjuvant par GH sur les résultats en FIV

chez des patientes mauvaises répondeuses est la plus abondante avec 2 revues Cochrane, 9

méta-analyses, 19 ERC, 10 études prospectives contrdlées et 9 rétrospectives.
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2 revues Cochrane ont été réalisées dans cet objectif en 2003 (408) et 2010 (410) sur les
mémes essais cliniques. Elles démontrent une augmentation significative du taux de naissances
vivantes (4 ERC, n=165) et du taux de grossesses évolutives (8§ ERC, n=279). Il n’a pas été
possible de réaliser une analyse sur le nombre d’ovocytes recueillis a la ponction (1 ERC,
n=18). On n’observe pas de différence sur le nombre d’embryons transférés (3 ERC, n=40) ni

sur la survenue d’effets indésirables (2 ERC, n=38).

Plus récemment, 9 méta-analyses d’ERC ont été réalisées entre 2009 et 2020. On
observe qu’un traitement adjuvant par GH réduit la dose totale de gonadotrophines utilisées et
la durée du traitement (412-416). 11 est observé un taux d’cestradiol au déclenchement plus
¢levé (412,416,417), une augmentation du nombre d’ovocytes recueillis et matures (412—418)
ainsi que du nombre d’embryons transférés ou transférables (416—419). La majorité des études
mettait en évidence une augmentation du taux de grossesses cliniques (412—415,418,419). Les
résultats sont plus partagés concernant les taux de naissances vivantes avec 4 études montrant
un bénéfice (412,415,419,420) et 3 n’en montrant pas (413,414,418).

Un ERC ne démontre pas de différence sur les issues néonatales (taille, poids, périmetre

cranien et apgar) (421).
c. FIV et échecs d’implantation

Un ERC a été réalisé en 2018 (n =105) dans le cadre d’échecs d’implantation chez des
patientes prise en charge en don d’ovocytes avec ajout de la GH a la receveuse d’ovocytes en
parallele de la préparation endométriale. On observe une augmentation de 1’épaisseur

endométriale, du taux de grossesses cliniques et de naissances vivantes (422).

Deux études prospectives controlées non randomisées ont été réalisées en 2009 (n =
245) (423) et 2018 (n=42) (225) chez des patientes en échec d’implantation en FIV. La premicre
montre une baisse des doses totales de gonadotrophines, une augmentation de I’cestradiol au
déclenchement, du nombre d’ovocytes recueillis et mis en fécondation, et du nombre
d’embryons transférables (423). La seconde n’observe pas ces différences, mais met en
évidence une augmentation de 1’épaisseur endométriale (225). Pour les 2 études, on observe

une augmentation du taux de grossesses cliniques et du taux de naissances vivantes (225,423).
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d. MIV

Deux études prospectives sur 88 (424) et 252 (425) ICSI ont évalué I’effet de I’ajout de
GH dans le milieu de culture en MIV. On observe une augmentation significative du taux de
maturation ovocytaire (424,425) ainsi que du taux de fécondation et de clivage embryonnaire

(424), mais on ne note pas de différence sur le taux de grossesses cliniques (424).

e. Transfert d’embryons congelés

Seules 3 études ont évalué I’effet de la GH sur les résultats de transfert d’embryons
congelés (TEC). Un ERC a été réalisé¢ en 2019 chez 93 patientes tout-venant en FIV pour
lesquels un endometre fin (<7 mm) avait été observe lors de la FIV. La GH a été instaurée en
méme temps que le traitement hormonal substitutif (THS) pour la préparation endométriale. On
observe une augmentation de I’épaisseur endométriale ainsi qu’une augmentation du taux de
grossesses cliniques (426).

Une étude prospective controlée menée en 2016 sur 240 patientes compare 1’effet de
I’ajout de GH lors de TEC sous THS. Ils démontrent une augmentation de 1’épaisseur
endométriale, du taux de grossesses cliniques et de naissances vivantes (427).

Une étude rétrospective réalisée en 2019 évalue les résultats de 210 TEC si la GH a ét¢é
instaurée comme traitement adjuvant de la FIV dont sont issus les embryons. On observe aussi
une augmentation du taux de naissances vivantes (428).

La GH semble jouer un role dans la prolifération endométriale, cet effet serait moins

visible en FIV du fait de I’hyperoestradiolémie liée a la stimulation ovarienne.

4. Recommandations de prescription en AMP

La prescription de GH en France en traitement adjuvant en FIV est hors AMM. En 2019,
[’European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE) a publi¢ des
recommandations concernant la stimulation ovarienne et ses potentiels traitements adjuvants.
L’utilisation de la GH a été évalué et démontre une augmentation du taux de naissances vivantes
chez les mauvaises répondeuses. Cependant le niveau de preuve est trop limité pour émettre
des recommandations systématiques en faveur du traitement adjuvant par GH : « Use of
adjuvant growth hormone before and/or during ovarian stimulation is probably not
recommended for poor responders » (429). En effet, on observe dans les différentes études

incluses dans les méta-analyses une grande hétérogénéité de définition des critéres des
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mauvaises répondeuses et des schémas de traitement par GH ; par ailleurs les effets secondaires

au long terme d’un traitement adjuvant par GH n’ont pas été étudié.

Synthése

¢ [’ajout de GH en traitement adjuvant pourrait améliorer les résultats en AMP :

-Patientes normo-répondeuses : résultats contradictoires.

-Patientes mauvaises répondeuses en FIV : amélioration des paramétres de la
stimulation et biologiques, des taux de grossesses évolutives et de naissances vivantes.

-Effet favorable sur ’implantation notamment sur I’épaisseur endométriale a la fois lors
de transfert d’embryons frais ou d’embryons congelés.
e Les données concernant les corrélations entre les taux folliculaires ou sériques en GH et
I’IGF1 sont variables. Globalement, les concentrations en GH et I’IGF1 semblent corrélées a

certains parametres des tentatives de FIV.

C. Vitamine D

1. Epidémiologie

Une méta-analyse menée en 2018 observe une prévalence €levée d’hypovitaminose D
dans une population de femmes infertiles. On observe que 34,6% des patientes ont une
25(OH)D < 20 ng/ml et 45,3% entre 20 et 30 ng/ml. Au total, pres de 80% des patientes
infertiles suivies en AMP seraient carencées en vitamine D (430). La durée pour obtenir une

grossesse spontanée n’est pas influencée par la carence en vitamine D (431).

L’effet d’un traitement par vitamine D a surtout été évalué chez de patientes SOPK en
FIV ou hors traitement d’AMP. On ne voit pas de différence sur I’amélioration des cycles, mais
une meilleure réponse a la stimulation avec un nombre de follicules dominants plus €levé (432).

Il a été démontré que la supplémentation en vitamine D réduit 'inflammation et le stress
oxydatif dans le SOPK (433). Par ailleurs, on note une baisse significative du taux sérique de
VEGF pouvant présumer un risque plus faible d’hyperstimulation ovarienne (434).

4 équipes ont évalué les effets métaboliques d’un traitement par vitamine D associée a

du calcium. On observe aussi une augmentation du nombre de follicules dominants (435,436).
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2. Impact d’une carence en vitamine D sur les résultats en AMP

De nombreuses études se sont intéressées a I’impact potentiel de la carence en vitamine
D sur les résultats en AMP, cependant les résultats sont contrastés. Par ailleurs, il existe une
variabilité de la sensibilité a ’action de la vitamine D en fonction de I’origine ethnique ce qui

complexifie I’interprétation des résultats (437-439). .

a. FIV

Plusieurs équipes ont évalué si les concentrations sériques ou folliculaires avaient une

association avec les résultats en FIV. Les résultats sont synthétisés dans le tableau 5.

Concernant la carence en 25(OH)D déterminée par les taux sériques, on n’observe
pas de différence sur les différents parametres de la stimulation : nombre de jours de stimulation
(122,440), dose totale de gonadotrophines (126,440,441), taux d’cestradiol au déclenchement
(122,126,441) et 1’épaisseur endométriale (122,441), le nombre total d’ovocytes recueillis
(122,126,437,438,440-442) et taux de maturation ovocytaire (122,126,441,442). Les résultats
sont plus discordants sur le taux de fécondation selon les taux de 250HD: certains n’observent
pas de différence (437,440,442), d’autres une corrélation positive (122,443,444) et une équipe
observe une corrélation négative (126). L’impact sur ’embryon est variable aussi selon les
équipes, 4 études ne mettent pas en évidence de différence sur la qualité embryonnaire
(122,126,442,445), deux observent une amélioration de la qualité embryonnaire corrélée a la
la 25(OH)D (440,443) ainsi que du taux de clivage embryonnaire (443).

Plusieurs méta-analyses ont été réalisées pour évaluer I’impact de la concentration en
25(OH)D sur les issues de FIV. Une premiere méta-analyse réalisée en 2014 a partir de 3 études
prospectives (n=353) ne démontre pas d’impact de la concentration en vitamine D sur les
chances de grossesse en FIV (446). Deux méta-analyses en 2016 (5 études de cohorte, n=1139)
et 2018 (9 études cohortes, n=2254) ont montré chez les patientes carencées en vitamine D une
diminution significative des naissances vivantes, mais sans diminution significative des taux de
grossesses en FIV (447,448). Une autre méta-analyse de 2018 (11 études de cohorte, n=2700)
a retrouvé une diminution significative des chances de grossesse et des taux de naissances
vivantes. Il n’y avait pas de différence significative concernant les FCS ni concernant les

grossesses issues de dons d’ovocytes (430). La derniére méta-analyse de Cozzolino de 2020
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(14 études de cohorte, n=2712) ne mettait pas en évidence de différence en fonction des taux

en 25(OH)D sérique sur les taux de grossesses, de FCS et de naissances vivantes (449).

Quelques équipes se sont intéressées a la concentration folliculaire en 25(OH)D et les
résultats des tentatives de FIV.

Concernant les résultats de la FIV, on n’observe pas de corrélation entre la 25(OH)D
folliculaire et le nombre total de gonadotrophines utilisées et de jours de stimulation (118), le
nombre d’ovocytes recueillis (118,121), la maturation ovocytaire (121), le taux de blastulation
(121) et la qualité embryonnaire (126). Une équipe observe une corrélation positive avec le taux
de blastocystes euploides (121). A I’inverse, certains observent une corrélation négative entre
la 25(OH)D folliculaire et le taux de fécondation (126) et la qualit¢é embryonnaire a J3
(118,126).

Concernant les issues de tentative de FIV, une équipe observe une corrélation positive
entre la 25(OH)D folliculaire et le taux de grossesses (116). 2 équipes ne démontrent pas de
différence (115,123) et une €quipe observe une corrélation négative avec les taux de grossesses
et de naissances vivantes (126). Une autre étude démontre aussi une corrélation négative avec

le taux de grossesses (118).
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25(OH)D sérique

25(OH)D folliculaire

Dosages hormonaux

E2 folliculaire nr Positive (1)
AMH folliculaire nr Négative (1)
Progestérone folliculaire nr Positive (1)
Testostérone folliculaire (libre et or Négative (1)

totale)

Résultats des tentatives de FIV

Dose totale FSH NS (3) NS (1)
Durée stimulation NS (2) NS (1)
Taux E2 déclenchement NS (3) NR
Epaisseur endométriale NS (3) NR
Nombre d’ovocytes NS (7) NS (2)
Taux ovocytes matures NS 4) NS (1)

Positive (3) -

Taux fécondation Négative (1)- NS (3) Négative (1)
Taux clivage embryonnaire Positive (1) NR
Taux développement embryonnaire nr NS (1)
Taux de FCS Positive (1) - NS (2) NR

Qualité embryonnaire

Positive (2) - NS (4)

Négative (2) -
Positive (1) - NS (1)

Taux de grossesses

Positive (1) - NS (4)

Négative (2) -
Positive (1) - NS (2)

Taux de naissances vivantes

Positive (3) - NS (1)

Négative (1)

Tableau 5: Corrélation entre les taux sériques et folliculaires en 25(OH)D et les résultats des dosages
hormonaux et des tentatives de FIV
(n) = nombre d’études, nr : non réalisé, NS : non significative, E2 : cestradiol, AMH : hormone antimiillérienne,
FSH : gonadotrophines, FCS : fausse couche spontanée
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b. Don d’ovocytes

Pour certains auteurs, I’impact de la vitamine D sur les résultats en FIV ne serait pas lié
a I’amélioration de la qualité embryonnaire ni au statut euploide de I’embryon, mais plutot a la
réceptivité de I’endometre. Ainsi le modele du don d’ovocytes a €té proposé et certaines équipes
ont évalué les résultats des tentatives de don d’ovocytes en fonction des concentrations s€riques
en 25(OH)D de la donneuse et de la receveuse. Concernant la concentration en 25(OH)D de la
donneuse, on n’observe pas de différence sur le nombre de jours de stimulation, la dose totale
de gonadotrophines, le nombre d'ovocytes récupérés et leur maturité, le taux de fécondation et
le pourcentage d'embryons utilisables (450). 3 équipes ont évalué les issues des tentatives de
don d’ovocytes en fonction de 25(OH)D sérique de la receveuse. On n’observe pas de
différence sur 1’épaisseur endométriale (450) et les taux de grossesses et le taux de grossesses
évolutives (450,451). Une équipe observe une baisse significative des taux de grossesses chez
les patientes carencées en vitamine D. L’hypothése physiopathologique sous-jacente serait
I’influence du calcitriol, produit par les cellules endométriales sur 1I’expression du gene

HOX10A, gene critique de I’implantation (439).

c. TEC

Comme pour le don d’ovocytes, une équipe a utilisé le modele des TEC pour évaluer
I’effet endométrial de la vitamine D. Une étude prospective a été menée chez 280 patientes et
a évalué les résultats de transfert de blastocystes vitrifiés en fonction de la 25(OH)D le jour du
transfert embryonnaire. Il n’a pas été retrouvé de corrélation entre le taux de grossesses et la

carence en vitamine D (445).

3. Ajout d’un traitement substitutif en vitamine D et résultats en AMP

Au vu de ces résultats discordants, des ERC ont été menés pour évaluer 1’effet d’une

supplémentation en vitamine D sur les résultats de tentatives d’AMP.
a. FIV
Les résultats de ’ERC SUNDRO ont été publiés en 2021 : cette étude randomisée,

multicentrique, en double aveugle a été menée en Italie. Elle incluait 630 patientes suivies en

FIV, ayant une 25(OH)D < 30ng/ml avec un groupe recevant 600 000 UI de vitamine D avant
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de démarrer la prise en charge en FIV et I’autre non. On n’observe pas de différence entre les
groupes sur la dose totale de gonadotrophines utilisées, le nombre d'ovocytes récupérés et
matures, les taux de fécondation et taux d'embryons de bonne qualité supérieure. On ne note
pas non plus de différence sur les issues de tentatives : taux de grossesses cliniques, de FCS et
de naissances vivantes (452). Un second ERC publié en 2021 a évalué I’'impact de 1’ajout de la
vitamine D en FIV a partir du déclenchement de 1’ovulation chez 100 patientes. On observe
une augmentation significative du taux d’implantation, mais pas du taux de grossesses

évolutives (453).

b. TEC

En 2014, un ERC a évalué I’effet d’une substitution par vitamine D chez des patientes
carencées avant TEC. 114 patientes ont été incluses. Aucune différence significative n’a été

observée sur 1’épaisseur endométriale et les taux de grossesses (454).

Synthése :

e Les concentrations sériques et folliculaires en 25(OH)D ne semblent pas influencer les
différents parameétres de la stimulation et le nombre d’ovocytes recueillis.

e Les résultats sont contradictoires concernant les parametres biologiques et les issues de
tentatives en FIV.

e Les modeles du DO et des TEC ne montrent pas d’influence de la 25(OH)D sur les chances
de grossesse via la réceptivité endométriale.

e [ ’ajout d’un traitement par vitamine D ne semble pas modifier les chances de grossesse en

TEC. Les résultats sont discordants en FIV.
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Partie 2
A propos d’un cas : Amélioration de la qualité ovocytaire chez

une patiente avec hypopituitarisme : étude du liquide folliculaire

Dans cette deuxiéme partie, nous présenterons le cas publi¢ d’une patiente présentant
un déficit en GH 1ié a un hypopituitarisme ayant bénéficié de 4 tentatives de FIV. Une
substitution en GH a été instauré avant sa derniere tentative de FIV permettant une amélioration

de sa qualité ovocytaire et I’obtention d’une grossesse évolutive.

Résumé :

Contexte. L'normone de croissance (GH) joue un réle dans la folliculogénése ovarienne et la maturation
ovocytaire. Chez les patientes sans déficit en GH ayant une mauvaise réponse ovarienne, le traitement
adjuvant par GH améliore les résultats en fécondation in vitro (FIV). Seules quelques observations chez
des patientes avec déficit en GH ont été publiées. Nous en rapportons un nouveau cas avec étude du
liquide folliculaire.

Meéthodes: Une patiente de 29 ans hypopituitaire a été adressée dans notre centre d’assistance médicale
a la procréation. Elle bénéficiait d’un traitement hormonal pour un hypogonadisme hypogonadotrope et
un diabéte insipide et ne souhaitait pas de traitement par GH. Quatre tentatives de FIV ont été réalisées
entre 2011 et 2014. La substitution par GH (somatotropine 1.1 mg/jr) a été initiée avant la quatriéme
tentative; une hypothyroidie centrale a ét¢ démasquée par le traitement par GH: la substitution par
1évothyroxine (75 pg/jour) a été introduite. Les taux cibles d’IGF1 (insulin like growth factor 1), la T3L
(triiodothyronine libre) et la TAL (thyroxine libre) ont été obtenus aprés 10 mois de substitution. Les
taux de GH, d'IGF1 et d’hormones thyroidiennes ont été mesurés dans le sang et le liquide folliculaire
avant et aprés substitution par GH et hormones thyroidiennes. La qualité ovocytaire et embryonnaire a
aussi été comparée.

Résultats: Les 3 premicres tentatives FIV ont été réalisées sans traitement par GH. 62% a 100% des
ovocytes matures présentaient une ou plusieurs anomalies morphologiques: granularité cytoplasmique
diffuse, augmentation de I’espace périvitellin avec présence de fragments, fragmentation du premier
globule polaire, forme ovoide de 1’ovocyte ou décoronisation difficile. La qualité des embryons était
intermédiaire a médiocre (grade B a D) et aucune grossesse n'a ¢été obtenue aprés les transferts
d'embryons. Aprés le traitement par GH, nous avons noté une augmentation des concentrations
hormonales dans le liquide folliculaire : GH (7,68 vs 1,39 mUI/1), IGF1 (109 vs <25 ng/ml), T3L (3,7
vs 2,5 pmol/l) et T4L (1,45 vs 0,84 ng/ml). Parallélement, nous avons observé une amélioration majeure
de la qualité des ovocytes (aucun ovocyte avec anomalie morphologique) et des embryons (grade A),
permettant un transfert d'embryon avec obtention d'une grossesse évolutive.

Conclusions: 11 s'agit du premier cas objectivant les modifications hormonales dans Ie liquide folliculaire
et l'effet bénéfique sur la qualité ovocytaire et embryonnaire d’une substitution par GH lors d'une
tentative de FIV chez une patiente hypopituitaire. Ces résultats suggérent qu’une substitution par GH
améliore la qualité ovocytaire chez les patientes déficitaires en GH.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keyvyords: o Background. - Growth hormone (GH) is known to be involved in ovarian folliculogenesis and oocyte
In-vitro fertilization (IVF) maturation. In patients with poor ovarian response without growth hormone deficiency (GHD), adjuvant
Hypopituitarism GH treatment improves in-vitro fertilization (IVF) results. Improvement of oocyte quality in IVF by GH

Growth hormone deficiency (GHD)
Growth hormone (GH) replacement
Oocyte quality

replacement was reported in only a few patients with GHD. We report on a new case with study of
follicular fluid.

Methods. — A 29-year-old patient with hypopituitarism was referred to our infertility center. She was
undergoing hormonal replacement for hypogonadotropic hypogonadism and diabetes insipidus, and did
not consider at first GH replacement. Four IVF procedures were performed between 2011 and 2014.
Growth hormone replacement (somatotropin 1.1 mg/day) was initiated before the fourth IVF procedure
and unmasked central hypothyroidism; levothyroxine (75 mg/day) was introduced. It took 10 months to
reach the treatment objectives for insulin-like growth factor 1 (IGF1), free triiodothyronine (fT3) and free
thyroxine (fT4). GH, IGF1 and thyroid hormones were measured in the blood and follicular fluid before
and after GH and thyroid hormone replacement. Oocyte and embryo quality were also compared.
Results. — The first 3 IVF procedures were performed without GH replacement. 62% to 100% of mature
oocytes presented one or more morphologic abnormalities: diffuse cytoplasmic granularity, large periv-
itelline space with fragments, fragmentation of the first polar body, ovoid shape, or difficult denudation.
Embryo quality was moderate to poor (grade B to D), and no pregnancy was obtained after embryo trans-
fer. After GH replacement, hormones levels increased in follicular fluid: GH[7.68 vs. 1.39 mIU/L], IGF1 [109
vs. <25ng/mL], fT3 [3.7 vs. 2.5 pmol/L] and fT4 [1.45 vs. 0.84 ng/mL]. Concomitantly, there was dramatic
improvement in oocyte quality (no abnormal morphologies) and embryo quality (grade A), allowing an
embryo transfer with successful pregnancy.
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Déficit en hormone de croissance (GH)
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Qualité ovocytaire

1. Introduction

Annales d’Endocrinologie xXx (XXXX) XXX—-XXX

Conclusions. - This is the first report illustrating changes in hormonal levels in follicular fluid and the ben-
eficial effect of GH replacement on oocyte and embryo quality during an IVF procedure in a patient with
hypopituitarism. These results suggest that GH replacement is beneficial for oocyte quality in patients
with GHD.

© 2021 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

RESUME

Contexte. — L'hormone de croissance (GH) joue un réle dans la folliculogénése ovarienne et la maturation
ovocytaire. Chez les patientes sans déficit en GH ayant une mauvaise réponse ovarienne, le traitement
adjuvant par GH améliore les résultats en fécondation in vitro (FIV). Seules quelques évaluations de la
qualité ovocytaire chez des candidates a la FIV avec déficit en GH ont été publiées. Nous en rapportons
un nouveau cas avec étude du liquide folliculaire.
Meéthodes. - Une patiente de 29 ans hypopituitaire a été adressée dans notre centre d’assistance médicale
a la procréation. Elle bénéficiait d’'un traitement hormonal pour un hypogonadisme hypogonadotrope et
un diabéte insipide et ne souhaitait pas de traitement par GH. Quatre tentatives de FIV ont été réalisées
entre 2011 et 2014. La substitution par GH (somatotropine 1,1 mg/jr) a été initiée avant la quatriéme
tentative. Une hypothyroidie centrale a été démasquée par le traitement par GH: la substitution par
lévothyroxine (75 mg/jour) a été introduite. Les taux cibles d'I'lGF1 (insulin-like growth factor 1), la T3L
(triiodothyronine libre) et la T4L (thyroxine libre) ont été obtenu aprés 10 mois de substitution. Les taux
de GH, d’'IGF1 et d’hormones thyroidiennes ont été mesurées dans le sang et le liquide folliculaire avant
et aprés substitution par GH et hormones thyroidiennes. La qualité ovocytaire et embryonnaire a aussi
été comparée.
Résultats. - Les 3 premiéres tentatives FIV ont été réalisées sans traitement par GH. 62 % a 100 % des
ovocytes matures présentaient une ou plusieurs anomalies morphologiques: granularité cytoplasmique
diffuse, augmentation de I'espace périvitellin avec présence de fragments, fragmentation du premier
globule polaire, forme ovoide de I'ovocyte ou décoronisation difficile. La qualité des embryons était inter-
médiaire a médiocre (grade B a D) et aucune grossesse n’a été obtenue apres les transferts d’embryons.
Apreés le traitement par GH, nous avons noté une augmentation des concentrations hormonales dans le
liquide folliculaire: GH (7,68 vs 1,39 mUI/L), IGF1 (109 vs <25ng/mL), fT3 (3,7 vs 2,5pmol/L) and fT4
(1,45 vs 0,84 ng/mL). Paralléelement, nous avons observé une amélioration majeure de la qualité des ovo-
cytes (aucun ovocyte avec anomalie morphologique) et des embryons (grade A), permettant un transfert
d’embryon avec obtention d’une grossesse évolutive.
Conclusions. - Il s’agit du premier cas objectivant les modifications hormonales dans le liquide folliculaire
et I'effet bénéfique sur la qualité ovocytaire et embryonnaire d’une substitution par GH lors d’'une tenta-
tive de FIV chez une patiente hypopituitaire. Ces résultats suggérent qu'une substitution par GH améliore
la qualité ovocytaire chez les patientes déficitaire en GH.

© 2021 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

hypogonadotropic hypogonadism. The approval by an ethical com-
mittee was not required for a case-report but informed consent

Many factors are involved in in vitro fertilization (IVF) out-
comes, and oocyte and embryo quality are critical issues. Pituitary
hormones other than gonadotropin are known to be involved in
folliculogenesis and oocyte maturation. Growth hormone (GH)
and gonadotropic cycles are closely related throughout life, start-
ing with the regulation of the onset of puberty. Studies have
shown that GH and IGF1 (insulin-like growth factor) stimulate
the hypothalamo-gonadotropic cycles at all levels. GH influences
the release of gonadotropins. GH also has both direct and IGF1-
mediated effects on the ovary, including estradiol production by
granulosa cells and oocyte maturation [1,2]. Few studies report
the beneficial effect of GH replacement on ovarian stimulation in
women with GH deficiency (GHD) [3-6]. Improvement of oocyte
quality in IVF was reported only in one patient with isolated GHD in
2018 [7]. The present work is, to our knowledge, the first case illus-
trating that an increase in GH/IGF1 in follicular fluid (FF) under GH
replacement is associated with normalization of abnormal oocytes
and improvement of embryonic quality during an IVF procedure in
a patient with hypopituitarism.

2. Materials and methods

We report the case of a 29-year-old woman referred to our
infertility center for treatment of acquired infertility due to

has been obtained for the publication of the case report and
accompanying images. She developed hypopituitarism (hypogo-
nadotropic hypogonadism, GHD, and diabetes insipidus) following
radiotherapy and chemotherapy for a brain dysgerminoma diag-
nosed when she was 15 years old. At the time of the treatment,
she had primary amenorrhea, and puberty was induced by estro-
gen replacement therapy. When referred to our center, she
was being treated with desmopressin (Minirin®, Ferring, France),
an estrogen/progesterone-based hormone replacement therapy
(Provames®, Merus Labs Luxco, Luxembourg, and Utrogestan®,
Besins, France), and vitamin D supplementation (Uvedose®, Crinex,
France). She did not want GH replacement because she was worried
about a possible relapse of her brain dysgerminoma.

When first evaluated for infertility treatment, hormonal assays
showed hypogonadotropic hypogonadism with follicle stimulated
hormone (FSH) 5.4 mIU/mL (N: 3.4-12), luteinizing hormone
(LH) 3 mIU/mL (N: 3-18.6), estradiol (E2) 8 pg/mL (N: 25-100),
anti-Mullerian hormone (AMH) 8.1ng/mL (N: 2-6), inhibin-B
23 pg/mL (N: 45-340). She had no hyperandrogenism total testos-
terone 0.59 ng/mL (N:0.1-0.6), testosterone binding protein (TeBG)
96 nmol/L (N: 18-83), dehydroepiandrosterone sulfate (SDHEA)
2064 ng/mL (N:333-3 333). Thyroid function was normal. A pelvic
ultrasound revealed a normal uterus. The ovaries were multi-
follicular, concordant with the AMH value. The hysteroscopy
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showed a normal uterine cavity. Her husband was 29 years
old with a history of an inguinal hernia treated at 10 years
old without cryptorchidism. He presented moderate oligoas-
thenoteratozoospermia (OATS): volume; 4.6 mL (N: 1.5-6), sperm
concentration; 11.4 x 10.6/mL (N: 15-200), progressive motility:
30% (N>32%), normal forms; 3% (N> 15%) without any abnormal-
ity in his exams (karyotype, testicular ultrasound, and hormonal
testing). This idiopathic OATS led us to favor an IVF procedure.

3. Results

The four IVF procedures are shown in detail in Table 1. For all of
these procedures, when at least three follicles had reached a diam-
eter > 17 mm, a dose of 250 pg of recombinant human chorionic
gonadotropin-rhCG (Ovitrelle®, Merck, France) was administered
and oocyte retrieval was performed 35h after hCG administra-
tion. The four IVF procedures were performed by intra-cytoplasmic
sperm injection (ICSI). The endometrial thickness was optimal
before all embryo transfers (between 7.5 mm and 8.5 mm). The first
IVF was performed with an antagonist protocol, as is usually done
in cases of multifollicular ovaries, to prevent ovarian hyperstimu-
lation syndrome. Nine mature oocytes of 12 collected presented an
abnormal granular cytoplasm. Denuding was difficult for 4 oocytes.
The embryonic quality (for a day 2 or 3 embryo) was assessed by
a score (Istanbul consensus): a grade A embryo was the one with
the best implantation potential and a grade D the most unfavor-
able [8]. For the blastocysts’ evaluation, the Gardner classification
was used: developmental score from 1-6 based on their degree of
expansion of the blastocyst (6 defining the most mature); scores
from A to C to assess the development of the inner cell mass and
scores from A to C for the trophectoderm (score A defining the most
optimal quality) [9]. One of 8 embryos obtained was transferred at
day 3 (Grade B). No pregnancy resulted. To improve oocyte qual-
ity, the second IVF was performed with a long agonist protocol.
Twenty-three oocytes were collected, of which 18 were mature.
Once again, 15 oocytes presented abnormalities: 9 of 18 mature
oocytes had an abnormal granular cytoplasm, 11 had a fragmented
first polar body (1PB), 3 were ovoid, 2 had a large perivitelline space
with fragments, and 2 resisted denuding. Eight oocytes presented
a single anomaly, 6 had double anomalies, and 2 had triple anoma-
lies or more. Twelve embryos were obtained at day 3. None of them
were transferred. They were put back into culture because of the
poor embryonic quality. One embryo was transferred at day 5 and
was of medium quality (B4ba) and 2 were frozen. No pregnancy
resulted. For the transfer of the frozen embryos, we performed 2
cycles of GnRH agonist (Décapeptyl®, Ipsen Pharma, France) and
estradiol/progestin (Provames® 6 mg, Merus Labs Luxco, Luxem-
bourg and, Utrogestan® 600 mg, Besins, France). For the first cycle,
a B5bb embryo was transferred and a B4cc was transferred for the
second cycle. There was still no pregnancy. The third IVF was per-
formed with a long agonist protocol for which she had had an
optimal ovarian response. Since we suspected a negative role of
GHD, hormone levels were determined in the blood and FF (Table 2).
Once again, 4 of 8 mature oocytes had an abnormal granular cyto-
plasm, 2 had a fragmented 1PB, and 1 had a large perivitelline space
with fragments. Oocytes are shownin Figure 1. Seven embryos were
obtained at day 3. None were transferred but were put back into
extended culture because of the poor embryo quality (5 grade C
and 2 grade D). No blastocyst was obtained at ay 5.

Given that the literature had described ovulation induction and
IVF success after GH replacement, we proposed, for the second
time, introducing GH replacement before starting a new IVF. As
commonly described, a central hypothyroidism was unmasked by
the GH replacement, so we introduced levothyroxine. Therapeutic
objectives were to achieve free thyroxine (fT4) levels near the upper
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normal range and normal free triiodothyronine (fT3) levels, result-
ing in an IGF1 near the median value of the normal range. It took
10 months to reach the treatment objectives for IGF1, usual time
to achieve treatment goals [10]; 262 ng/mL (N: 103-391, median
205), fT4; 16.1 g/mL (N: 9.3-17), fT3; 3.6 pg/mL (N: 2-4.43). The
patient’s treatment was 1.1 mg/day somatotropin (Norditropine®
Simplex, Novo Nordisk, France) and levothyroxine 75 mcg/day
(Lévothyrox®, Merck Serono, France).

The fourth IVF was then performed with a short agonist protocol.
Five of 8 collected oocytes were mature. None of the oocytes pre-
sented anomalies as seen for the previous IVF procedures (Fig. 1).
Five embryos were obtained at day 3 and one was transferred
(Grade A). Two other embryos were frozen at day 3 (Grade A and
B).

Hormone levels were determined again in the blood and FF.
Blood and FF assays of GH, IGF1, and thyroid hormones were per-
formed the day of oocyte retrieval by immunoassay (Immulite
2000, Siemens Health Care Diagnostic, UK). IGF1 was not detectable
in FF before GH replacement. We observed that GH/IGF1 concentra-
tions were increased in blood and FF with GH replacement. fT4 and
T3 levels were increased in follicular fluid, in favor of a partial cen-
tral hypothyroidism although blood levels were still normal. The
absence of thyroid autoimmunity was confirmed. Data on hormone
levels are described in Table 2.

Pregnancy was achieved. GH replacement was stopped once the
pregnancy was diagnosed. At gestational week 37, she gave birth
to a healthy girl weighing 2 500 g without obstetrical or neonatal
complications.

4. Discussion

This case report illustrates the positive effect of GH replacement
on IVF outcomes in a patient with acquired hypopituitarism. Ini-
tially, our patient did not want GH replacement. There is currently
no consensus on the initiation of GH replacement in an adult pop-
ulation with hypopituitarism as there is for standard replacement
therapy of glucocorticoids, thyroid hormones, or sex steroids. To
date, no study has investigated the effect of GH replacement in
patients with hypopituitarism who need IVF. However, GH replace-
ment has previously been shown to improve ovulation induction
in GHD and IVF success in poor responders [3,11]. After 3 IVF
failures, our patient decided to undergo the advised GH replace-
ment therapy. A central hypothyroidism was then unmasked; this
hormonal interaction is well-known [12]. Levothyroxine was then
introduced, and we took care to reach the recommended treatment
objectives [13], as the fetal outcome is critical. Moreover, thyroid
hormones are important in folliculogenesis [14].

Data on women with hypopituitarism are scarce. Effects of GH
replacement on ovulation induction in GHD patients were reported
in the 1980s [4]. Pregnancy and live birth rates after ovulation
induction have been reported in 19 patients: 7 patients received
GH replacement and no differences were observed. However, GHD
status and treatment objectives were not specified [15]. Improve-
ment in ovulation induction was reported later for 3 women with
GHD [3,5,6]. Because IVF is rarely necessary in patients with GHD,
only two case reports have demonstrated the impact of GH replace-
ment on IVF results. The first described a positive effect on the
endometrium in a failed IVF implantation in a woman with hypopi-
tuitarism (GH replacement improved the endometrial thickness
resulting in a live birth, no data on oocyte quality were reported)
[16]. The second study observed the improvement of oocyte qual-
ity during IVF in a patient with isolated GHD such as we observed
in our patient. They found normalization of oocyte dysmorphism,
including that of granular cytoplasm [7].
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Table 1
In vitro fecundation (IVF) characteristics.
1st IVF 2nd IVF 3rd IVF 4th IVF
12/2011 06/2012 04/2013 07/2014
Ovarian Stimulation Protocol Antagonist: Long agonist: Long agonist: Short agonist:
Cetrotide® Decapeptyl® Decapeptyl® Decapeptyl®
Menopur® 225 IU Menopur® 112.5 U Menopur® 100 IU Menopur®100I1U
Ovulation trigger Ovitrelle® Ovitrelle® Ovitrelle® Ovitrelle®
Total oocytes (n) 12 23 12 8
Mature oocytes (n/%) 9 (75%) 18 (78%) 8(66%) 5(62.5%)
Abnormal oocytes (n/%) 9(100%) 15 (83%) 5(62%) 0
With 1 anomaly 5 (55%) 8 (44%) 2(25%)
With 2 anomalies 4 (45%) 6(33%) 2 (25%)
With 3 anomalies 0 2 (11%) 1(12.5)
Type of anomalies
Granular oocytes 9 9 4
Wide perivitelline space 0 2 0
Ovoid shape 0 3 1
Difficult denudation 4 2 0
Fragmented first polar body 0 11 2
Fertilization rate (%) 88 66.6 87.5 100
Total embryos, Day 3 (n) 8 12 7 5
Grade * A/B/C/D 0/1/3/5 0/2/5/5 0/0/5/2 2/3/0/0
Extended culture No Yes Yes Yes
Blastocysts (n) 3 0 2
Frozen embryo (n) 0 2 0 2
Transferred embryos 0
Day 3 1 (Grade B) 1 (Grade A)
Day 5° 1 (B4ba)
Transfer of frozen embryos 0 1 (B5bb) 0 0
(day 5) 1 (B4cc)
Pregnancy No No Yes

Ovitrelle®: choriogonadotropin alpha; Menopur® 225 IU Menotropin, FSH and LH activity; Cetrotide®: cetrorelix; Decapeptyl®: triptoreline.
2 Istanbul consensus.
b Gardner classification.

Table 2
Hormonal and antithyroid antibody levels in blood and follicular fluids (FF).
Before IVF During the 3rd IVF During the 4th IVF
procedure Before GH replacement with GH and L-thyroxine
2013 replacement
2014
Fluid Blood Blood FF Blood FF
Collection time 13:00h 09:00h 13:00h 09:00h
GH (<15 mIU/L) 1.39 1.39 2.95 7.68
IGF1 (108-247; <25 <25 <25 153 109
median 193 ng/mL)
TSH (0.4-4 mIU/L) 1.59 2.71 1.6 0.16 0.12
T4 0.87 0.78 0.84 1.28 145
(0.75-1.45 ng/dL)
T3 442 3.1 25 3.8 3.7
(3.4-6,1 pmol/L)
anti-TPO Ab (<60) 53.8 <30 <28 <30 <30
anti-Tg Ab (<30) <30 <30 <30

Abbreviations: Ab: antibody, IVF: in vitro fecundation, GH: Growth hormone, IGF1: Insulin-like growth factor, TSH: thyroid stimulated hormone, fT3: Free triiodothyronine,
fT4: Free thyroxine, TPO: thyroperoxidase, TG: thyroglobulin.

Fig. 1. Meta Il oocyte quality before (A and B) and after GH treatment (C): (A) Diffuse cytoplasmic granularity, large perivitelline space with fragments, and fragmented first
polar body. (B) Diffuse cytoplasmic granularity and fragmented first polar body. (C) Normal oocyte.
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Having a priori knowledge of possible effects of GH, we mea-
sured GH, IGF1, and thyroid hormones in blood and follicular fluid
during the 3rd apd 4th [VF procedures, i.e., before and after GH
replacement. We observed that GH concentrations increased in fol-
licular fluid, demonstrating the passive and/or active passage of
blood into follicular fluid. IGF1 levels rose as well, demonstrat-
ing the passage and/or effects of GH on IGF1 local synthesis. GH
adjuvant treatment in IVF is also associated with increased con-
centrations of GH and IGF1 in FF in patients without GHD [17].
Two prospective studies in patients without GHD have shown that
a higher FF GH concentration is associated with better fertiliza-
tion and pregnancy rates [18,19]. Abir et al. have shown that GH
and GH-receptor (GH-R) are expressed in human ovarian stromal
cells, oocytes, and granulosa cells early in folliculogenesis [20]. GH
exerts both direct and IGF1-mediated effects on the ovary. GH is
involved in the development of primordial to preovulatory human
follicles by playing a role in the initiation of growth and survival.
GH is also implicated in granulosa and theca cell differentiation,
gonadotropin-dependent steroidogenesis, oocyte maturation, and
expansion of the cumulus cells [21,22]. Ovarian cells express IGF-
receptor I/Il (IGFR) [23]. Systemic and/or local IGF1 stimulates
proliferation and activity of granulosa cells and their response to
gonadotropins. In addition, IGF1 is implicated in the regulation of
follicular development and sex-steroid production [22]. IGF1 mRNA
has been detected in human granulosa cells and in different animal
models [22], so local IGF1 secretion could also be stimulated by GH
replacement in GHD patients.

GH mechanisms improving ovulation are not well understood,
but a synergistic effect has been described with gonadotropin.
In ovarian stimulation in patients without GHD, GH adjuvant
treatment has reduced the duration and dose of gonadotropin in
ovulation induction and IVF [24,25]. Mean E2 levels were signif-
icantly increased on the day of hCG administration [25]. FF E2
concentrations were also raised after GH adjuvant treatment, and
correlated with FF GH concentration[17,18,21]. Regan et al. demon-
strated that GH adjuvant treatment increased the gonadotropin
and GH receptor density in granulosa cells, which can improve
gonadotropin response [26].

The role of thyroid hormones has to be discussed since it has
been shown that TSH and thyroid hormones are detected in human
FF [27] and their receptors are detected in granulosa cells and
oocytes [28]. Thyroid hormones play a role in folliculogenesis. fT3
improves granulosa cell proliferation [14] and inhibits granulosa
cell apoptosis [29]. Thyroid hormones participate in steroidogene-
sis by increasing estradiol and progesterone secretion by granulosa
cells [30]. Moreover, it has been demonstrated that untreated sub-
clinical hypothyroidism is associated with adverse reproductive
outcomes after IVF, such as increased miscarriage and low deliv-
ery rate [31]. Supplementation of subclinical hypothyroidism by
levothyroxine (LT4) increases embryonic quality, pregnancy, and
delivery rates and decreases miscarriage [32]. However, no study
has evaluated the impact of hypothyroidism on oocyte quality. Thy-
roid hormone levels in our patient were not optimal during the
first 3 IVF procedures. Since central hypothyroidism was unmasked
by GH replacement, we believe that levothyroxine replacement
should have beeninitiated before the upper normal range of fT4 was
reached. However, fT4 was within the normal range, which is why
we conclude that GH effects were predominant in the improvement
of oocyte quality.

The ICSI technique through egg denudation is helpful in
assessing oocyte quality prior to fertilization. With hormonal
replacement, the oocyte quality of our patient dramatically
improved. Oocyte abnormalities, such as an abnormal granular
cytoplasm, were no longer present. Moreover, we observed an
improvement in embryonic quality, allowing an embryo trans-
fer resulting in a successful pregnancy. No prospective study has
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evaluated oocyte and embryo quality and/or the impact of GH
replacement on IVF outcomes in patients with hypopituitarism. For
our patient, 62% and 100% of mature oocytes presented abnormal
morphology: diffuse cytoplasmic granularity, large perivitelline
space with fragments, ovoid shape, difficult denuding, and 1BP
fragmentation, which is higher compared to typical patients. In
the literature, 10 to 50% of oocytes present dysmorphism after IVF
stimulation [33]. Overall, morphological variations in the oocyte
may result from intrinsic factors such as age and genetic defects,
or extrinsic factors such as stimulation protocols, culture condi-
tions, and nutrition. For the third and fourth IVF attempts, we used
agonist protocols with the same type and dose of gonadotropin
as well as the same conditions of embryo culture. We can then
assume thatitis GHreplacement that improved oocyte and embryo
quality in terms of biological changes in follicular fluids and the
positive outcome. Many studies have evaluated the impact of
oocyte dysmorphism in IVF results, but it is still debatable due to
study design and variability in the characterization criteria. It has
been shown that oocytes with abnormal granular cytoplasm have
lower fertility rates and poorer embryo quality [34]. Decreased sur-
vival and impaired in vitro development after cryopreservation of
embryos deriving from oocytes with central granulation have been
reported [35]. Cellular mechanisms leading to granular cytoplasm
are not known; however, mitochondrial dysfunction and endoplas-
mic reticulum abnormalities are suspected [33,34].

In addition to GH replacement, GH adjuvant treatment has been
proposed to improve IVF outcomes in-patients without GHD. Many
studies have assessed the impact of GH adjuvant treatment on
IVF success rates in poor responders. Four meta-analyses and a
Cochrane review have evaluated the benefits of GH therapy dur-
ing ovarian stimulation. It has been shown that GH administration
significantly improved pregnancy and live birth rates by increasing
the number of oocytes collected, but no effects were described on
oocyte and embryo quality [36-40]. In normo-ovulatory patients,
the effect of GH adjuvant treatment is still being debated. A
Cochrane review and prospective studies did not observe a signif-
icant difference in the number of oocytes collected or pregnancy
and live birth rates [38,41,42], whereas one recent randomized
controlled trail (RCT) and retrospective studies have demonstrated
beneficial effects on live birth rate [26,43]. In patients with multiple
IVF failures, two prospective controlled studies and one retro-
spective study found that GH therapy significantly improved the
number of oocytes collected and the pregnancy and live birth rates
[44-46]. Considering our results and those found in the literature,
we assume that the GH/IGF1 system plays a role in repairing oocyte
abnormalities.

The role of oocyte modification on a successful IVF outcome
and pregnancy could be challenged by the GH endometrial effect.
Few studies have evaluated the impact of GH adjuvant treatment
on endometrial function. One RCT and one prospective con-
trolled study in-patients without GHD evaluated frozen-thawed
embryo transfer with hormone-replacement therapy for endome-
trial preparation. They observed that endometrial thickness as well
as pregnancy and live birth rates were significantly higher with
GH adjuvant treatment. GH could also improve clinical outcomes
after IVF by increasing endometrial blood perfusion and expres-
sion of cytokines related to endometrial receptivity [47,48]. In our
patient, endometrial thickness and appearance were normal before
all embryo transfers. Thus, we can assume that this mechanism was
not implicated.

GH replacement was discontinued at the time of pregnancy
diagnosis. Our patient gave birth at 37 gestational weeks with-
out obstetrical or neonatal complications. While isolated cases of
GH deficiency do not seem to have more obstetrical complications
than normal patients [49], pregnancy in patients with GH deficiency
and hypopituitarism, particularly in cases of childhood-onset
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deficiencies, seem to have a higher obstetric risk. Retrospective
studies have observed a higher risk of miscarriage, transverse
lie, caesarian section, birth weight under the 10th centile, and
very poor obstetrical outcomes for twin pregnancies [15,50,51]. In
patients with hypopituitarism, thus IVF double embryo transfers
must not be performed so that twin pregnancies can be avoided.
The debate over whether or not to continue GH treatment during
pregnancy is not over. A large retrospective study compared the
obstetrical outcomes in 3 groups of 173 women with hypopitu-
itarism. The groups consisted of patients without GH treatment,
with GH replacement until the end of the second trimester, and
with GH treatment throughout the entire pregnancy. The live birth
rate, the gestational week at delivery, the birth weight, and the
obstetric outcomes were the same in the 3 groups [51]. During preg-
nancy, placental GH secretion increases throughout pregnancy,
with a peak at 36 gestational weeks. Placental GH has a stronger
affinity for GH receptors than pituitary GH, so it replaces maternal
GH which becomes undetectable in the serum after 24 weeks, so
placental GH controls maternal IGF1 levels [52]. Placental GH con-
trol of fetal growth and intra-uterine growth retardation has been
observed in patients with low placental GH levels [53]. Since a sim-
ilar rise in placental GH and IGF-1 is present in women with GHD,
this seems sufficient for a normal pregnancy and healthy fetus [54].
The Endocrine Society recommends discontinuing GH replacement
during pregnancy because of the lack of evidence for an additional
benefit [51,55].

5. Conclusions

In patients with hypopituitarism wishing a pregnancy, GH
replacement may be part of the preparation for optimal follicu-
logenesis. In clinical practice, endocrinologists and gynecologists
should work together in the management of appropriate hor-
monal replacement during ovulation induction and/or IVF in these
patients. Research on oocyte quality needs to be conducted. Ani-
mal models could be useful for explaining GH and thyroid hormone
effects on oocyte quality, growth, and maturation in culture.
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Partie 3

Description de la population et de I’étude

I. Objectifs

Les objectifs de ce travail de thése étaient : - de déterminer les concentrations des
hormones de I’axe thyréotrope, somatotrope et de la vitamine D dans le LF, ainsi que la
présence d’ACAT; - et d’analyser les associations de ces données avec les différents parametres
de fécondation in vitro (FIV).

Devant ’absence d’étude retrouvée dans la littérature sur I’influence de ces hormones
et des ACAT sur la qualité ovocytaire, nous avons centré une partie de nos analyses sur cette

thématique.

Pour ce faire 3 analyses ont été réalisées :
- Analyse 1 : Etude des concentrations hormonales en TSH, T3L, T4L, GH, IGF1,
25(OH)D et des anticorps-TPO et anti-TG, dans le sérum et les liquides folliculaires
issus de FIV +/- ICSI,
- Analyse 2 : Etudes de I’association entre la qualité des ovocytes issus d’ICSI et ces
différentes concentrations hormonales et la présence d’ACAT,
- Analyse 3 : Etudes d’une association entre les issues de tentatives de FIV+/- ICSI et

ces différentes concentrations et la présence d’ACAT.

II.  Sélection des couples

Cette ¢tude est un projet ancillaire du programme hospitalier de recherche clinique
(PHRC) « tabafertimasc », obtenu apres accord du Comité de Protection des Personnes émis le
16 octobre 2012 (Référence PHRC IR09, ID RCB : 2011-A00634-37, Amiens).

Elle a ét¢ menée de fagon prospective entre le 1¢ janvier 2013 et le 31 décembre 2017
dans le service de médecine et biologie de la reproduction, CECOS de Picardie, du centre

hospitalier universitaire (CHU) d’ Amiens-Picardie.
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Les criteres d’inclusion des patients dans 1’étude étaient :
- Couples en cours de protocole de FIV avec ou sans ICSI,
- Femmes ayant moins de 36 ans, euthyroidiennes avant la tentative,
- Hommes ayant moins de 46 ans, avec une numération spermatique supérieure ou
égale a 5 millions de spermatozoides au moment de la tentative,
- Premiére ou seconde demande,
- Premiére ou seconde tentative,
- Toutes indications confondues (tubaire, troubles ovulatoires, cervicale,

endométriose, masculine ou idiopathique).

La participation a 1’é¢tude a pu étre proposée aux couples a différents moments de leur
prise en charge : lors de la consultation de remise des ordonnances du protocole de stimulation
pour la tentative de FIV et/ou ICSI, lors des échographies de suivi de stimulation de I’ovulation
ou le jour de la ponction ovocytaire. Les informations sur le cadre légal et les objectifs de
I’¢tude, les modalités de participation ainsi que les prélévements nécessaires (prélévements de
LF et prélevements sanguins) leur étaient communiqués a cette occasion. Les consentements
libres et éclairés (annexes 2 et 3) ont ét¢ signés en présence d’un médecin du service au moment

de I’inclusion du couple et il leur a été remis une fiche d’information (annexes 4 et 5).

Les patientes ont pu bénéficier d’un des deux protocoles de stimulation ovarienne :
agoniste long ou antagoniste. Le protocole de stimulation et la dose de FSH administrée ont été
choisis par le médecin suivant le couple en fonction des antécédents médicaux de la patiente et
de I’évaluation de sa réserve ovarienne. Ces protocoles sont détaillés dans 1’annexe 6.

Les procédures pour le tri ovocytaire, la technique de décoronisation, la FIV et/ou ICSI,
la culture embryonnaire et le transfert embryonnaire sont celles utilisées classiquement dans le

laboratoire de biologie de la reproduction et sont décrites dans les annexes 7 et 8.
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III. Flow chart de I’étude

Le design de 1’é¢tude globale est présenté¢ dans la figure 2. Nous présenterons tout
d’abord un descriptif de notre population globale et des tentatives de FIV+/- ICSI. Puis nous
décrirons les 3 analyses qui ont été réalisées sur cette population :

- Analyse 1 : Etude des concentrations hormonales en TSH, T3L, T4L, GH, IGF1,

25(OH)D et des anticorps-TPO et anti-TG, dans le sérum et les liquides folliculaires

issus de FIV +/- ICSI,

- Analyse 2 : Etudes de ’association entre la qualité des ovocytes issus d’ICSI et ces

différentes concentrations hormonales et la présence d’ACAT,

- Analyse 3 : Etudes d’une association entre les issues de tentatives de FIV+/- ICSI et

ces différentes concentrations et la présence d’ACAT.

100 ponctions
ovocytaires

Description de la
population

Analyse 1:
Etude des concentrations
folliculaires

( J

Analyse 2: Etude de la 59 ICSl avec > 4 100misen | R )
qualité ovocytaire ovocytes matures fecondation [ ;g E‘I'VF'V - mi ICSI

: dosages 2 n .
des issues de transferts OSEgS el ||, 15 absence d'embryons
. folliculaires TEF N X ?
embryonnaires * 4 endométres inadéquats

complets
30 grossesses 38 absences de
g grossesse

60 TEF avec
Analyse 3: Etude I * 13 HSO

22 naissances 8 fausses
vivantes couches

Figure 2: Flow chart de I’étude
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IV. Analyses statistiques

Les critéres biologiques de conférence de consensus Vienne (455) ont été utilisés pour la

comparaison des groupes :

Taux de fécondation en FIV : nombre d'ovocytes avec 2 pronuclei (PN)-2GP /
nombre de CCO inséminés x100

Taux de fécondation en ICSI: nombre d’ovocytes 2PN-2GP / nombre de CCO
micro-injectés x100

Taux de développement embryonnaire a J2 : nombre d’embryons a 4 cellules a J2 /
nombre d’ovocytes fécondés x100

Taux de développement embryonnaire a J3 : nombre d’embryons a 8 cellules a J3 /

nombre d’ovocytes fécondés x100

Les autres critéres évalués ont été :

Le taux d’ovocytes matures en ICSI: nombre d’ovocytes avec 1GP / nombre
d’ovocytes recueillis a la ponction x100

Taux d’ovocytes anormaux (ICSI) : nombre d’ovocytes présentant au moins une
anomalie morphologique / nombre d’ovocytes avec 1 GP x100

Taux de transfert : nombre de tentatives pour lesquelles un transfert embryonnaire
frais a eu lieu / nombre total de ponctions ovocytaires x100

Taux de congélation : nombre de tentatives pour lesquelles une congélation
embryonnaire a eu lieu / nombre total de ponctions ovocytaires x100

Taux de grossesses : nombre de tentatives avec hCG > 100 UI/l / nombre de
tentatives avec transfert embryonnaire x100

Taux de naissances vivantes : nombre de naissances vivantes / nombre de tentatives

avec transfert embryonnaire x100

Les analyses statistiques ont été réalisées avec I’aide des statisticiens du CHU d’ Amiens

ou avec le logiciel pvalue.io (456). Les données sont exprimées en médiane (quartiles), ou en

moyenne (extrémes) ou en pourcentage. Les corrélations entre 2 variables quantitatives ont été

étudiées avec le coefficient de corrélation de Spearman. Pour la comparaison de 2 échantillons

indépendants, un test du Chi* ou un test de Fisher exact a été utilisé pour les variables

qualitatives ; un test de Mann-Whitney pour les variables quantitatives. Une valeur de p < 0,05

a ¢été considérée comme statistiquement significative. L’analyse multivariée des données n’a

pas pu étre réalisée du fait d’effectifs insuffisants.
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V. Description de la population et des tentatives de FIV+/- ICSI

93 patientes ont été incluses dans 1I’étude pour lesquelles 100 tentatives de FIV +/- ICSI
ont été réalisées entre le 23/01/2013 et le 24/11/2017. Différents parametres ont été évalués : la
moyenne d’age, la consommation ou non de tabac et I’indice de masse corporelle (IMC). Chez
les femmes, la FSH en début de cycle, I’AMH et la notion d’antécédents gynécologiques ont
¢té recherchées. 5 patientes présentaient une hypothyroidie substituée. Chez les hommes, la
notion d’antécédents uro-génitaux, les parametres spermatiques initiaux et le jour de la ponction

ovocytaire ont été relevés. Ces données sont réunies dans les tableaux 6 et 7.

Femmes (n=93)

Age (années) 30 (28-33)
Tabac 18%
IMC 22,5 (20-26)
FSH J2/J3 (mUI/1) 6,5 (4,9-7,55)
AMH (ng/mL) 3,43 (2,2-6,9)
TSH avant FIV (mUI/1) 1,65 (1,23-2,19)
Antécédents gynécologiques :

Altération tubaire 34,4%

Endométriose 18 %

SOPK 25,8 %

BRO 12,9 %
Hypothyroidie substituée 5,4 %

Tableau 6: Caractéristiques de la population féminine
Les résultats sont exprimés en médiane (Q25-75) ou pourcentage
IMC : Indice de masse corporelle ; FSH : Hormone folliculostimulante ; AMH : Hormone antimiillérienne ;
SOPK : Syndrome des ovaires polykystiques ; BRO : Baisse de réserve ovarienne ;

Hommes (n=93)
Age (années) 32 (30-36)
Tabac 39,8 %
IMC 24 (22,5-26)
Antécédents urogénitaux 13,9 %

Tableau 7: Paramétres de la population masculine
Les résultats sont exprimés en médiane (Q25-75) ou pourcentage. IMC : indice de masse corporelle
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33 couples (35,5%) présentaient une infertilité secondaire. La durée moyenne d’infertilité

était de 3,9 ans. 34 couples (36,6%) réaliscrent ces tentatives de FIV+/- ICSI aprés des échecs

d’inséminations intra-utérines. La répartition des indications de prise en charge est présentée

dans la figure 3.
SOI:K Tubaire
10% 16%
Baisse de
Mixte réserve
20% ovarienne
2%
Idiopathique

4%

Endométriose

14% 33%

Figure 3: Répartition des indications de prise en charge en FIV+/- ICSI

SOPK : Syndrome des ovaires polykystiques

Spermatiques

100 stimulations ont été¢ réalisées, pour chaque tentative de stimulation, une mise en

fécondation des ovocytes et des spermatozoides a pu étre réalisée, réparties en 58 ICSI, 29 FIV

et 13 mi-FIV mi-ICSI. Le taux de transfert était de 68% et le taux de congélation de 43%. Le

taux de grossesses par transfert €tait de 44,1% et le taux de naissances vivantes par transfert de

32,4%. Les issues de tentatives sont présentées dans la figure 2. Les parameétres des stimulations

ovariennes, spermatiques, ovocytaires et embryonnaires sont résumés dans le tableau 8.
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Parameétres des stimulations ovariennes

Nombre total d’unités de FSH utilisée (UI) 1800 (1350-2550)
Durée de stimulation (jours) 12 (10,8-13)
Taux d’oestradiol au déclenchement (pg/ml) 1991 (1449-2765)
Epaisseur endométriale (mm) 10,4 (9,2-12)

Parameétres spermatiques

Volume spermatique (ml) 3,7 (2,5-5)
Numération spermatique (millions/ml) 56 (19-92,5)
Formes typiques (David modifiée) 22,9% (0-83)

Mobilité spermatique (%):

- Totale 45 (35-55)
- Typeatb 40 (30-50)
Parameétres ovocytaires
Nb moyen d’ovocytes ponctionnés 11,5 (8-16)
% d’ovocytes matures 73,7% (61,1-83,3)
% d’ovocytes avec 1 anomalie morphologique 42.,9% (25,4-60)
% d’ovocytes avec 2 anomalies morphologiques 7,7% (0-25)

Paramétres embryonnaires

Taux de fécondation 75% (60-85,7)

Taux de développement embryonnaire a J2 66,7% (33,3-88,9)

Issues de tentatives

Taux de transfert par ponction 68%
Taux de congélation par ponction 43%
Taux de grossesses par transfert embryonnaire 44,1%
Taux de naissances vivantes par transfert embryonnaire 32,4%

Tableau 8: Paramétres des stimulations ovariennes, parameétres spermatiques, ovocytaires et
embryonnaires et issues des tentatives de FIV+/- ICSI
Les résultats sont exprimés en médiane (Q25-75) ou pourcentage. FSH : gonadotrophines




Partie 4

Analyse 1 : Etudes des concentrations folliculaires
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100 ponctions
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Description de la
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Figure 2: Flow chart de I’étude

82



I. Objectif

L’objectif de cette premiere analyse €tait de déterminer les concentrations hormonales
folliculaires en TSH, T3L, T4L, GH, IGF1, 25(OH)D et ainsi que la présence des anticorps anti
TPO et anti-TG.

Nous avons tout d’abord évalué si nous pouvions pooler les LF d’une méme patiente
pour I’analyse de ces concentrations. Nous avons donc recherché si des différences de
concentrations €taient observées en fonction des différents follicules pour une méme patiente.

Puis nous avons analysé I’ensemble des LF et sérums afin de chercher une corrélation

entre les concentrations sériques et folliculaires pour ces différentes hormones et les ACAT.

II. Matériel et méthodes

A. Recueil des liquides folliculaires

La ponction ovocytaire écho-guidée a été effectuée au bloc opératoire sous anesthésie
générale. Deux techniques de prélévement ovocytaire ont été réalisées : une premicre ou la
ponction folliculaire était réalisée follicule par follicule et une deuxieme ou I’ensemble des
liquides folliculaires était poolés au fur et a mesure de la ponction dans des seringues.

Pour la premiere technique dite « individualisée », pour I’un des deux ovaires, chaque
follicule ovarien était mesuré. Pour ceux ayant un diametre supérieur ou égale a 17 mm, chaque
follicule a été aspiré séparément dans une seringue. Le diamétre du follicule et le numéro de la
seringue ont été consignés afin de pouvoir établir un suivi lors du tri ovocytaire et de la culture
embryonnaire. L’ovaire controlatéral a été ponctionné par la technique dite « poolée ». Cette
technique « individualisée » n’a été réalisée que si le nombre de formations matures sur I’ovaire
¢tait supérieur ou égal a 4 et que la technique de mise en fécondation prévue était I’ICSI.

Pour la deuxiéme technique dite « poolée » classique, les liquides folliculaires issus des
follicules matures ont été aspirés dans des seringues de 10 ml jusqu’au remplissage de la
seringue.

Les techniques de tri ovocytaire et de décoronisation pour la technique « poolée » sont
celles utilisées classiquement dans le laboratoire de biologie de la reproduction et sont décrites

dans I’annexe 7. Celles pour la technique « individualisée » sont décrites dans I’annexe 9.
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B. Technique de préparation des liquides folliculaires

Les LF obtenus lors de la ponction ovocytaire ont été replacés dans leur seringue initiale
apres le tri ovocytaire et mis dans une étuve a 37°C, ceux contaminés par du sang ont été exclus
de 1'é¢tude. Ils ont été transvasés dans des tubes de 50 ml (figure 4) pour centrifugation a 2000
RPM pendant 10 minutes afin de séparer le LF des différentes cellules (cellules de la granulosa,
¢léments figurés du sang). Le surnageant a été récupéré (figure 5) et placé dans deux tubes

anonymis¢€s de 5 mL dans un congélateur a — 20°C pour conservation avant analyse finale

(figure 6).

Surnageant

Culot cellulaire

Figure 4: Liquides folliculaires avant  Figure 5: Liquide folliculaire apres
centrifugation centrifugation

Figure 6: Tubes anonymisés avant congélation
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C. Dosage des hormones et des anticorps antithyroidiens dans le sérum et les

liquides folliculaires ovariens

1. Chronologie des analyses

Les prélevements et analyses sanguines ont été effectués le jour méme de la ponction
ovocytaire. 3 tubes secs ont ainsi été prélevés. Un tube sec de 6 ml fut transmis au laboratoire
de biologie endocrinienne et osseuse du CHU d’Amiens. Un second tube sec de 6 ml fut
transmis au laboratoire de médecine nucléaire situé a I’hopital sud du CHU d’Amiens. Un
troisieme tube sec de 6 ml fut congelé a -20°C en cas de probléme technique sur un des 2
précédents tubes.

Les analyses des LF ont été réalisées toutes en méme temps a la fin de 1’étude : un tube
de 5 ml fut transmis au laboratoire de biologie endocrinienne et osseuse et un tube de 5 ml fut
transmis au laboratoire de médecine nucléaire.

L’analyse de la GH, de I'IGF1 et de la 25(OH)D ayant été rajoutée au protocole initial,
il n’y a pas eu de matériel biologique (sérum et/ou LF) suffisant pour faire ces dosages chez

toutes les patientes.

2. Techniques de dosages et normes sériques

Le méme kit de dosage des hormones TSH, T3L, T4L, GH, IGF1, 25(OH)D et la
recherche d’ACAT a été utilisé pour le sérum et les LF. Les analyses suivantes ont été réalisées
pour chaque hormone, suivies de leur norme dans le sérum:

- TSH: chimiluminescence, automate VISTA 500TM (SIEMENS); N: 0,4-4 mUI/I

- T3L: chimiluminescence, automate VISTA 500TM (SIEMENS); N: 3,4-6,1 pmol/l

- T4L: chimiluminescence, automate VISTA 500TM (SIEMENS); N: 0,75-1,45 ng/dl

- Anticorps anti-TPO: chimiluminescence, automate CENTAUR XPTM (SIEMENS);
N : <28 Ul/ml

- Anticorps anti-TG: immunoradiométrique (IRMA) (kit Immunotech®, Beckman
Coulter,), N : <30 Ul/ml

- 25(OH)D : chimiluminescence, automate CENTAUR XPTM (SIEMENS); N : 30-80
ng/ml

- GH: chimiluminescence, automate IMMULITE 2000XPi (SIEMENS) ; N : <15 mUI/l

- IGF1: chimiluminescence, automate IMMULITE 2000XPi (SIEMENS)

85



Pour I’'IGF1, la norme s’exprime en médiane (Q5-Q95) en fonction de 1’age. Dans notre

cohorte les patientes étaient dans les tranches d’age 21-24 ans et 25-39 ans (tableau 9).

Age Seme percentile Médiane 95éme percentile
16-20 ans 268 352 47
21-24ans 149 230 332
25-39 ans 108 103 247
40- 4 ans 93 160 245

55 ans 54 152 204

Tableau 9: Normes de I’'IGF1 chez la femme en fonction de I’age

Les techniques réalisées pour les analyses des concentrations hormonales et des ACAT
ont été validées pour 1’analyse du sérum, il n’y a pas de validation biologique pour la technique

dans le LF.

III. Résultats

A. Analyse follicules par follicules

Afin d’évaluer la reproductibilité des dosages hormonaux entre follicules, nous avons
prélevé 3 patientes par la technique dite « individualisée ». La maturité ovocytaire des follicules
prélevés semblait comparable les uns aux autres.

Devant le faible nombre de prélévements, nous n’avons pas pu réaliser d’analyses
statistiques comparatives, uniquement des analyses descriptives. Pour chaque hormone, nous
avons calculé la médiane et les extrémes, la moyenne et 1’écart-type et le coefficient de variation
des taux folliculaires. Ces résultats sont présentés pour chaque patiente dans le tableau 10. Nous
présentons par la suite les résultats pour chaque patiente.

On observe que les coefficients de variation pour chaque hormone sont assez proches de
ceux é€tablis par le laboratoire. Lorsque 1’on regarde les valeurs brutes, les variations observées

ont peu de pertinence significative sur le plan clinique.
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TSH (mUI/l):
CV laboratoire intra-essai : 1,87%
- Serique
- LF:
- Médiane (Extréme)
- Moyenne (Ecart-type)
-CV
T3L (pmol/):
CV laboratoire intra-essai :2,78%
- Sérique
-LF:
- Médiane (Extréme)
- Moyenne (Ecart-type)
-CV
T4L (ng/dl):
CV laboratoire intra-essai :1,36%
- Sérique
-LF:
- Médiane (Extréme)
- Moyenne (Ecart-type)
-CV
GH (mUI/l):
CV laboratoire intra-essai :3,06%
- Sérique
-LF:
- Médiane (Extréme)
- Moyenne (Ecart-type)
-CV
IGF1 (ng/ml):
CV laboratoire intra-essai : 3,98%
- Sérique
-LF:
- Médiane (Extréme)
- Moyenne (Ecart-type)
-CV
Vitamine D (ng/ml):
CV laboratoire intra-essai :9,79%
- Sérique
-LF:
- Médiane (Extréme)
- Moyenne (Ecart-type)
- v

Patiente 1
(n=5 LF)
2,36
2,18 (2,08-2,36)
2,19 (0,11)/
5%

5,7
4,49 (4,29-4,65)
4,42 (0,16)
3,6%

0,88
1 (0,96-1,04)

1,004 (0,03)
3%

nr

nr

nr

Patiente 2
(n=6 LF)

1,82

1,18 (1,08-1,29)
1,175 (0,08)
6,8%

4,4

b

3,58 (3,49-3,74)
3,58 (0,12)
3,4%

1,1

b

1,06 (1,01-1,17)
1,065 (0,06)
5,6%

nr

nr

nr

Patiente 3
(n=4 LF)

12,1
8,18 (8,04-8,46)
8,22 (0,2)
2,4%

3,9
3,3 (3,12-3,35)
3,27 (0,11)
3,4%

1,08
1,47 (1,46-1,49)
1,47 (0,02)
1,4%

8,85
5,145 (5,04-5,43)
5,19 (0,18)
3,5%

249
112,5 (106-117)
112 (4,55)

4%

8,7
11,56 (10,37-13,47)

11,75 (1,31)
11,1%

Tableau 10: Médiane et extrémes, moyennes et écart-types et CV des dosages folliculaires par

patiente.

LF : liquide folliculaire, CV : coefficient de variation, nr : non réalisé
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La patiente 1 était agée de 35 ans, elle ne présentait pas d’antécédents médico-
chirurgicaux particuliers. Son bilan thyroidien avant FIV ne montrait pas d’anomalie. 5
follicules ont été prélevés par la technique individualisée. La patiente a eu une grossesse

évolutive a la suite de cette tentative de FIV. Les résultats sont présentés dans le tableau 11.

T
Numéro seringue 1 2 3 4 5 ] a.lux
sérique
Taille follicule (mm) 19 22 21 21 18,5 -
Nombre CCO 1 1 1 1 - -
(?uahte'apr‘es GP+ 0 GP-+ GP-+ i i
décoronisation
J1 2PN/2GP - 2PN/2GP = 2PN/2GP - -
2 422/ C+ - 42.1/B- 4.1.1/A- - -
I3 52.2/D - 72.1/B* 422/C - -
Arrét Arrét
J5 . : - - \ . - -
évolution évolution
TSH
2,08 2,37 2,18 2,18 2,18 2,36
(N: 0,4-4 mUI/l) ’ ’ ’ ’ ’ ’
LEIE 4,27 4,65 4,39 4,29 4,49 5,7
(N :3,4-6,1 pmol/l)
T4L
0,96 1 1 1,04 1,02 0,88
(N: 0,75-1,45 ng/dl) ’ ’ ’ ’
Anticorps anti-TPO 154 | 46,7 36,4 53.5 552 442
(N: < 28 Ul/ml)
Anticorps anti-TG
(N: < 30 Ul/ml) 0 0 0 0 0 0

Tableau 11: Patiente 1 : Résultats de la tentative d’ICSI, des dosages folliculaires et sériques des
hormones et ACAT pour les LF prélevés par technique individualisée
CCO : Complexe cumulo-ovocytaire, GP+ : Présence de globule polaire, PN : Pronuclei,
A, B, C, D : Score de qualité embryonnaire, N= norme sérique, * Embryon transféré
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La patiente 2 ¢était agée de 27 ans, elle ne présentait pas d’antécédents médico-

chirurgicaux particuliers. Son bilan thyroidien avant FIV ne montrait pas d’anomalie. 6

follicules ont été prélevés par la technique individualisée. La patiente a eu une grossesse

évolutive suite a cette tentative de FIV. Les résultats sont présentés dans le tableau 12.

(N: < 30 Ul/ml)

. T
Numéro seringue 1 2 3 4 5 6 , a}ux
sérique
Taille follicule 7 17 19 29 25 30 i
(mm)
Nombre CCO 1 1 0 1 1 1 -
Qualite apres PV GP+ ; GP+  GP+ GP+ ;
décoronisation
J1 - 2PN/2GP - 1PN 0PN 2PN/2GP -
12 - 4.1.1/A-* - - - 22.1/C- -
I3 - - - - 72.1/B -
D&
Is i i i i ebut' i
compaction
A
16 - - - - At ;
évolution
uils! 1,1 1,29 1,17 1,19 1,22 1,08 1,82
(N: 0,4-4 mUI/l)
T3L
3,51 3,51 3,74 3,49 3,56 3,69 4.4
(N :3,4-6,1 pmol/l) ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
T4L
1,05 1,17 1,02 1,07 1,07 1,01 1,1
(N: 0,75-1,45 ng/dl) | ’ ’ ’ ’ ’ ’
Anticorps anti TPO | ) 552 3333 408 514 <28 80,8
(N: < 28 Ul/ml)
Anticorps anti TG 0 0 0 0 0 0 0

Tableau 12: Patiente 2 : Résultats de la tentative d’ICSI, des dosages folliculaires et sériques des

hormones et ACAT pour les LF prélevés par technique individualisée
CCO : Complexe cumulo-ovocytaire, PV : Pellucide vide, GP+ : Présence de globule polaire, PN : Pronucléus,

A, B, C, D : Score de qualité embryonnaire, N= norme sérique * Embryon transféré
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La patiente 3 était agée de 35 ans, elle présentait une hypothyroidie substituée par
lévothyroxine. 4 follicules ont été prélevés par la technique individualisée. Il a été découvert
une TSH ¢levée (12,1mUI/1) au cours de la tentative de FIV. Il a donc été décidé de ne pas
réaliser de transfert d’embryons frais. Devant 1’absence de développement embryonnaire,
aucune congélation n’a pu €tre réalisée. Les LF n’ont pas été en quantité suffisante pour réaliser

les dosages des anticorps antithyroidiens. Les résultats sont présentés dans le tableau 13.

. T
Numéro seringue 1 2 3 4 , a}ux
sérique
Taille follicule (mm) 21 22,5 21 22 -
Nombre CCO 1 0 2 1 -
(?uahte‘apr'es GP+ ) GP+ et GP+ i
décoronisation GP+
2PN/2GP
J1 2PN/2GP - SPN/IGP 2PN/2GP -
J2 - - - - -
TSH
(N: 0,44 mUI) 8,04 8,46 8,3 8,06 12,1
T3L
(N :3.4-6,1 pmol/l) 3,12 3,262 3,337 3,356 3.9
T4L
(N: 0,75-1,45 ng/dl) 1,462 1,497 1,478 1,461 1,08
Anticorps anti TPO o r ar o 1249
(N: < 28 Ul/ml)
Anticorps anti TG o r ar o 3
(N: < 30 Ul/ml)
GH
5,07 522 5,04 5,43 8,85
(N :<15mUlI/) ’ ’ ’ ’ ’
IGF1
(N :108-247 ng/ml) 106 112 113 117 249
Vitamine D
11,23 13,47 10,37 11,92 8,7
(N : 30-80 ng/ml) ’ ’ ’ ’ ’

Tableau 13: Patiente 3 : Résultats de la tentative d’ICSI, des dosages folliculaires et sériques des
hormones et ACAT pour les LF prélevés par technique individualisée
CCO : Complexe cumulo-ovocytaire, GP+ : Présence de globule polaire, PN : Pronucléus, N= norme sérique

Synthése :
e Les hormones TSH, T3L, T4L, GH, IGF1 et 25(OH)D sont détectées dans les LF.
¢ e coefficient de variation entre chaque follicule pour chaque hormone est proche de celui du
laboratoire et les valeurs brutes sont concordantes sur le plan clinique.
e Cette premicre analyse nous permet de valider la technique du pooling des LF pour la suite

de la cohorte.
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B. Analyse des corrélations folliculo-sériques

1. Axe thyroidien

Les hormones thyroidiennes TSH, T3L et T4L ont été détectées dans les LF tout comme

les anticorps anti-TPO et anti-TG.

Une corrélation positive a été mise en évidence entre les taux sanguins et folliculaires de
TSH, T3L, T4L et le titre des anticorps anti-TPO :
- Corrélation TSH sérique/folliculaire : r=0.39, p<<0.0001, figure 7
- Corrélation T3L sérique/folliculaire : r=0.20, p=0.0498, figure 8
- Corrélation T4L sérique/folliculaire : r=0.59, p<0.0001, figure 9
- Corrélation Ac anti TPO sérique/folliculaire : r=0.83, p<<0.000, figure 10
- Corrélation Ac anti TG sérique/folliculaire : r=0.99, p<0.0001, figure 11
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Figure 7: Corrélation TSH sérique versus TSH folliculaire (r=0.39, p<0.0001 ; n=100)

Nous avons découvert une hypothyroidie non controlée lors d’une tentative de FIV (cf
patiente 3, tableau 13). Le jour de la ponction ovocytaire, nous avons observé une TSH sérique
a 12,1 mUI/1 et folliculaire a 7,8 mUI/l, T3L sérique a 3,9 pmol/l et folliculaire a 3,5 pmol/l,
T4L sérique a 1,08 ng/dl et folliculaire a 1,49 ng/dl. On observe une concordance entre ces

valeurs sériques et folliculaires.
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Figure 8: Corrélation T3L sérique versus T3L folliculaire (r=0.20, p=0.0498 ; n=94)

Pour une patiente, nous avons découvert le jour de la ponction ovocytaire une TSH
basse. Ses dosages étaient : TSH sérique a 0,15 mUI/1 et folliculaire a 0,376 mUI/l, T3L
sérique a 6,9 pmol/l et folliculaire a 9,59 pmol/l, T4L sérique a 1,08 ng/dl et folliculaire a 1,5
ng/dl. On observe une concordance entre les valeurs sériques et folliculaires. Elle ne présentait
pas d’antécédent thyroidien connu. Une recherche des anticorps anti-récepteurs de la TSH était
réalisée dans le sérum et le LF par dosage de type immunoradiométrique (kit Immunotech®)

qui s’est révélée négative.

\l—‘
w
\
|

T GEE

o
U

TaL folliculaire (ng/dl)
=

0 0,5 1 1,5 2
TAL sérique (ng/dl)

Figure 9: Corrélation T4L sérique versus T4L folliculaire (r=0.59, p<0.0001 ; n=94)

Une patiente présentait une T4L sérique plus élevée (1,6ng/dl) que la T4L folliculaire
(1,06 ng/dl). Cette patiente avait une hypothyroidie substituée par lévothyroxine. La TSH
sérique était a 1,39 mUI/1 et folliculaire a 0,62 mUI/I, T3L sérique a 5,6 pmol/l et folliculaire a
3,1 pmol/l. Chez cette patiente la T4L sérique élevée peut étre en rapport avec la prise de
lévothyroxine. On peut supposer un effet prise ou le passage folliculaire de la 1évothyroxine ne

serait pas encore complet.
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Figure 10: Corrélation anticorps anti-TPO sériques versus anticorps anti-TPO folliculaires (r=0.83,

p<0.0001 ; n=74)
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Figure 11: Corrélation anticorps anti-TG sériques versus anticorps anti-TG folliculaires (r=0.99,

p<0.0001 ; n=72)
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2. Axe somatotrope

La GH et I'IGF1 ont été détectés dans les LF. Il n’a pas été mis en évidence de corrélation
pour la GH (p=0.136, figure 12), mais il existe une corrélation folliculo-sérique pour ’'lGF1

(r=0.34, p=0.039, figure 13).
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Figure 12: Corrélation GH sérique versus GH folliculaire (n=37)

140

120

100 | -

80 = 2,

60 ////,//</’/’////

40 ——

IGF1 folliculaire (ng/ml)

20 ‘

0 50 100 150 200 250 300
IGF1 sérique (ng/ml)

Figure 13: Corrélation IGF1 sérique versus IGF1 folliculaire (r=0.34, p=0.039 ; n=37)

Une de nos patientes présentait un hypopituitarisme (cf « Partie 2 »). La patiente a été
traitée par GH (somatotropin 1,1 mg/jr) et 1évothyroxine (75 mcg/jr) entre sa 3°™ et sa 4°m¢
tentative de FIV. Le tableau 14 présente les résultats des dosages hormonaux folliculaires et
sériques correspondant a ces deux tentatives. L’IGF1 n'était pas détectable dans les LF avant la
substitution par GH. Les concentrations de GH / IGF1 ont augmentées dans le sang et le LF

sous GH. Les taux de T4L et de T3L ont augmenté dans le LF.
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T3 FIV T4 FIV

Sans traitement par GH et L-thyroxine Avec traitement par GH et L-thyroxine
Sang Liquide folliculaire Sang Liquide folliculaire
GH (mIU/) 1.39 1.39 2.95 7.68
IGF1 (ng/ml) <25 <25 153 109
TSH (mUI/1) 2.71 1.6 0.16 0.12
T4L (ng/dl) 0.78 0.84 1.28 1.45
T3L (pmol/l) 3.1 2.5 3.8 3.7

Tableau 14: Dosages sériques et folliculaires d’une patiente hypopituitaire avant et apres traitement
par GH et 1évothyroxine au cours de FIV

3. Vitamine D

La vitamine D a été détectée dans les LF. Il a été mis en évidence une corrélation folliculo-

sérique (r=0.87, p<0.0001, figure 14).
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Figure 14: Corrélation vitamine D sérique versus vitamine D folliculaire (r=0.87, p<0,0001; n=18)

Synthése :
e Mise en évidence d’une corrélation positive significative entre les taux sériques et
folliculaires pour la TSH, T3L, T4L, les anticorps anti-TPO et anti-TG, I’IGF1 et la 25(OH)D

e Absence de corrélation folliculo-sérique pour la GH
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IV. Discussion

Nous avons détecté dans les LF issus de FIV les hormones TSH, T4L, T3L, GH, IGF1,
25(0OH)D et les anticorps anti-TPO et anti-TG.

Lors de I’analyse follicules par follicules, nous n’avons pas mis en évidence de
différence majeure entre les concentrations folliculaires pour des follicules de maturité
comparable. Par ailleurs, les coefficients de variation proches de ceux établis par le laboratoire
dans le sérum valident notre technique pour le poolage des liquides folliculaires d’'une méme
patiente. Dans la littérature, on ne trouve pas d’étude ayant comparé les taux folliculaires de
ces différentes hormones en fonction de la taille des follicules. Il a uniquement été décrit que
les concentrations folliculaires en GH (45) et IGF1(85) issus d’ovocytes matures sont plus

importantes que celles d’ovocytes atrétiques ou immatures.

Nous observons une corrélation positive entre le sérum et le LF pour les hormones TSH,
T4L, T3L, IGF1, 25(OH)D et les anticorps anti-TPO et anti-TG. Ces résultats sont concordants
avec les données de la littérature.

En effet, la TSH est détectée dans les LF issus de FIV (32-34). Elle est corrélée aux
taux sériques (32,34), la TSH folliculaire étant plus basse que la sérique (34).

Les HT T3L et T4L sont détectées dans les LF issus de FIV (33,34,37-39) avec une
corrélation positive avec la concentration sérique (34,37). La T4L est plus ¢levée dans le sérum
que dans LF (34), on observe I’inverse pour la T3L (34).

Les anticorps anti-TPO et anti-TG sont détectés dans les LF issus de FIV (33,34,44) ou
ils sont corrélés aux taux sériques (34,44). On observe que les taux sériques sont plus élevés
que les taux folliculaires (34).

L’IGF1 est détecté dans les LF issus de FIV (45,46,48,61-69,69-79) ou de prélevement
d’ovaires issus de ccelioscopie (46,50,68). L’IGF1 est plus élevé dans le sérum que dans le LF
(61-63,65,67,68,72,75). L’IGF1 folliculaire est corrélé aux taux sériques (61-63,66—68).

La 25(OH)D est détectée dans les LF issus de FIV (115-126). Il existe une corrélation
positive entre les taux de 25(OH)D sériques et folliculaires (115,116,120,122,123,125,126), les
taux folliculaires étant plus bas que les taux sériques (125).

Nous n’avons pas mis en évidence de corrélation entre la GH sérique et folliculaire.
Dans la littérature, la GH est détectée dans les LF issus de FIV (45-49) ou de prélevements
d’ovaires issus de ccelioscopie (46,50). La GH sérique est plus haute que celle du LF (47,49),

mais elles sont corrélées 1’une avec I’autre (49). Nous ne pouvons pas conclure sur nos résultats,
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car il existe une variation circadienne de la GH avec notamment un pic en début d’apreés-midi
(figure 15) (457). Dans notre étude, la prise de sang a été réalisée le jour de la ponction
ovocytaire, mais a des horaires différents soit a I’entrée de 1’hospitalisation (7h30) soit au
moment de sa sortie (14h), la ponction folliculaire ayant pu étre réalisée a n’importe quelle

heure de la matinée. Ainsi il existe un biais important pour 1’interprétation de nos résultats.
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Figure 15: Cycle circadien de la GH (457)

La TSH, les HT et les ACAT, la GH, I’'IGF1 et la 25(OH)D sont présents dans les LF.
Se pose ensuite la question des mécanismes de passage ou de synthese expliquant leur présence
dans I’antrum folliculaire.

Le LF est un fluide extracellulaire complexe, semi-visqueux qui s’accumule dans
I’antrum des follicules ovariens au cours de leur croissance. Il constitue le microenvironnement
dans lequel le complexe cumulo-ovocytaire se développe et les cellules de la granulosa se
différencient. La manicre dont le fluide s’accumule n’est pas précisément connue. La principale
hypothese est un passage d’eau, d’¢lectrolytes et de molécules de la circulation sanguine vers
le LF sous I’effet d’un gradient osmotique. La concentration en électrolytes est similaire a la
concentration sanguine. Cependant, les molécules de plus de 100 kilodaltons (kDa) sont
présentes en plus faible concentration dans le LF. Ceci implique la présence d’une barriére
hémato-folliculaire sélective en fonction du poids moléculaire. Cette barriere séparerait donc le
LF de la circulation sanguine. Elle serait constituée de la paroi des capillaires sanguins, de
I’épaisseur des cellules de la granulosa et de la théque, et de la membrane basale qui les
séparent. Cette barriere peut également exister en sens inverse. Ainsi, les grosses molécules
produites par I’ovocyte ou les cellules de la granulosa ne peuvent pas traverser la membrane
basale, créant ainsi un gradient osmotique potentiel. Ce gradient osmotique serait constitué par

la sécrétion par les cellules de la granulosa, dans le LF, de molécules de plus de 300 kDa telles
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que des protéoglycanes, des glycosaminoglycanes, de 1’acide hyaluronique, des chondroitines
et dermatanes sulfates et de ’ADN. Le gradient osmotique ainsi créé pourrait étre responsable
du recrutement du liquide au centre du follicule [30]. Cependant, le transport des molécules
d’eau pourrait étre facilité par des aquaporines (protéines transmembranaires) mises en
é¢vidence sur les cellules de granulosa. Les aquaporines auraient probablement un rdle
supplémentaire pour la transduction du fluide lors de I’ovulation [31]. Le transport du LF et des
¢léments de bas poids moléculaire pourrait donc étre a la fois transcellulaire et péricellulaire.
En parall¢le de I’accumulation du liquide, un mouvement des cellules de la granulosa les unes
par rapport aux autres est nécessaire a la formation de I’antrum.

En dehors de la GH, notre étude a permis de mettre en évidence une corrélation positive
entre les taux sériques et folliculaires pour les différentes hormones et les ACAT. Cette
corrélation nous oriente vers un transport passif des hormones et des ACAT dans le
compartiment folliculaire. Les hormones et les ACAT diffuseraient de la circulation sanguine
vers le LF comme I’eau, les électrolytes et les protéines de bas poids moléculaire. Ces hormones
ont toutes un poids moléculaire inférieur a 100 kDa (GH : 22 kDa, IGF1 : 7,6 kDa, TSH : 28
kDa, T3 : 651 daltons, T4 : 776 daltons et 25(OH)D : 400 daltons) et peuvent donc passer la
barriere hémato-folliculaire sans nécessiter de transporteur actif.

Plus spécifiquement pour la GH, plusieurs arguments vont dans le sens d’un passage
passif de la GH dans le LF. Une équipe a mis en évidence une corrélation positive (49). L ajout
de GH en traitement adjuvant lors de protocole de FIV entraine une augmentation de la GH
sérique (53-56) et folliculaire (47,51-53). Chez notre patiente présentant un GHD, on observe
une augmentation importante de la GH et de I’'IGF1 folliculaires et sériques dans les mémes
proportions apres mise sous traitement substitutif.

Nous faisons les mémes constatations pour la TSH et les HT, lorsque nous observons
des valeurs pathologiques dans le sérum, elles sont en concentrations comparables dans le LF

argumentant aussi vers un passage passif.

En parall¢le de ce passage passif, il pourrait cependant y avoir une régulation locale de
certaines hormones. En effet, plusieurs études démontrent aussi une production locale et une
régulation intraovarienne de I’IGF1. En effet, il est mis en évidence dans 1’ovaire au niveau
dans les cellules de la granulosa a partir du stade préovulatoire (84—86) et dans les cellules de
la theque a partir du stade antral (86—88). Aprées ajout de GH in vitro chez I’animal, on observe
une augmentation de la sécrétion d’IGF1 par les cellules de la granulosa et de la theque chez le

porc (191) et une stimulation de 1’expression de I’'IlGF1 et de son récepteur chez le rat (209).
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Par ailleurs, les gonadotrophines et les stéroides sexuels joueraient aussi un role dans le systéme
des IGFs. En effet chez I’animal, 1’ajout de FSH ou d’cestradiol dans des cultures de cellules de
la granulosa augmente la production d’IGF1 (303,304). Un traitement par androgénes augmente
I’IGF1 et son récepteur au niveau des ovocytes des follicules primordiaux (305). In vitro chez
I’humain, I’ajout de FSH ou d’HCG augmente aussi I’expression de ’IGF1 et 2 par les cellules
de la granulosa (217,301,306). Chez les souris KO GHR, on observe des taux folliculaires
d’IGF1 normaux malgré une maturation folliculaire retardée (203,204) reflétant probablement
la capacité d'autres hormones (comme la FSH et I'eestradiol) a activer la production d'IGF1
(304). Les IGFBPs folliculaires entrainent des changements dans la biodisponibilité des IGFs
folliculaires et sont aussi des acteurs dans la folliculogénése et la stéroidogenese ovarienne.
Dans des cultures folliculaires humaines, il a ét¢ mis en évidence une synthése des IGFBPs au
sein des cellules de la granulosa (102,296,298,319-321). Il a ét¢ démontré chez 1’animal que
leurs concentrations varient en fonction du stade de développement folliculaire (311-314). Par
ailleurs, il a été trouvé une régulation de leur expression par les gonadotrophines (317,318).
Nous pouvons donc supposer que la régulation du systéme des IGFs par la GH serait
partiellement dépendante des gonadotrophines. Ainsi I’élévation des gonadotrophines lors de
la croissance folliculaire permet d’augmenter la synthese en IGFs et de réduire la concentration
folliculaire en IGFBPs. Ceci entraine ainsi une meilleure biodisponibilit¢ des IGFs pour
stimuler la prolifération des cellules de la granulosa et la stéroidogenése. A I’inverse lors de
I’atrésie folliculaire, la baisse des gonadotrophines entraine une augmentation des IGFBPs
réduisant les IGFs folliculaires.

Concernant les HT, il a ét€¢ mis en évidence que les cellules de la granulosa humaines
expriment les DOI 2 et DOI 3. Elles sont aussi présentes au sein des cellules épithéliales
superficielles de 1’ovaire (35,40). Leur présence implique la possibilité d’une conversion
périphérique possible de la T4 en T3 ou d’inactivation de la T4 en T3r. Cette conversion
pourrait étre influencée par 1’action folliculaire de la TSH sur les DOI. De plus, il a été mis en
évidence I’expression du symporteur Na+/I- dans I’ovaire humain (458). Ainsi une régulation
intraovarienne des HT pourrait exister. En effet, les ¢léments clés impliqués dans la synthese et
la régulation des HT sont retrouvés dans 1’ovaire : la TSH et son récepteur, la thyroglobuline

ainsi que I’iode et son symporteur.

Cette premicre analyse des LF permet de valider notre technique de dosage des
hormones TSH, T4L, T3L, GH, IGF1, 25(OH)D et des anticorps anti-TPO et anti-TG. Nous

allons nous intéresser par la suite a leurs potentielles associations avec les résultats de FIV.
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Partie 5

Analyse 2 : Etude de la qualité ovocytaire

93 couples

100 ponctions
ovocytaires

Description de la
population

Analyse 1:
Etude des concentrations
folliculaires

L J

Analyse 2: Etude de la 59 ICS| avec > 4 100 mis en * 581CSI .
qualité ovocytaire  _m ovocytes matures fecondation @K ;g II?IIVFIV - mi ICSI

60 TEF avec
dosages
folliculaires
complets

* 13 HSO
15 absence d'embryons
4 endométres inadéquats

Analyse 3: Etude
des issues de transferts
embryonnaires

32 absences de
TEF

v

30 grossesses

38 absences de
grossesse

22 naissances 8 fausses
vivantes couches

Figure 2: Flow chart de I’étude
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I. Objectif

L’objectif de cette 2°™ analyse était de rechercher une association entre la qualité des
ovocytes issus d’ICSI et les concentrations folliculaires et sériques en TSH, T4L, T3L, GH,

IGF1, 25(OH)D, anticorps anti-TPO et anti-TG.

II. Matériel et méthodes

A. Evaluation de la maturité et de la qualité ovocytaire

Pour cette deuxiéme analyse, nous avons sélectionné dans notre population initiale
toutes les tentatives d’ICSI. Nous avons exclu toutes les patientes ayant eu une faible réponse
ovarienne ou moins de 4 ovocytes matures étaient observés aprés décoronisation ainsi que les
patientes présentant en endométriose sévere (stade III/IV) et/ou ovarienne (459).

Suite a la décoronisation avant I’ICSI, les ovocytes furent observés sous microscope
pour évaluer leur degré de maturité ovocytaire par la présence ou non d’un globule polaire au
niveau de 1’ovocyte (figure 16). La présence d’ovocytes lysés, de pellucides vides (PV) ou de

VG a aussi été notée.

Figure 16: Evaluation de maturité ovocytaire
A : Ovocyte mature normal avec présence d’un globule polaire (fléche) ; B : Pellucide vide ;
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C : Vésicule germinative ; D : Ovocyte en cours de lyse

La qualité ovocytaire a été évaluée par la présence d’anomalies morphologiques.
Chaque anomalie a été colligée pour chaque ovocyte : granulations cytoplasmiques diffuses,
corps réticulés, vacuoles, ovocytes collants ou mous, EPV augmenté, EPV avec débris (figure

17).

Figure 17: Evaluation des anomalies morphologiques ovocytaires
A : Ovocyte normal, B : Granulations cytoplasmiques diffuses, C : Corps réticulés,

D : Vacuole, E : Espace périvitellin (EPV) augmenté, F : EPV avec fragments

B. Constitution des groupes

Parmi ces tentatives d’ICSI, nous avons constitué deux cohortes en prenant le seuil de
50% d’anomalies morphologiques ovocytaires aux vues des données de la littérature, de notre
pratique clinique et de la répartition des anomalies morphologiques dans notre cohorte :
- Cohorte ovocytaire anormale : Plus de 50% des ovocytes présentant au moins une
anomalie morphologique,
- Cohorte ovocytaire normale : 50% ou moins d'ovocytes présentant au moins une

anomalie morphologique.
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III. Résultats

A. Distribution des anomalies ovocytaires

Parmi les 100 ponctions ovocytaires, 71 mises en fécondation en ICSI ont eu lieu. Pour
cette analyse, nous avons pu inclure 63 tentatives avec ICSI ou il y avait au moins 4 ovocytes
matures apres décoronisation pour 60 couples. 4 patientes ont été exclues devant la présence
d’une endométriose pelvienne sévere. Au total, 59 tentatives d’ICSI ont été retenues pour
I’analyse. 520 ovocytes ont été analysés, 307 (59%) présentaient au moins une anomalie
morphologique. 217 (41,7%) présentaient une anomalie, 80 (15,4%) deux anomalies, 10 (1,9%)
trois anomalies ou plus.

Parmi ces tentatives nous avons constitu¢ les deux cohortes en fonction de la qualité
ovocytaire :

- Cohorte ovocytaire anormale : n=34 tentatives, avec un total de 310 ovocytes
matures analysés, dont 246 ovocytes (79,4%) ayant au moins une anomalie
morphologique,

- Cohorte ovocytaire normale : n=25, avec un total de 210 ovocytes matures
analysés, dont 61 ovocytes (29%) ayant au moins une anomalie morphologique.

La figure 18 représente la proportion du type d’anomalies morphologiques dans les
cohortes ovocytaires normale et anormale. Plus de la moitié¢ des anomalies morphologiques

¢taient un cytoplasme granuleux.

EPV avec débris - EPV avec débris
EPV augmenté 7% EPV augmenté4%
3% 9%
Corps réticulés
6%

Corps réticulés
10%

Granuleux
55%

Granuleux
54%

Collants
5% Collants
5% Mous

800 6%

Mous

Figure 18: Répartition du type d’anomalies morphologiques dans les cohortes ovocytaires
(A): Cohorte ovocytaire normale, n=61 oocytes, (B): Cohorte ovocytaire anormale, n=246 oocytes

EPV: Espace périvitellin
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La figure 19 présente la répartition du nombre d’anomalies ovocytaires par patientes dans
chacune des cohortes ovocytaires ainsi que le nombre d’ovocytes par patientes. On observe que
la majorité des ovocytes présentaient une seule anomalie. La présence de 3 anomalies

morphologiques ne s’observait que dans la cohorte ovocytaire anormale.
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Figure 19: Répartition du nombre d’ovocytes et d’anomalies ovocytaires par patientes dans les cohortes ovocytaires
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B. Caractéristiques de la population et issues des tentatives d’ICSI

Le tableau 15 décrit les caractéristiques de la population, on ne note pas de différence

entre les deux groupes concernant les caractéristiques cliniques.

Cohorte ovocytaire Cohorte ovocytaire p
anormale (n = 34) normale (n = 25)
Durée infertilité (années) 3.50 [3.00; 5.00] 4.00 [3.00; 4.00] 0.85
Caractéristiques féminines :
- Age 31.5[29.0; 34.8] 30.0 [29.0; 34.0] 0.69
-IMC 23.0 [21.2; 27.0] 21.0 [20.0; 25.0] 0.096
- Tabac 15% 20% 0.73
- FSH J3 (UI/L) 6.05 [4.82; 6.95] 5.60 [4.40; 7.00] 0.7
- AMH (ng/mL)* 3.7 [2.8; 8.60] 3.30 [2.00; 4.50] 0.4
- BRO 5,9% 8% 1
- SOPK 35% 24% 0.35
Paramétres spermatiques :
- Numération (M/ml) 38.2[16.3; 79.3] 22.9[12.0; 59.2] 0.19
- Mobilité (% totale) 40.0 [35.0; 50.0] 35.0 [25.0; 45.0] 0.09
- Mobilité (% a+b) 35.0 [30.0; 45.0] 27.5[15.0; 40.0] 0.07

Tableau 15: Caractéristiques de la population féminine en fonction de la qualité ovocytaire.
Les résultats sont exprimés en médiane et Q25-75 ou pourcentage. * : données manquantes n= 15
IMC : indice de masse corporelle ; FSH : Hormone folliculostimulante ; AMH : Hormone antimiillérienne ;
BRO : baisse de réserve ovarienne ; SOPK : syndrome des ovaires polykystiques

Le tableau 16 décrit les parameétres de la stimulation, la description des cohortes
ovocytaires et les résultats des tentatives d’ICSI en fonction de la cohorte ovocytaire. On
n’observe pas de différence concernant les différents parameétres de la stimulation.

Concernant la description ovocytaire, on n’observe pas de différence sur la maturité
ovocytaire. La proportion d’ovocytes ayant plus d’une anomalie morphologique est plus
importante dans la cohorte ovocytaire anormale.

Le taux de fécondation est significativement plus faible dans la cohorte ovocytaire
anormale (65,5% vs 80%, p= 0,012). On ne note pas de différence concernant les taux de

développement embryonnaire et les issues de grossesse.
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Cohorte ovocytaire Cohorte ovocytaire p
anormale (n = 34) normale (n = 25)
Parameétres de la stimulation
Protocoles de stimulation
- Antagoniste 9% 12% 0.69
- Agoniste long 91% 88% '
Durée de la stimulation (jours) 11.5[10.2; 13.0] 12.0[10.0; 13.0] 0.66
Nombre total unité FSH (UI) 1775 [1350; 2681] 1650 [1350; 2200] 0.67
Taux E2 J-hCG (pg/ml) 2127 [1585; 2828] 2003 [1450; 2735] 0.94
Description ovocytaire

Nombre total d'ovocytes 14.5[9.25; 19.0] 12.0 [8.00; 15.0] 0.19
Nombre d'ovocytes mis en ICSI 7.00 [6.00; 12.0] 8.00 [6.00; 10.0] 0.98
Taux d’ovocytes matures 73.7 [59.5; 77.8] 75.0 [68.8; 83.3] 0.15
Taux d'ovocytes anormaux 83.3[67.5; 92.6] 27.3[11.1;47.1] <0.001
Distribution des anomalies
morphologiques ovocytaires :

- Une anomalie 52.8% 25.7%

- Deux anomalies 23.9% 2.9% <0,001

- Trois ou plus anomalies 3.2% 0%

Résultats d’ICSI

Taux de fécondation 65.5[44.7; 83.3] 80.0 [68.8; 88.9] 0.012
Taux de développement 50.0 [25.0; 88.9] 62.5 [39.6; 77.5] 0.66
embryonnaire a J2
Taux de transfert / ponction 65% 72% 0.55
Taux .de congélation embryonnaire / 44% 40% 075
ponction
Taux de grossesses / transfert 45% 50% 0.77
Taux de naissances vivantes / 32% 44% 0.41

transfert

Tableau 16: Réponse ovarienne, description ovocytaire et résultats d’ICSI en fonction de la qualité

ovocytaire.

Les résultats sont exprimés en médiane et Q25-75 ou pourcentage. FSH: gonadotrophines; E2: oestradiol;

hCG: human chorionic gonadotropin
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C. Analyse des concentrations sériques et folliculaires

Le tableau 17 décrit les dosages sériques et folliculaires en TSH, T3L, T4L, GH, IGF1,
25(OH)D et la présence d’ACAT. On observe que la GH folliculaire est significativement plus
haute dans la cohorte ovocytaire normale (4,98 vs 2,75 ; p<0,01) tout comme I’IGF1 folliculaire
(72,1 vs 54,2 ; p=0,05). On n’observe pas de différence concernant leurs concentrations
sériques. Aucune différence significative n’est mise en évidence pour les concentrations

sériques et folliculaires en TSH, T3L, T4L, 25(OH)D et ainsi que pour la présence d’ACAT.

L’IGF1 ne suivant pas une répartition gaussienne et afin de confirmer nos résultats sur
I’IGF1, nous avons séparé notre cohorte initiale en 2 groupes en fonction de la médiane
folliculaire de I'IGF1 dans la cohorte (supérieur ou inférieur a 65,Ing/ml). Nous avons
recherché une association entre ces deux groupes et le pourcentage d’ovocytes présentant au
moins une anomalie ovocytaire par patiente. Nous observons que les patientes ayant un IGF1
inférieur a la médiane ont significativement plus d’ovocytes anormaux que celles qui ont un

IGF1 supérieur a la médiane (70,6% vs 45,8%, p=0,029).
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n Cohorte ovocytaire Cohorte ovocytaire p
anormale (n = 34) normale (n = 25)
Axe thyréotrope
TSH folliculaire (mUI/) 59 1.12[0.735; 1.73] 1.51[0.970; 2.00] 0.3
TSH sérique (mUI/l) 57 1.64[1.21;2.09] 2.04 [1.49; 2.34] 0.14
T3L folliculaire (pmol/l) 59 3.59[3.00; 4.2] 3.75[3.30; 4.17] 0.91
T3L sérique (pmol/l) 57 4.31[3.92;4.7] 4.39 [4.15; 4.70] 0.84
T4L folliculaire (ng/dl) 59 1.09 [1.04; 1.19] 1.15[1.05; 1.22] 0.42
T4L sérique (ng/dl) 57 0.960 [0.885; 1.05] 0.990 [0.930; 1.09] 0.22
Anticorps anti-TPO folliculaire 42 3.3% 17% 0.19
Anticorps anti-TPO sérique 57 15% 26% 0.32
Anticorps anti-TG folliculaire 41 0% 17% 0.08
Anticorps anti-TG sérique 57 5.9% 13% 0.38
Axe somatotrope
GH folliculaire (mUI/I) 59 2.75[1.95; 4.24] 4.98 [2.84; 7.05] <0.01
GH sérique (mUI/l) 25 1.09 [0.45; 6.16] 5.61[1.22; 8.83] 0.2
IGF1 folliculaire (ng/mL) 59 54.2 [35.1; 84.6] 72.1[62.1; 95.6] 0.05
IGF1 sérique (ng/mL) 25 135 [121; 174] 152 [122; 186] 0.85
Vitamine D
25(OH)D folliculaire (ng/ml) 52 24.5[18.1; 29.6] 22.8 [14.5; 33.7] 0.98
25(OH)D sérique (ng/ml) 12 15.1[13.8; 16.5] 12.8 [7.58; 16.8] 0.61

Tableau 17: Dosages hormonaux et présence d’ACAT folliculaires et sériques en fonction de la

qualité ovocytaire.

Les résultats sont exprimés en médiane et Q25-75 ou pourcentage.

109




Synthése :

® > 50% des anomalies morphologiques ovocytaires sont des granulations cytoplasmiques.
¢ Plus d’ovocytes avec des anomalies multiples dans la cohorte ovocytaire anormale.

e Taux de fécondation plus faible dans la cohorte ovocytaire anormale.

¢ Concentrations en GH et IGF folliculaires plus hautes dans la cohorte ovocytaire normale.
e Concentration en IGF1 folliculaire significativement associée au pourcentage d’ovocytes
anormaux.

¢ Pas de différence pour les concentrations sériques en GH et IGF1.

e Pas de différence pour les concentrations folliculaires et sériques en TSH, T3L, T4L,

25(OH)D et la présence d’anticorps antithyroidiens.

Lors de la rédaction de I’article issu de cette analyse, nous avons décidé de ne présenter et
de ne discuter uniquement que les concentrations folliculaires au vu du nombre de données
manquantes concernant les concentrations sériques. L’article issu de cette analyse presenté ci-
dessous a été accepté pour publication dans « Frontiers in endocrinology » le 15 novembre

2021, il est en cours d’édition.
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Introduction: Oocyte quality contributes to the development of an optimal embryo and
thus a successful pregnancy. The objective of this study was to analyse the association
between oocyte cohort quality and the follicular levels of growth hormone (GH), insulin-like
growth factor 1 (IGF1), 25-hydroxy vitamin D (250HD), thyroid-stimulating hormone
(TSH), free triiodothyronine (fT3), free thyroxine (fT4) and antithyroid antibodies, as a
function of intracytoplasmic sperm injection (ICSI) outcomes.

Material and methods: We conducted a prospective comparative pilot study from
January 2013 to December 2017. 59 ICSI cycles constituted an abnormal oocyte cohort
(n=34 cycles, in which more than 50% of oocytes presented at least one morphological
abnormality) and a normal oocyte cohort (n=25 cycles, in which 50% or less of the oocytes
presented at least one morphological abnormality). GH, IGF1, 250HD, TSH, fT3, fT4 and
antithyroid antibodies were measured in follicular fluid.

Results: The fertilisation rate was lower in the abnormal oocyte cohort (65.5% vs. 80%,
respectively, p=0.012). Oocytes’ proportion with at least one abnormality was 79.4% in the
abnormal oocyte cohort and 29.0% in the normal oocyte cohort. The mean number of
morphological abnormalities per oocyte was significantly higher in the abnormal oocyte
cohort. The follicular levels of GH (4.98 vs. 2.75 mIU/L, respectively; p <0.01) and IGF1 (72.1
vs. 54.2 ng/mL, respectively; p=0.05) were higher in the normal oocyte cohort. There was no
association with follicular levels of TSH, fT3, fT4, antithyroid antibodies, or 250HD.

Conclusion: Oocyte cohort quality appears to be associated with follicular levels of GH
and IGF1.

Keywords: oocyte morphological abnormality, follicular fluid, intracytoplasmic sperm injection, growth hormone,
insulin-like growth factor 1, thyroid-stimulating hormone, thyroid hormones, 25-hydroxy vitamin D
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INTRODUCTION

Gamete quality is one of the many factors involved in the success
or failure of in vitro fertilisation (IVF). With the development of
the intracytoplasmic sperm injection (ICSI), a decoronized
oocyte’s nuclear maturity and morphological structure can be
assessed precisely. Oocyte quality contributes to the development
of an optimal embryo and thus a successful pregnancy (1).
However, 10 to 60% of the oocytes obtained after controlled
ovarian stimulation (COS) for IVF present morphological
abnormalities, such as diffuse cytoplasmic granularity, refractile
bodies, vacuoles, large perivitelline space, perivitelline debris,
irregular shape, and a fragmented or large first polar body (1-5).
These morphological abnormalities are not well understood but
may be caused by intrinsic factors (such as age and genetic
defects) and/or extrinsic factors (such as the stimulation
protocol, oocyte culture conditions, and nutrition) (1).
Follicular fluid (FF) provides the microenvironment for oocyte
maturation (6). It contains hormones with pleiomorphic effects
involved in ovarian folliculogenesis, oogenesis, and
steroidogenesis. Various studies have shown that growth
hormone (GH), insulin-like growth factor 1 (IGF1), thyroid-
stimulating hormone (TSH), and thyroid hormones [THs, e.g.
free triiodothyronine (fT'3) and free thyroxine (fT4)] have an
influence on ovarian function. GH has both direct and indirect
(IGF1-mediated) stimulatory effects on folliculogenesis, oocyte
maturation, and steroidogenesis (7, 8). TH improves granulosa
cell proliferation (9), inhibits apoptosis of the latter (10), and
contributes to steroidogenesis by increasing the secretion of
oestradiol and progesterone by granulosa cells (11, 12). More
recently, it was reported that 1-25-hydroxy vitamin D (1-
250HD) is a factor in ovarian folliculogenesis (13, 14) and
steroidogenesis (15).

The objective of the present study was to assess the putative
association between oocyte cohort quality in an ICSI programme
and follicular levels of GH, IGF1, 25-hydroxy vitamin D
(250HD), TSH, fT3, fT4, anti-thyroperoxidase (TPO)
antibodies, and anti-thyroglobulin (TG) antibodies, as a
function of the ICSI outcomes.

MATERIALS AND METHODS

We conducted a prospective pilot study at a reproductive
medicine centre at Amiens-Picardie University Hospital
(Amiens, France) from January 2013 to December 2017. The
study protocol was approved by the local investigational review
board (Amiens, France; reference: RCB 2011-A00634-37). All
the study participants (couples participating in an ICSI
programme, regardless of the indication) provided their
informed consent. All the women were euthyroid at the time
when their ICSI programme started. The main inclusion criteria
were first or second ICSI cycle, age under 36 (for women) or 45
(for men), and a sperm concentration greater than 5%x10%/mL.
Patients with stage III/IV endometriosis and/or ovarian

Oocyte Quality and Follicular Hormone Levels

endometrioma were excluded. We also excluded ICSI cycles
with less than 4 mature oocytes after decoronization.

COS and IVF Protocols

Two COS protocols were used: a gonadotropin-releasing
hormone (GnRH) long agonist protocol and a GnRH
antagonist protocol.

The long agonist protocol involved pituitary downregulation
with a GnRH agonist (triptorelin acetate: Décapeptyl™, Ipsen
Pharma, France; 0.1 mg per day for 14 days, starting in the
midluteal phase), followed by the administration of recombinant
human follicle-stimulating hormone (rFSH: Puregon®,
Organon, France, or Gonal—F®, Merck Serono SAS, France) or
human menopausal gonadotropin (HMG, Menopur®, Ferring,
France), in combination with a GnRH agonist (triptorelin
acetate: Décapeptyl®, Ipsen Pharma, France; 0.05 mg per day).

In the antagonist protocol, rFSH was administered
subcutaneously each day from day 2 of the cycle until a 14
mm dominant follicle was detected. Cetrorelix acetate
(Cetrotide®, Merck Serono, France; 0.25 mg per day) was then
administered daily until the recombinant human chorionic
gonadotropin (thCG) day (Ovitrelle®, Merck Serono SAS).

The stimulation protocols and the type and dose of FSH were
chosen by the gynaecologist, as a function of the patient’s age,
body mass index (BMI), and ovarian reserve (anti-Miillerian
hormone (AMH) level, antral follicle count, and basal FSH level).

Patients were monitored clinically using transvaginal pelvic
ultrasound and assays for oestradiol, progesterone, and
luteinizing hormone. The rFSH/HMG dose level was adjusted
according to the follicular growth measured during the
monitoring phase. When at least three follicles had reached a
diameter of more than 16 mm, a 250 ug dose of thCG was
administered. Oocytes were retrieved 36 h after hCG
administration, via ultrasound-guided transvaginal
follicular aspiration.

Cumulus cells were mechanically and enzymatically
decoronized from the oocyte complexes 38 h after the rhCG
administration. All mature oocytes were used for ICSI according
to standard protocols regardless of their morphology, and
fertilisation was assessed 16-18 hours after sperm injection.
The morphology was assessed according to the Istanbul
consensus criteria [for day 2/3 embryos (16)] or Gardner’s
criteria [for blastocysts (17)]. Progestin (Utrogestan® 400 mg,
Besins International, France) was used for luteal support.
Pregnancy was defined as a serum hCG level >100 TU/L 14
days after embryo transfer.

Group Formation

After decoronization, oocyte morphology was evaluated under
an inverted microscope (Nikon® 2000TU, France) equipped
with Hoffman modulation contrast optics. The following
oocyte morphological abnormalities were assessed and
counted: diffuse cytoplasmic granularity, refractile bodies,
vacuoles, sticky, or soft oocytes, large perivitelline space, and
perivitelline debris. Depending on the proportion of their
oocytes with one or more morphological abnormalities,
patients were classified into an abnormal oocyte cohort (with
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more than 50% of the oocytes presenting at least one
abnormality) and a normal oocyte cohort (with 50% or less of
oocytes presenting at least one abnormality). The 50% cut-off
was chosen following the analysis of the distribution of oocyte
abnormalities in the total cohort (Figure 1).

Preparation of Follicular Fluid Samples
Following oocyte decoronization, each patient’s remaining FF
samples were pooled. After the removal of cells by centrifugation
at 2000 g for 10 minutes, the supernatant was recovered, stored
at -20°C, and thawed immediately prior to analysis. FF samples
that were contaminated with blood were excluded.

Hormone and Antithyroid Antibody Assays
All hormone assays and antithyroid antibody screens were
carried out as a single series at the end of the study. ELISAs
were used to determine levels of TSH, fT3, fT4 (ELISA VISTA
500", Siemens Healthcare Diagnostics, Germany), 250HD,
anti-TPO antibodies (CENTAUR XP™ Siemens Healthcare
Diagnostic, Germany), GH and IGF1 (IMMULITE 2000XPi,
Siemens Healthcare Diagnostic, Germany). Anti-TG antibody
titres were measured using an immunoradiometric assay
(Immunotech®, Beckman Coulter, Czech Republic). The intra-
and inter-assay coefficients of variation were below 10% in
all assays.

Statistical Analysis

All statistical analyses were performed with pvalue.io software
(18). Data were expressed as the median [interquartile range] or
the frequency (percentage). Intergroup differences groups were
probed with a Mann-Whitney test (for quantitative variables) or
a chi-squared test or Fisher’s exact test (for qualitative variables).
The threshold for statistical significance was set to p<0.05. As this
pilot study was exploratory, no calculation of the sample size was
carried out.
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RESULTS

Characteristics of the Study Population
and ICSI Outcomes

71 ICSI cycles were included in the study. 4 endometriotic
patients were excluded as well as 8 ICSI with less than 4
mature oocytes. 59 ICSI were analysed in total. There were no
significant differences between the normal oocyte cohort (n=34
cycles) and the abnormal oocyte cohort (n=25 cycles) with
regard to age, BMI, current smoking status, ovarian reserve,
and duration of infertility (Table 1).

There were no differences between the normal and abnormal
oocyte cohorts with regard to the ovarian response, ovarian
stimulation characteristics, and ICSI outcomes (Table 2). The
fertilisation rate was significantly lower in the abnormal oocyte
cohort than in the normal oocyte cohort (65.5% vs. 80%,
respectively, p=0.012). There were no intergroup differences in
the embryonic development rate or the ICSI outcomes.

Distribution of Oocyte Morphological
Abnormalities

Of the 520 matures oocytes analysed, 307 (59%) presented one or
more morphological abnormality. This proportion was 79.4%
(n=246) in the abnormal oocyte cohort and 29.0% (n=61) in the
normal oocyte cohort. 217 oocytes (41.7%) had one abnormality,
80 (15.4%) had two, and 10 (1.9%) had three or more (Table 2).
Diftuse cytoplasmic granularity accounted for more than half the
abnormalities (Figure 2).

Hormonal and Antithyroid Antibodies
Assay in FF

The follicular GH level was significantly higher in the normal
oocyte cohort than in the abnormal oocyte cohort (4.98 vs. 2.75
mlIU/L, respectively; p <0.01); the same was true for follicular
levels of IGF1 (72.1 vs. 54.2 ng/mL, respectively; p=0.05)
(Table 3). The intergroup difterences in follicular levels of
TSH, T3, fT4, 250HD and antithyroid antibodies were not
statistically significant.

o% 1 atearmadies

Novmed 000 te cotovt

FIGURE 1 | Distribution of the number of oocytes and oocyte abnormalities by patient in the oocyte cohorts.

Aboormal oocyte codort
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TABLE 1 | Characteristics of the study population, as a function of the cocyte cohort quality.

Abnormal oocyte cohort (n = 34 cycles) Normal oocyte cohort (n = 25 cycles) p
Duration of infertility (years) 3.50 [3.00; 5.00] 4.00 [3.00; 4.00] 0.85
Characteristics of the women:
- Age (years) 31.5 [29.0; 34.8] 30.0 [29.0; 34.0] 0.69
- BMI (kg/m2) 23.0[21.2; 27.0] 21.0[20.0; 25.0] 0.096
- Current smoker 15% 20% 0.73
- POF 5.9% 8% 1
- PCOS 35% 24% 0.35
- FSH on day 3 (IU/L) 6.05 [4.82; 6.95] 5.60 [4.40; 7.00] 0.7
- AMH (ng/mL) 3.7 [2.8; 8.60] 3.30 [2.00; 4.50] 0.4
Characteristics of the men’s sperm
- Sperm concentration (M/ml) 38.2 [16.3; 79.3] 22.9[12.0; 569.2] 0.19
- Progressive motility (%) 35.0 [30.0; 45.0] 27.5[15.0; 40.0] 0.07

The data are expressed as the median [interquartile range] or the frequency (percentage).

BMI, body mass index; POF, premature ovarian failure; PCOS, polycystic ovary syndrome; FSH, follicle-stimulating hormone; AMH, anti-Mcillerian hormone.

DISCUSSION

We have studied hormonal levels in FF during IVF and their
association with oocytes quality. Our results show that levels of
GH and IGF1 were higher in the normal oocyte cohort than in
the abnormal oocyte cohort. At the opposite, there was no
association with follicular levels of TSH, fT3, fT4, antithyroid
antibodies, or 250HD.

In our study, we found that the fertilisation rate was
significatively lower in the abnormal cohort group, as also
demonstrated by Setti et al.’s meta-analysis (19) and discussed
recently by Camargos et al. (20). As was also the case in Setti
et al.’s meta-analysis, we did not observe a significant difference
in markers of embryonic development. It is noteworthy that the

literature data on other markers of oocyte quality impact are
inconsistent. Some researchers reported poor cleavage rates (21,
22), embryonic development rates (23) and blastulation rates
(24) with poor-quality embryos (21, 25). We found much the
same pregnancy and live birth rates as in some studies (3, 26-28)
but not in others (29, 30). These contrasting results for ICSI
outcomes might be due to interstudy differences in the
assessment of oocyte abnormalities and/or the impact of
spermatozoid quality on embryo development.

We found that 59% of the oocytes presented at least one
morphological abnormality. This is in line with literature reports
on COS for IVF, in which the proportion of abnormal oocytes
ranges from 10% to 64% (1-5). Our data for the proportions of
oocytes with one abnormality or two or more abnormalities were

TABLE 2 | The ovarian response, oocyte characteristics, and ICSI outcomes as a function of the oocyte cohort quality.

COS parameters
Ovarian stimulation protocol:
- GnRH antagonist

- Long GnRH agonist

Duration of COS (day)

Total dose of rFSH/HMG (IU)
E2 level on the hCG day (pg/ml)
Oocyte characteristics
Number of oocytes retrieved
Number of oocytes injected
Proportion of matures oocytes

Proportion of abnormal oocytesNumber of morphological abnormalities per oocyte:

- One abnormality

- Two abnormalities

- Three or more abnormalities

ICSI outcomes

Fertilization rate

“Day 2 embryo” development rate
FET rate

Embryo cryopreservation rate
Pregnancy rate

Live birth rate

The data are expressed as the median [interquartile range] or the frequency (percentage).

Abnormal oocyte cohort Normal oocyte cohort P
(n = 34 cycles) (n =25 cycles)
9%91% 12%88%
91% 88% 0.69
11.5[10.2; 13.0] 12.0 [10.0; 13.0] 0.66
1775 [1350; 2681] 1650 [1350; 2200] 0.67
2127 [1585; 2828] 2003 [1450; 2735] 0.94
14.5[9.25; 19.0] 12.0 [8.00; 15.0] 0.19
7.00 [6.00; 12.0] 8.00 [6.00; 10.0] 0.98
73.7 [69.5; 77.8] 75.0 [68.8; 83.3] 0.15
83.3[67.5; 92.6] 27.3[11.1;47.1] <0.001
52.8% 25.7% <0.001
23.9% 2.9%
3.2% 0%
65.5 [44.7; 83.3] 80.0 [68.8; 88.9] 0.012
50.0 [25.0; 88.9] 62.5[39.6; 77.5] 0.66
65% 72% 0.55
44% 40% 0.75
45% 50% 0.77
32% 44% 0.41

GnRH, gonadotropin-releasing hormone; COS, control ovarian stimulation,; rFSH, recombinant follicle-stimulating hormone; HMG, human menopausal gonadotropin; E2, oestradiol; hCG,

hhuman chorionic gonadotropin; FET, fresh embryo transfer.
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FIGURE 2 | Distribution of the oocyte morphological abnormalities. (A) Normal oocyte cohort, n=61 oocytes (B) Abnormal oocyte cohort, n=246 oocytes. PV,

perivitelline; ER, endoplasmic reticulum.
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within the ranges reported in the literature (41%-63%, and 15%-
32%, respectively) (3, 21, 31, 32). We found that proportion of
oocytes with two or more abnormalities was significantly greater
in the abnormal oocyte cohort than in the normal oocyte cohort.
The two cohorts were similar with regard to the distribution of
the types of oocyte morphological abnormality. Cytoplasmic
granulation accounted for over half of the morphological
abnormalities; this proportion is higher than those reported in
the literature, ranging from 5.4% and 24% (22, 32, 33). This high
proportion in both cohort may be due to environmental factors
as we already discussed in a previous study (34).

In our study, we observed an association between higher
follicular levels of GH and IGF1 and oocyte quality. To the best
of our knowledge, the correlation between follicular GH and
IGF1 levels and oocyte cohort morphology has not previously
been evaluated in IVF. Follicular GH and IGF1 levels appear to
be associated with oocyte maturation: one study found a positive
correlation between follicular GH and the number of oocytes
collected (35) and another study found a positive correlation
between follicular IGF1 and the number of mature oocytes (36).
However, these associations were not found in other studies (37,
38). It has also been demonstrated that follicular GH and IGF1

levels are higher in follicles containing mature oocytes than in
follicles containing atretic oocytes (39), as the density of IGF
receptors in granulosa cells (40). With regard to other IVF
parameters, some studies (41, 42) but not others (38, 43) have
found that follicular GH and IGF1 levels were positively
correlated with the fertilisation rate. Overall, higher follicular
GH and IGF1 levels appear to be associated with better oocyte
competency in IVE. This hypothesis is also supported by the
beneficial effect of adjuvant GH treatment on IVF outcomes.
Indeed, many studies of GH treatment have reported a better
ovarian response to stimulation, greater numbers of oocytes and
embryos, and higher pregnancy and live birth rates in poor
responders (44). Furthermore, during in vitro maturation of
human oocytes, the addition of IGF1 to the culture medium is
associated with a greater number of mature oocytes (45, 46) and
a lower proportion of oocytes with morphological abnormalities
(46). However, the association that we highlight does not allow
us to conclude whether lower levels of IGF1 would be a cause or a
consequence of a poorer oocyte quality. Current knowledge on
the role of somatotropic axis on ovarian function reinforce the
hypothesis of the beneficial effect of GH and IGF1 on oocyte
competency. In humans, GH is involved in (i) initiating and

TABLE 3 | Follicular hormone levels and prevalence of antithyroid antibodies in the FF, as a function of oocyte cohort quality.

Abnormal oocyte cohort (n = 34 cycles)

Somatotropic axis:

- GH (mlu/L) 2.75[1.95; 4.24]

- IGF1 (ng/mL) 54.2[35.1; 84.6]
250HD (ng/ml)? 24.5[18.1; 29.6]
Thyroid function and immunity

- TSH (mlIu/1) 1.12[0.735; 1.73]

- T3 (pmol/l) 3.59 [3.00; 4.2]

- T4 (ng/dl) 1.09 [1.04; 1.18]

- Anti-TPO antibodies® 3.3%

- Anti-TG antibodies® 0%

The data are expressed as the median [interquartile range] or the frequency (percentage).
GH, growth hormone; IGF1, insulin-like growth factor 1; 250HD, 25-hydroxy vitamin D;

thyroperoxidase; TG, thyroglobulin.
Missing data: ®n=7, ®n=17, °n=18.

Normal oocyte cohort (n = 25 cycles) p
4.98 [2.84; 7.05] <0.01
72.1[62.1; 95.6] 0.05
22.8[14.5; 33.7] 0.98
1.51[0.970; 2.00] 0.3
3.75[3.30; 4.17] 0.91
1.15[1.05; 1.22] 0.42
17% 0.19
17% 0.08

TSH, thyroid-stimulating hormone; T3, free triiodothyronine; fT4, free thyroxine; TPO,
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sustaining the development of primordial follicles into
preovulatory human follicles, (ii) cytoplasmic and nuclear
maturation in the oocyte, and (iii) cumulus cell expansion (47,
48). In addition to these direct effects on oocyte development,
adjuvant treatment with GH in IVF is associated with lower FF
levels of oxidative stress markers (49). Furthermore, systemic
and/or local IGF1 stimulates the proliferation, differentiation and
activity of granulosa cells (48). GH and IGF1 are also synergic
with gonadotropins, as they improve the ovary’s responsiveness
to FSH and LH by increasing expression levels of the cognate
receptors (50, 51). Our design study using a pool of FF for each
patient does not allow us to extrapolate the pathophysiological
impact of the somatotropic axis on FF composition and oocyte
competency for each individual follicle.

Given that the vitamin D receptor is detected in stromal,
granulosa and thecal ovarian cells (52, 53) and that the
concentration of 250HD in FF is positively correlated with the
serum (54), we hypothesised that the FF 250HD level would be
associated with oocyte cohort quality. However, we did not find
any evidence of such a relationship. Although the possible
association with oocyte morphology has not previously been
assessed, other IVF parameters have been evaluated in the
literature; there was no difference in the number of oocytes
collected (55, 56) or in the oocyte maturation rate as a function of
the follicular 250HD level (56). Conversely, some researchers
have observed a negative correlation between the follicular
250HD level and the fertilisation rate (57). It is noteworthy
that supplementation with the active form of vitamin D (i.e. 1-
250HD) increases granulosa cell proliferation and
differentiation and oocyte maturation (13, 14).

In our study population of euthyroid women, the follicular
TSH, fT3, fT4 and antithyroid antibody levels were similar in the
normal and abnormal oocyte cohorts. In the literature, only Cai
et al. studied the link between follicular levels of TSH/TH and
IVE parameters. They only observed a positive correlation
between follicular TSH level and embryo quality. However,
oocyte morphology was not assessed in this study (58). The
fact that TSH receptors are expressed throughout folliculogenesis
(59) suggests that this hormone has a major role in oocyte
development independently of THs, since the latter are not
synthesised locally. fT3 improves granulosa cell proliferation
and differentiation (9), and THs inhibit granulosa cell
apoptosis (10). The positive correlation between follicular and
serum hormone levels suggests the presence of passive transport
into the follicular compartment (58). However, since human
granulosa cells and the superficial epithelial cells of the ovary
have been shown to express deiodases 2 and 3 (59, 60), the
correlation might indicate the conversion of T4 to active T3 or
inactive T3r. This conversion might be influenced by follicular
action TSH on deiodases.

Antithyroid antibodies are detected in about 10% of women
of childbearing age; we found a similar proportion in the present
study. The difference in the prevalence of antithyroid antibodies
between the abnormal and normal oocyte cohorts was not
statistically significant. This finding is in line with most of the
literature data; in general, no differences were observed in terms

of the number of oocytes collected (61) or [with the exception of
one study (62)] the fertilisation rate (58, 61). The follicular and
serum concentration levels of antithyroid antibodies are
positively correlated (58); this is suggestive of passive
transport, and so the antithyroid antibodies present in the FF
might simply be “bystanders”.

One of the limitations of our study is a small population. It
would be valuable to confirm our present findings (ie. an
association between follicular GH and IGF1 levels and oocyte
cohort quality) in a larger cohort. Studying each follicle
individually could also be an important point to investigate
relationships between hormone concentrations and each type
of oocyte morphological abnormality. Furthermore, the
assessment of oocyte morphological abnormalities in women
with hormonal deficit might be informative. Indeed, we have
observed a dramatic reduction in the number of oocyte
morphological abnormalities after GH replacement therapy in
patient with GH deficiency (63). However, this type of study
would not be ethically possible in women with hypothyroidism
because the establishment of euthyroidism in pregnancy is
clinically necessary. Experiments in animal models might
be informative.

CONCLUSION

This pilot cohort study is the first who evaluated the association
between FF hormone concentrations and oocyte cohort quality.
Follicular levels of GH and IGF1 were significantly higher in a
normal oocyte cohort than in an abnormal oocyte cohort.
However, we did not observe an association with follicular
levels of TSH, fT3, fT4, 250HD, or antithyroid antibodies. The
GH/IGF1 system appears to be important for oocyte
development and competency. Further characterisation of
these hormones’ actions is now necessary.
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Partie 6

Analyse 3 : Etude des issues de tentatives de FTV+/-ICSI

Analyse 2: Etude de la 59 ICS| avec > 4 100 mis en

93 couples

100 ponctions
ovocytaires

Description de la
population

Analyse 1:
Etude des concentrations
folliculaires

* 58 ICSI
* 13 mi FIV - mi ICSI

qualité ovocytaire ovocytes matures fecondation
% « 29 FIV

Analyse 3: Etude
des issues de transferts

60 TEF avec
dosages 32 absences de
folliculaires TEF
complets

* 13 HSO
» 15 absence d'embryons
* 4 endometres inadéquats

embryonnaires

38 absences de

30 grossesses grossesse

22 naissances 8 fausses
vivantes couches

Figure 2: Flow chart de I’étude
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I. Introduction

Dans cette dernieére partie, nous avons recherché une association entre les issues de
tentatives en FIV+/-ICSI et les concentrations folliculaires et sériques en TSH, T4L, T3L, GH,
IGF1, 25(0OH)D, et la présence des ACAT. L’utérus étant un des acteurs indispensables a
I’implantation embryonnaire, nous débutons cette partie par une breve revue de littérature sur
le réle potentiel des axes thyréotrope et somatotrope et de la vitamine D sur le fonctionnement

utérin.
A. Axe thyréotrope

1. Expression utérine des récepteurs

Les récepteurs a la TSH sont exprimés au niveau des cellules endométriales utérines,
leur expression est plus importante au moment de la fenétre d’implantation (460). Les
récepteurs TRal, TRa2 et TRB1 sont aussi exprimés au niveau des cellules endométriales, leur
expression est plus importante au moment de la fenétre d’implantation (J+6 -J+9 apres le pic

de LH) (460). Les DOI 2 et 3 sont détectées dans I’endometre tout au long du cycle (35,460).

2. Axe thyréotrope et physiologie utérine

Trés peu d’études ont été menées pour €valuer 1’effet des HT et de la TSH sur le
fonctionnement utérin. L’exceés en HT chez le rat adulte entraine un endomeétre plus fin.
L’administration de T4 réduit la captation des cestrogenes endométriaux (461) et une réponse

endométriale moindre aux cestrogenes a été observée chez le rat hyperthyroidien (462).

B. Axe somatotrope

1. Détection hormonale et expression des récepteurs

La GH (30) et son récepteur sont présents au niveau de [’utérus (463). Les GHR sont
exprimés dans le myometre (464), sur les cellules glandulaires endométriales pendant la phase
lutéale moyenne et tardive, mais pas pendant la phase proliférative (465). On ne les observe pas
sur les cellules stromales de I’endometre (465).

Les IGF1 et 2 sont détectés au niveau des cellules endométriales stromales, mais pas

au niveau des cellules épithéliales (466,467). L’IGF1 est plus abondant pendant la phase
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proliférative et le début de la phase sécrétoire, alors que I’IGF2 est prédominant a partir du
milieu de la phase sécrétoire (466,468,469).

Les récepteurs a ’LGF1/2 sont exprimés dans [’utérus (104), plus précisément dans les
cellules endométriales stromales et épithéliales ou ils sont le plus exprimés (466). Ils sont mis
en évidence pendant la phase proliférative et sécrétoire (468) sans variation de leur expression

en fonction du cycle (466).

Les IGFBP1, 2, 3, 4, 5 et 6 sont détectées dans les cellules stromales endométriales
(466,469-473). L’IGFBP1 est détectée majoritairement pendant la phase sécrétoire avec
distribution plus importante dans les cellules stromales et épithéliales (466,469). L’ IGFPBS est
aussi plus abondante pendant la phase proliférative alors que la production de toutes les autres
IGFBPs augmente pendant la phase sécrétoire (466,469). L’ IGBPF3 est plutot localisée dans
les capillaires endométriaux et augmente pendant la phase sécrétoire secondairement a 1’intense

vascularisation des glandes endométriales pendant cette phase (466).

2. Axe somatotrope et physiologie utérine

L’utérus est aussi un tissu cible de la GH. Chez le rat, I’ajout de GH stimule la
prolifération cellulaire endométriale (474,475). Chez la brebis, elle augmente le poids de
I’endometre et du myometre (476), mais ne modifie pas ’expression des récepteurs aux
cestrogenes et a la progestérone (477). Il est observé que des souris GHR-KO ont moins de sites
d'implantation embryonnaire (205).

Chez I’humain, la GH semble aussi avoir un effet prolifératif sur 1’utérus. En effet,
I’incidence des léiomyomes est plus importante chez les patientes acromégales (478). Par
ailleurs, il a été démontré que les patientes présentant un GHD isolé ou un hypopituitarisme
avaient de plus petits utérus, 1’atteinte utérine étant plus marquée en cas d'hypopituitarisme
(479,480). L ajout de GH dans des cultures cellulaires endométriales humaines augmente la
prolifération endométriale, la vascularisation et la régulation positive de genes impliqués dans
la réceptivité utérine tels que le VEGF ou I’intégrine béta 3 (426). Cependant, I'administration
de GH en FIV a des femmes avec GHD ne semble pas augmenter 1'épaisseur endométriale
(407). Il existerait une relation entre I’expression de GH et le taux de progestérone. En effet, on
observe que les patientes présentant une insuffisance lutéale et un retard de maturation
endométriale ont une baisse significative de 1’expression de la GH dans les cellules

endométriales (465).
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Par ailleurs, une régulation par les stéroides sexuels semble étre observée. Chez le rat,
I’ajout d’cestradiol dans des cultures de cellules endométriales augmente 1I’expression de I'IGF1
et de son récepteur (481-483), mais n’a pas d’effet sur I’expression du GHR (484). L’ajout
d’cestradiol ou de progestérone augmente 1’expression des IGFBP2 chez le rat (473) et des

IGFBP2 et 3 utérines chez I’humain (472).
C. Vitamine D

1. Détection hormonale et expression des récepteurs

Le VDR est retrouve au sein des cellules stromales de I’endomeétre et dans le myometre
pendant toutes les phases du cycle (485-487). La lahydroxylase est retrouvée au niveau de

cellules de I’endometre (485).

2. Vitamine D et physiologie utérine

Peu d’études ont ét€ menées pour évaluer le role de la vitamine D sur le fonctionnement
utérin. On observe une hypoplasie utérine chez la souris KO pour le VDR (330). Chez I’humain,
la 1,25(OH)D se lie au VDR dans l'endomeétre pour réguler les génes cibles tels que la
calbindine, 1'ostéopontine et HOX10A, genes essentiels a I'implantation et a la placentation de
'embryon (488,489). La 1,25(OH)D jouerait un r6le immunosuppresseur en modulant I’activité
des cellules T (490) et diminuerait la production de cytokines pro-inflammatoires impliquées
dans I’implantation et la réceptivité¢ de I’endometre (447,491). L ajout de 1,25(OH)D a des
cellules NK déciduales réduit la synthese des cytokines CSF2, IL1, IL6 et TNF (489). 1l a
¢galement été démontré qu’elle interfére avec la production de cytokines dans les cellules
endométriales isolées de femmes ayant des antécédents de FCS a répétition, proposant
I'hypothese que la vitamine D pourrait jouer un rdle dans la prévention des FCS a répétition

(492).

123



II. Objectif

L’objectif de cette dernicre partie était de rechercher une association entre les issues de
tentatives de FIV+/- ICSI et les concentrations folliculaires et sériques en TSH, T4L, T3L, GH,
IGF1, 25(OH)D, et la présence des anticorps anti-TPO et anti-TG pour les patientes ayant

bénéficié¢ d’un transfert embryonnaire frais apres une tentative de FIV+/- ICSI.

III. Matériel et méthodes

Nous avons sélectionné dans notre population initiale toutes les tentatives de FIV+/-
ICSI ou un transfert embryonnaire frais a eu lieu (n=68). Nous avons exclu les patientes pour
lesquelles nous n’avions pas les dosages hormonaux folliculaire en totalité (n=8). Puis nous
avons répartis ces 60 tentatives de FIV+/- ICSI en 2 groupes : obtention d’une grossesse
(HCG>100 UI/) (n=25) ou absence de grossesse (n=35) (figure 20). Nous avons compar¢ les
dosages sériques et folliculaires des différentes hormones et la présence des ACAT entre ces

deux groupes.

93 couples
100 FIV +/- ICSI
-l- 13 risque d'HSO
68 TEF 32 absence de TEF + 4 endomeéresinadéquats
J- 15 absences d'embryons

B patientes exclues pour
* données manguantes

60 TEF
21 FIV, B FIV4ICSI, 31 ICSI

/\

35 absence de
grossesse

l 25 grossesses

/\

7 fausses couches
spontanées

19 naissances vivantes

Figure 20: Flow chart de l'analyse des issues de tentatives de FIV +/- ICSI
TEF : transfert d’embryons frais
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IV. Résultats

A. Caractéristiques de la population et des paramétres de tentatives de FIV+/-

ICSI

Le tableau 18 présente les caractéristiques des 2 groupes. On n’observe pas de différence
significative entre les deux groupes en dehors de I’'IMC masculin plus faible dans le groupe
grossesse (23 vs 25, p=0,013). Le tableau 19 présente les caractéristiques cliniques des couples

exclus de cette analyse (n=8).

Grossesse Absence de grossesse
(n = 25) (n = 35) >
Durée Infertilité (années) 3.00 [2.00; 4.00] 4.00 [3.00; 5.00] 0.069
Caractéristiques féminines
Age 30.0 [29.0; 33.0] 29.0 [27.0; 33.5] 0.36
IMC 21.0[20.0; 25.0] 22.0[20.0; 25.5] 0.23
Tabac 3 (12%) 8 (23%) 0,33
FSH (UI) 6.70 [5.90; 7.50] 6.80 [5.55; 8.07] 0.89
AMH (ng/ml)* 4.50 [2.80; 7.20] 2.71[1.95;4.03] 0.076
Endométriose 2 (8%) 6 (17%) 0.45
BRO 2 (8%) 6 (17%) 0.45
SOPK 5 (20%) 8 (23%) 0.79
Caractéristiques masculines

Age 32.0 [30.0; 36.0] 32.0[29.5; 36.5] 0.8
IMC 23.0 [21.0; 24.0] 25.0[23.0; 27.0] 0.013
Tabac 10 (40%) 17 (49%) 0.51
Paramétres spermatiques :

- Numération (M/ml) 78.0 [20.0; 142] 50.4 [12.1; 86.0] 0.22

- Mobilité totale (%) 40.0 [30.0; 50.0] 45.0 [36.2; 55.0] 0.19

- Mobilité (% a+b) 35.0[25.0; 45.0] 40.0 [32.2; 50.0] 0.22

Tableau 18: Caractéristiques de la population en fonction de 1’obtention d’une grossesse.
Les résultats sont exprimés en médiane et Q25-75 ou pourcentage.  : données manquantes n= 17
IMC : indice de masse corporelle ; FSH : Hormone folliculostimulante ; AMH : Hormone antimiillérienne ;
BRO : baisse de réserve ovarienne, SOPK : syndrome des ovaires polykystiques
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Patientes exclues
(n=8)
Durée Infertilité (années) 4.00 [2.75; 5.00]
Caractéristiques féminines
Age 32.5[30.75; 33.25]
IMC 23.5[21.60; 28.75]
Tabac 1(12.5%)
FSH (UINN) 5.65 [4.87; 5,97]
AMH (ng/ml)* 3.1[2.55; 3.80]
Endométriose 1(12.5%)
BRO 1 (12.5%)
SOPK 2 (25%)
Caractéristiques masculines

Age 32.0 [32; 35.25]
IMC 26.0 [23.0; 27.0]
Tabac 1(12.5%)
Paramétres spermatiques :

- Numération (M/ml) 55.25[25.65; 90.67]

- Mobilité totale (%) 47.5 [43.76; 56.25]

- Mobilité (% a+b) 40.0 [33.75; 51.25]

Tableau 19: Caractéristiques des patientes exclues de l'analyse
Les résultats sont exprimés en médiane et Q25-75 ou pourcentage. * : données manquantes n= 1

IMC : indice de masse corporelle ; FSH : Hormone folliculostimulante ; AMH : Hormone antimiillérienne ;
BRO : baisse de réserve ovarienne, SOPK : syndrome des ovaires polykystiques

Le tableau 20 présente les parametres de la stimulation et les résultats biologiques des
tentatives d’ICSI en fonction de I’issue de grossesse. On n’observe pas de différence concernant
les différents parameétres de la stimulation. Concernant les paramétres biologiques, on observe
que le nombre moyen d’embryons transférés est supérieur dans le groupe grossesse (1,93 vs

1,63, p<0,001).
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Grossesse Absence de
(n =25) grossesse (n = 35) P
Paramétres de la stimulation

Protocole de stimulation

- Antagoniste 16% 11% 071

- Agoniste long 84% 89%
Nombre total unités FSH (UI) 1500 [1300; 1950] 1800 [1350; 2488] 0.15
Durée de la stimulation (jours) 11.0[10.0; 13.0] 12.0[10.0; 13.0] 0.79
Endométre J-hCG (mm) 11.0[9.00; 12.0] 10.3 [9.25; 12.0] 0.92
Taux E2 J-hCG (pg/ml) 2328 [1558; 2726] 1582 [1262; 2422] 0.066

Parameétres biologiques

Nombre total d’ovocytes 12.0[9.00; 16.0] 11.0 [7.00; 14.0] 0.35
Taux d’ovocytes matures 77.8 [68.8; 83.3] 77.3[61.8; 83.3] 0.4
Taux d’ovocytes anormaux en ICSI? 66.7 [33.3; 87.5] 62.5[22.5; 83.3] 0.46
Taux de fécondation 80.0 [63.6; 87.5] 80.0 [64.5; 92.0] 0.85
Nombre total d’embryons a J2 6.00 [5.00; 8.25] 6.00 [4.00; 8.00] 0.4
Z;‘:;;:n‘:ivii"ggme“t 77.5 [60.8; 91.7] 75.0[37.3;90.7] | 0.39
Nombre d’embryons congelés* 1,28(0-4) 1.23 (0-6) 0.89
Nombre total d’embryons transférés* 1,96 (1-2) 1,63 (1-2) <0.001

Tableau 20: Résultats de tentatives de FIV +/- ICSI en fonction de 1’obtention d’une grossesse
Les résultats sont exprimés en médiane et Q25-75, pourcentage ou moyenne et extrémes*. * n= 40
FSH: gonadotrophines; hCG: human chorionic gonadotropin; E2: oestradiol
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B. Analyse des concentrations sériques et folliculaires

Le tableau 21 décrit les dosages sériques et folliculaires en TSH, T3L, T4L, GH, IGF1,
25(OH)D et la présence d’ACAT. On observe que la 25(OH)D folliculaire est plus élevée dans
le groupe grossesse (29,6 ng/ml vs 20,6 ng/ml, p=0,017) ainsi que la 25(OH)D sérique (19,9
ng/ml vs 11,2 ng/ml, p=0,014). Aucune différence significative n’est mise en évidence pour les
concentrations sériques et folliculaires en TSH, T3L, T4L, GH, IGF1 et pour la présence

d’ACAT.

Afin de confirmer nos résultats sur la 25(OH)D folliculaire, nous avons séparé nos 60
cyles de FIV+/- ICSI en 2 groupes en fonction de la concentration en 25(OH)D folliculaire
(supérieur ou inférieur a 30 ng/ml). Nous observons que les patientes ayant une 25(OH)D
folliculaire inférieur a 30ng/ml (n=42) ont significativement un taux de grossesse plus faible

que celle ayant une 25(OH)D normale (n=18) (61% vs. 33%, p=0.046).

Synthése :

e IMC masculin plus faible dans le groupe grossesse.

e Nombre d’embryons transférés plus élevés dans le groupe grossesse.

e Concentrations 25(OH)D folliculaire et sérique plus hautes dans le groupe grossesse.

e Pas de différence pour les concentrations folliculaires et sériques en TSH, T3L, T4L, GH,

IGF1 et la présence d’anticorps antithyroidiens.
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Grossesse Absence de
" (n =25) grossesse (n = 35) P
Axe thyréotrope

TSH folliculaire (mUI/l) 60 1.20 [0.730; 1.77] 1.31[0.864; 1.93] 0.63
TSH sérique (mUI/I) 57 1.82[1.29; 2.15] 1.91 [1.40; 2.45] 0.29
T3L folliculaire (pmol/l) 60 3.56 [3.10; 4.00] 3.80[3.00; 4.19] 0.54
T3L sérique (pmol/l) 57 4.40 [4.29; 4.80] 4.50 [4.27; 4.84] 0.76
T4L folliculaire (ng/dl) 60 1.10 [1.04; 1.14] 1.09 [1.01; 1.20] 0.99
T4L sérique (ng/dl) 57 0.960 [0.885; 1.00] 0.980 [0.932; 1.08] 0.25
Anticorps anti TPO folliculaire | 41 0 (0%) 3 (14%) 0.23
Anticorps anti TPO sérique 57 2 (8.7%) 8 (24%) 0,18
Anticorps anti TG folliculaire 40 1 (5%) 2 (10%) 1

Anticorps anti TG sérique 57 1 (4.3%) 3 (8.8%) 0,64

Axe somatotrope
GH folliculaire (mUI/I) 60 4.50[2.17; 6.36] 2.84[1.18; 4.85] 0.099
GH sérique (mUI/l) 22 3.69[1.62; 17.6] 4.42[1.14; 9.45] 0.86
IGF1 folliculaire (ng/ml) 60 70.2 [34.3; 97.1] 64.5 [28.6; 88.4] 0.42
IGF1 sérique (ng/ml) 22 182 [156; 226] 139 [117; 172] 0.06
Vitamine D

Vitamine D folliculaire (ng/ml) 60 29.6 [21.7; 38.8] 20.6 [15.6; 27.0] 0.017
Vitamine D sérique (ng/ml) 14 19.9 [17.7; 22.3] 11.27.38; 15.6] 0.014

Tableau 21: Dosages hormonaux et présence d’ACAT folliculaires et sériques en fonction de
I’obtention d’une grossesse
Les résultats sont exprimés en médiane et Q25-75 ou pourcentage

Lors de la rédaction de I’article issus de cette analyse, nous avons décidé de ne présenter et

de ne discuter uniquement les concentrations folliculaires au vu du nombre de données

manquantes concernant les concentrations sériques. Cet article a €té soumis le 20 octobre 2021

dans « Journal of Gynecology Obstetrics and Human Reproduction ».
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Title: Follicular vitamin D levels are associated with the chance of pregnancy in IVF

Abstract:

Introduction

Obtaining a competent embryo for its implantation is subject to many intrinsic and extrinsic
variables to the couple, the female hormonal environment being one of the factors. The
objective of the study was to analyze the association between the follicular levels of growth
hormone (GH), insulin-like growth factor 1 (IGF1), 25-hydroxy vitamin D (250HD), thyroid-
stimulating hormone (TSH), free triiodothyronine (fT3), free thyroxine (fT4) and antithyroid
antibodies (ATA) and the chance of pregnancy in in vitro fecundation (IVF).

Materials and methods

We conducted a prospective study at a reproductive medicine centre at Amiens-Picardie
University Hospital (Amiens, France) from January 2013 to December 2017. 93 couples for
first or second IVF were recruited. 60 IVF+/- intracytoplasmic sperm injection (ICSI) with
fresh embryo transfer were included. Two groups were constituted according to the issue:
pregnancy (n=25) and no pregnancy (n=35). GH, IGF1, 250HD, TSH, fT3, fT4 and ATA were
measured in follicular fluid.

Results:

There was no difference in clinical parameters between the two groups except for male BMI
who was higher in the no pregnancy group (23 vs. 25, respectively; p=0.013). Concerning IVF
result, the number of fresh embryos transferred is slightly higher in the pregnancy group
(1.96 vs. 1.63, respectively; p<0,001). Follicular 250HD level was significantly higher in the
pregnancy group (29.6 vs. 20.6 ng/ml, respectively; p=0.017). There was no association with
follicular GH, IGF1, TSH, ft3 and fT4 levels and prevalence of antithyroid antibodies and
pregnancy.

Conclusions

Pregnancy in IVF appears to be associated with follicular levels of 250HD.
Keywords: pregnancy, follicular fluid, in vitro fecundation, 25-hydroxy vitamin D
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Introduction

Many factors influenced the chance of pregnancy in assisted reproductive technology
(ART). Obtaining a competent embryo for its implantation is subject to many intrinsic and
extrinsic variables to the couple, the female hormonal environment being one of the factors.
Follicular fluid (FF) provides the microenvironment for oocyte maturation [1] and contains
hormones with pleomorphic effects which are involved in ovarian folliculogenesis, oogenesis
and steroidogenesis. Studies have shown that growth hormone (GH), insulin-like growth
factor 1 (IGF1), thyroid-stimulating hormone (TSH) and thyroid hormones (THs, e.g., free
triiodothyronine (fT3) and free thyroxine (fT4)) play a role in ovarian function. GH has both
direct and IGF1-mediated effects, and stimulates folliculogenesis, oocyte maturation and
steroidogenesis [2,3]. THs improve granulosa cell proliferation [4], inhibit their apoptosis [5]
and participate in steroidogenesis [6]. Most studies have shown an increase in the
prevalence of ATA in infertile women, which is estimated between 9% and 18% [7,8] and a
negative effect on pregnancy issues in ART [9]. More recently 1,25 hydroxyvitamin D
(1,250HD) has also been described as an actor in ovarian folliculogenesis [10,11] and
steroidogenesis [12] and the role of 25-hydroxy vitamin D (250HD)in the chances of
pregnancy in IVF is discussed [13].

The objective of this study was to search an association between the chance of
pregnancy after a fresh embryo transfer (FET) for IVF and follicular levels of GH, IGF1,
250HD, TSH, fT4, fT3 and anti-tyroperoxydase (TPO) and anti-thyroglobuline (TG) antibodies.

Materials and methods

We conducted a prospective study at a reproductive medicine centre at Amiens-
Picardie University Hospital (Amiens, France) from January 2013 to December 2017. The
study protocol was approved by the local investigational review board (Amiens, France;
reference: RCB 2011-A00634-37). All the study participants (couples participating in an ICSI
program, regardless of the indication) provided their informed consent. All the women were
euthyroid at the time when their ICSI program started. The main inclusion criteria were first
or second ICSI cycle, age under 36 (for women) or 45 (for men), and a sperm concentration
greater than 5x10%/mL.

COS and IVF protocols

Two COS protocols were used: a gonadotropin-releasing hormone (GnRH) long
agonist protocol and a GnRH antagonist protocol.
The long agonist protocol involved pituitary downregulation with a GnRH agonist (triptorelin
acetate: Décapeptyl®, Ipsen Pharma, France; 0.1 mg per day for 14 days, starting in the
midluteal phase), followed by the administration of recombinant human follicle-stimulating
hormone (rFSH: Puregon®, Organon, France, or Gonal-F®, Merck Serono SAS, France) or
human menopausal gonadotropin (HMG, Menopur®, Ferring, France), in combination with a
GnRH agonist (triptorelin acetate: Décapeptyl®, Ipsen Pharma, France; 0.05 mg per day).
In the antagonist protocol, rFSH was administered subcutaneously each day from day 2 of
the cycle until a 14 mm dominant follicle was detected. Cetrorelix acetate (Cetrotide®,
Merck Serono, France; 0.25 mg per day) was then administered daily until the recombinant
human chorionic gonadotropin (rhCG) day (Ovitrelle®, Merck Serono SAS).
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The stimulation protocols and the type and dose of FSH were chosen by the gynecologist, as
a function of the patient's age, body mass index (BMI), and ovarian reserve.

When at least three follicles had reached a diameter of more than 16 mm, a 250 ug
dose of rhCG was administered. The oocytes were retrieved 36 h after hCG administration,
via ultrasound-guided transvaginal follicular aspiration. Progestin (Utrogestan® 400 mg,
Besins International, France) was used for luteal support.

Group formation

We included from our initial population all the patients who had a FET and divided
the patients into two groups according to the issue: pregnancy or no pregnancy. Pregnancy
was defined as a serum hCG > 100 1U/L 14 days after FET.

Preparation of follicular fluid samples

Following oocyte decoronization, each patient’s remaining FF samples were pooled.
After the removal of cells by centrifugation at 2000 g for 10 minutes, the supernatant was
recovered, stored at -20°C, and thawed immediately prior to analysis. FF samples that were
contaminated with blood were excluded.

Hormone and antithyroid antibody assays

All hormone assays and antithyroid antibody screens were carried out as a single
series at the end of the study. ELISAs were used to determine levels of TSH, fT3, fT4 (ELISA
VISTA 500™, Siemens Healthcare Diagnostics, Germany), 250HD, anti-TPO antibodies
(CENTAUR XP™, Siemens Healthcare Diagnostic, Germany), GH and IGF1 (IMMULITE
2000XPi, Siemens Healthcare Diagnostic, Germany). Anti-TG antibody titers were measured
using an immunoradiometric assay (Immunotech®, Beckman Coulter, Czech Republic). The
intra- and inter-assay coefficients of variation were below 10% in all cases.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed with pvalue.io software[14]. Data were
expressed as the median [interquartile range], mean (extreme) or the frequency
(percentage). Intergroup differences groups were probed with a Mann-Whitney test (for
quantitative variables) or a chi-squared test or Fisher’s exact test (for qualitative variables).
The threshold for statistical significance was set to p<0.05.

Results

Characteristics of the study population and ICSI

A total of 93 couples were included in the study and 100 IVF +/- ICSI were performed. 68
IVF cycles had a FET, 8 were excluded for missing follicular hormonal level data. The 32 FET
failures were due to a lack of transferable embryos, an inadequate endometrium, or a risk of
ovarian hyperstimulation syndrome. Of the 60 attempts included for 60 couples, 25 resulted
in a pregnancy and 35 did not (Figure 1). The pregnancy rate by FET was 41,6%.

There were no significant differences between the two groups with regard to age,
smoking status, ovarian reserve, duration of infertility, gynecological disease and sperm
parameters. The only significant difference was a lower male body mass index (BMI) in the
pregnancy group (23 vs. 25, respectively; p=0.013).
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There were no differences between the pregnancy and no pregnancy group with regard
to ovarian stimulation characteristics and biological parameters (Table 2). The number of
embryos transferred was slightly higher in the pregnancy group (1.96 vs. 1.63, respectively;
p<0,001).

Hormonal and antithyroid antibodies assay in serum and FF

In our population we observed that 70% of the patients have a follicular 250HD
levels under 30 ng/ml. 6,6% of patients had ATA in FF. The follicular 250HD level was
significantly higher in the pregnancy group than in the non-pregnancy group (29.6 vs. 20.6
ng/ml, respectively; p=0.017) (Table 3). The intergroup differences in follicular levels of GH,
IGF1, TSH, fT3, fT4, and antithyroid antibodies were not statistically significant.

In order to confirm our results for 250HD, we separated the 60 IVF cycles into two
groups based on the follicular level of 250HD (greater or less than 30 ng/ml). We observed
that patients with a 250HD deficiency (n=42) had a lower pregnancy rate that no deficiency
patient (n=18) (61% vs. 33%, respectively; p=0.046).

Discussion

In our cohort, the pregnancy rate was 41,6%, which was concordant with the
pregnancy rate of other studies. The population of our two groups were only different for
male BMI which was lower in the pregnancy group. Results in literature are discordant, some
found a negative effect of male BMI on ICSI outcomes [15,16] and others did not find any
effect [17]. In IVF results, the number of fresh embryos transferred was slightly higher in the
pregnancy group, which was concordant with literature data [18].

GH exerts direct and IGF1-mediated effects on folliculogenesis, oocyte development
and steroidogenesis [2,3], and reduce oxidative stress markers in FF [19]. GH and IGF1 are
also synergic with gonadotrophins as it improves the ovarian reactivity to FSH and LH by
increasing the expression of FSH/LH receptors [20].

In our study we did not observe an association for follicular GH and IGF1 levels and
chance of pregnancy. In literature, follicular [21] and serum GH [22] had a positive
correlation with pregnancy rate. It was observed that follicular IGF1 was higher in FF of
pregnant patients [21] but no correlation with the pregnancy rate was observed [23].

To evaluate the impact of GH/IGF1 system on IVF results, many studies assessed the
impact of GH adjuvant treatment during IVF. In poor responders, four meta-analyses and a
Cochrane review demonstrated a significantly improvement of pregnancy and live birth rates
[24-28]. For normo-ovulatory, the Cochrane review did not observe difference in pregnancy
and live birth rates [26], whereas one recent RCT demonstrated a beneficial effect on the
live birth rate [29].

The role of oocyte modification on a successful IVF outcome and pregnancy could be
challenged by the GH endometrial effect. GH [30] and its receptor [31], IGF1 and its
receptors [32] are detected in endometrial cells. They are involved in endometrial
proliferation and in secretory transformation in the luteal phase by promoting the embryo
implantation window [33,34]. Local regulation by sex steroids seems to be involved in the
control of the uterine GH / IGF1 system [34]. The frozen embryo transfer model is interesting
for evaluating this endometrial effect. It has been observed that protocols using GH as
adjuvant treatment improve endometrial thickness and pregnancy rate [35].
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In our study, 6,6% of our population had a follicular ATA, which is lower than the
higher prevalence of ATA in infertile women estimated between 9% and 18% [7,8]. We did
not observe association between follicular ATA and the chance of pregnancy.

Three studies have evaluated the influence of ATA in FF on IVF results. Two studies
observed a decrease in pregnancy rates [36,37] although a team did not observe any
difference [38] confirming our result.

As follicular ATA are correlated with serum ATA, we looked for the impact of serum
ATA on IVF outcomes in literature. 3 meta-analyses did not observe any difference in
pregnancy [9,39,40] or live birth rate [39,40] but they all observed significant increase of
miscarriage rate [9,39,40]. One observed a decrease of birth rate [9].

While the role of THs in folliculogenesis [4] and ovarian steroidogenesis [6] has been
demonstrated, our study did not show an association between the chances of pregnancy
and the follicular levels in the normal values of TSH, fT4 and fT3. However, the patients all
presented a balanced thyroid function with in particular a target TSH <2.5 before starting the
pregnancy [41].

Two meta-analyzes were carried out in 2018 [42] and 2019 [43] to assess the impact
of serum TSH (more or less 2,5 mUI/L) in euthyroid women at the start of stimulation on IVF
outcomes. Neither found a difference in pregnancy, miscarriage or live birth rate.

Concerning analysis of FF, pregnant patients have a higher follicular fT4, but that
there is no difference for follicular TSH and fT3 [38].

Finally, only higher follicular 250HD levels were associated with the chance of
pregnancy in IVF in our study. We observed a high prevalence of low 250HD follicular level
in our population (70%) which is concordant with literature. Indeed the prevalence of
250HD deficiency is high in our region of the north of France [44]. Furthermore, this
prevalence in the infertile population is high: nearly 80% of infertile patients followed in ART
are said to be vitamin D deficient [45].

Few teams have been interested in the follicular 250HD levels and the IVF outcomes.
As observed in our study, Ozkan and al observed a positive correlation between follicular
250HD and the chance of pregnancy [46]. Two teams showed no difference in pregnancy
rate [47,48]. Conversely, two others observed a negative correlation between follicular
250HD and pregnancy [49,50] and live birth rates [50].

Several meta-analysis have been performed to assess the impact of 250HD serum
deficiency on IVF outcomes. Two meta-analysis in 2016 (5 studies) and 2018 (9 cohorts)
showed a significant decrease in live births but not in pregnancy rates [51,52]. Another 2018
meta-analysis (11 studies) found a significant decrease of pregnancy and live birth rates.
Cozzolino's latest meta-analysis from 2020 (14 studies) found no difference between serum
250HD levels on pregnancy, miscarriage and live birth rate [13].

In order to study how the vitamin D deficiency affects the results of IVF, two
randomized controlled trials were carried out to evaluate the effect of vitamin D
replacement. It included vitamin D deficiency patient: one group receiving 600,000 IU of
vitamin D before starting IVF treatment and the other a placebo. There was no difference
between the groups in clinical pregnancy, miscarriage and live births rate [53]. A second RCT
assessed the impact of vitamin D replacement on IVF results from the hCG day until
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pregnancy. There was a significant increase in the implantation rate but not in the evolutive
pregnancy rate [54].

Little is known about the mechanisms explaining a potential impact on the chances of
IVF pregnancy. Few studies had evaluated the potential role of vitamin D in ovarian function.
The vitamin D receptor (VDR) is detected in stromal, granulosa and thecal ovarian cells [55].
Two studies observed that supplementation with 1,250HD increases granulosa cell
proliferation and differentiation and oocyte maturation [10,11]. The role in ovarian
steroidogenesis is still unclear [12]. It has been showed that vitamin D supplementation
reduce inflammation and oxidative stress in PCOS [56].

For some authors, the impact of 250HD on IVF results is not linked to the
improvement in embryonic quality, but rather to the receptivity of the endometrium. VDR is
also detected in stromal cells of the endometrium and in the myometrium throughout all
phases of the cycle [57]. 1,250HD binds to VDR in the endometrium to regulate embryo
implantation target genes such as calbindin, osteopontin, and HOX10A [58]. 1,250HD has
also an immunosuppressive role by modulating the activity of T cells [59] and decreases the
production of pro-inflammatory cytokines involved in the implantation and receptivity of the
endometrium [51].

Thus, the oocyte donation model has been proposed. Three teams evaluated the
outcomes of oocyte donation as a function of the oocyte recipient's serum 250HD levels.
There is no difference in endometrial thickness [60] and pregnancy rate [60,61]. One team
observes significant decrease in pregnancy rates in vitamin D-deficient patients [62]. As with
oocyte donation, one study used the frozen embryo transfer model to assess the
endometrial effect of vitamin D, no correlation between pregnancy rate and vitamin D
deficiency has been found [63]. The oocyte donation and frozen embryo transfer models
didn’t show any influence of 250HD on pregnancy chance via endometrial receptivity.

As said in all studies about health effects of vitamin D, another hypothesis would be
that vitamin D only reflects a better healthy lifestyle such as a healthier eating habits and a
more regular physical activity outdoors [64,65]. The impact of vitamin D on fertility is
therefore to elucidate.

Conclusion

In our population with a vitamin D deficiency, we observed that pregnancy chance in
IVF was associated a higher follicular 250HD levels. We didn’t show an association between
the chances of pregnancy and the follicular levels in the normal status of GH, IGF1, TSH, fT4
and fT3. Follicular ATA are not associated with a lower chance of pregnancy. More studies
are necessary to specify these hormones and antibodies actions.
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Figure 1: Study flow chart

93 couples
100 IVF +/- ICSI
1— 13 risk of OHSS
68 FET 32 no FET 4 inadequate endometrium
J- 15 no embyo transferable

B patients excluded
for missing data

60 FET
21 IVF, B IVF+ICS1, 31 ICSI

‘ 25 pregnancy ‘ 35 no pregnancy

19 live birth ‘

7 miscarriage ’

IVF: In vitro fecundation; ICSI: intra-cytoplasmic sperm injection; FET: fresh embryo
transfer; OHSS: ovarian hyperstimulation syndrome
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Table 1: Characteristics of the female and male characteristics according to pregnancy.

Pregnancy No pregnancy
(n=25) (n=35) i

Duration of infertility (years) 3.00 [2.00; 4.00] 4.00[3.00; 5.00] | 0.069
Characteristics of the women:

- Age (Years) 30.0[29.0; 33.0] 29.0[27.0;33.5] | 0.36

- BMI (kg/m2) 21.0[20.0; 25.0] 22.0[20.0; 25.5] 0.23

- Current smoker 3 (12%) 8 (23%) 0,33

- FSH on day 3 (UI/L) 6.70 [5.90; 7.50] 6.80 [5.55; 8.07] 0.89

- Endometriosis 2 (8%) 6 (17%) 0.45

- POF 2 (8%) 6 (17%) 0.45

- PCOS 5 (20%) 8 (23%) 0.79
Characteristics of the men:

- Age (Years) 32.0[30.0; 36.0] 32.0[29.5; 36.5] 0.8

- BMI (kg/m2) 23.0[21.0; 24.0] 25.0[23.0; 27.0] | 0.013

- Current smoker 10 (40%) 17 (49%) 0.51
Sperm parameters:

- Sperm concentration (M/ml) 78.0[20.0; 142] 50.4 [12.1; 86.0] 0,22

- Progressive motility (%) 35.0[25.0; 45.0] 40.0 [32.2;50.0] | 0.22

The data are expressed as the median [interquartile range] or the frequency (percentage).
BMI = body mass index; FSH = follicle-stimulating hormone; POF = premature ovarian failure;

PCOS = polycystic ovary syndrome
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Table 2: The Ovarian response and ICSI outcome according to pregnancy

Pregnancy No pregnancy
(n=25) (n=35) P

COS protocol:

- GnRH antagonist 16% 11% 071

- Long GnRH agonist 84% 89%
Total dose of rFSH/hMG (IU) 1500 [1300; 1950] 1800 [1350; 2488] 0.15
Duration of COS (day) 11.0 [10.0; 13.0] 12.0 [10.0; 13.0] 0.79
Endometrial thickness at day of HCG (mm) 11.0 [9.00; 12.0] 10.3 [9.25; 12.0] 0.92
E2 level on the hCG day (pg/ml) 2328 [1558; 2726] 1582 [1262; 2422] 0.066
Number of oocytes retrieved 12.0[9.00; 16.0] 11.0 [7.00; 14.0] 0.35
Matures oocytes rate (%) 77.8 [68.8; 83.3] 77.3[61.8; 83.3] 0.4
Abnormal oocyte rate in ICSI (%)* 66.7 [33.3; 87.5] 62.5[22.5; 83.3] 0.46
Fertilization rate (%) 80.0 [63.6; 87.5] 80.0 [64.5; 92.0] 0.85
Number of day 2 embryo 6.00 [5.00; 8.25] 6.00 [4.00; 8.00] 0.4
Day 2 embryo development rate 77.5[60.8; 91.7] 75.0[37.3; 90.7] 0.39
Number of frozen embryos* 1,28(0-4) 1.23 (0-6) 0.89
Number of embryos transferred* 1,96 (1-2) 1,63 (1-2) <0.001

The data are expressed as the median [interquartile range], mean (extreme)* or the

frequency (percentage). >n=40

GnRH = gonadotropin-releasing hormone, COS = control ovarian stimulation, rFSH =

recombinant follicle-stimulating hormone; HMG = human menopausal gonadotropin; E2 =
oestradiol; hCG = human chorionic gonadotropin; ICSI= Intra cytoplasmic sperm injection
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Table 3: Follicular hormonal levels and prevalence of antithyroid antibodies in the FF,

according to pregnancy

Pregnancy (n =25 No pregnancy (n =35 p
cycles) cycles)
Somatotropic axis:
- GH (mlu/L) 4.50[2.17; 6.36] 2.84[1.18; 4.85] 0.099
- IGF1 (ng/mL) 70.2 [34.3; 97.1] 64.5 [28.6; 88.4] 0.42
250HD (ng/ml) 29.6 [21.7; 38.8] 20.6 [15.6; 27.0] 0.017
Thyroid function and
immunity
- TSH (mIU/1) 1.20 [0.730; 1.77] 1.31[0.864; 1.93] 0.63
- fT3 (pmol/l) 3.56 [3.10; 4.00] 3.80[3.00; 4.19] 0.54
- fT4 (ng/dlI) 1.10[1.04; 1.14] 1.09 [1.01; 1.20] 0.99
- Anti-TPO antibodies ? 0 (0%) 3(14%) 0.23
- Anti-TG antibodies ® 1 (5%) 2 (10%) 1

The data are expressed as the median [interquartile range] or the frequency (percentage).
GH = growth hormone; IGF1 = insulin-like growth factor 1; 250HD = 25-hydroxy vitamin D;
TSH = thyroid-stimulating hormone; fT3 = free triiodothyronine; fT4 = free thyroxine; TPO =

thyroperoxidase, TG = thyroglobulin.

Missing data: 2n=19, ® n=20
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Perspectives

Afin de poursuivre ce projet de recherche, plusieurs travaux pourraient étre menés. Tout
d’abord, il serait utile de confirmer nos résultats actuels dans une cohorte plus large et
d’associer pour chaque patiente un dosage sérique et folliculaire. Afin d'affiner I’analyse sur la
qualité ovocytaire, il serait intéressant d’évaluer les concentrations hormonales folliculaires en
fonction des différents types d'anomalies morphologiques ovocytaires et ce de fagon
individuelle et non poolée dans une cohorte. De plus, I'évaluation des anomalies
morphologiques des ovocytes et des issues de tentatives en FIV chez les femmes présentant un
déficit hormonal pourrait étre informative. Cependant, ce type d'étude ne serait pas éthiquement
réalisable chez les femmes souffrant d'hypothyroidie, I’euthyroidie en début de grossesse étant
indispensable au développement feetal. Mais il pourrait €tre utile d’étudier et de substituer
systématiquement par GH les patientes présentant un GHD avant FIV afin d’améliorer la qualité
ovocytaire et les chances de grossesse.

Par ailleurs, il pourrait étre utile d’évaluer I’effet d’un traitement adjuvant par GH en
FIV chez les patientes présentant une altération importante de la qualité ovocytaire.

Enfin, des expériences sur des modeles animaux pourraient tre menées pour évaluer
I’impact des déficits hormonaux sur la qualité ovocytaire.

Pour valoriser ce travail de thése, les résultats de la revue de littérature devrait faire

I’objet d’un article de synthése pour les différents axes hormonaux étudiés .
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Conclusion

L’objectif de ce travail de thése était d’évaluer les concentrations hormonales du LF
ovarien en TSH, T3L, T4L, GH, IGF1, 25(OH)D, la présence des anticorps anti-TPO et anti-
TG et les associations possibles entre leurs concentrations et les différents parameétres de FIV
et d’ICSL

Les hormones TSH, T3L, T4L, GH, IGF1, 25(OH)D, et les anticorps anti-TPO et anti-
TG ont été détectés dans les LF ovariens issus de follicules matures en FIV. Une corrélation
positive a €té démontrée entre les taux sériques et folliculaires pour les hormones TSH, T3L,
T4L, IGF1, 25(OH)D, et les anticorps anti-TPO et anti-TG. Nous n’avons pas mis en évidence
cette corrélation pour la GH la différence étant probablement liée aux horaires différenciés des
mesures.

Au vu des données de la littérature les HT, la GH et I'IGF1 semblent étre des acteurs
déterminants de la folliculogénese et de 1’ovogenése. Cependant peu d’études portent sur la
qualité ovocytaire. Lors de 1’analyse d’une cohorte d’ovocytes issus d’ICSI, nous observons
que des concentrations folliculaires plus ¢levées en GH et IGF1 sont associées a moins
d’anomalies morphologiques ovocytaires, reflet d’une meilleure qualit¢ ovocytaire. Cette
association n’est pas observée pour les concentrations folliculaires en TSH, T3L, T4L,
25(OH)D et la présence d’ACAT. On observe par ailleurs que 1’altération de la qualité
ovocytaire entraine une baisse de la compétence de 1’ovocyte comme 1’illustre la baisse du taux
de fécondation dans la cohorte ovocytaire anormale. Cependant, les issues de tentatives ne sont
pas impactées, soit par un manque de puissance de notre €tude soit par une possible
compensation de cette altération par le spermatozoide permettant 1’obtention d’un embryon de
qualité suffisante pour obtenir une grossesse.

Les données de la littérature concernant I’association entre chances de grossesse apres
FIV et les concentrations sériques en TSH et 25(OH)D sont denses. Mais peu d’études portent
sur les concentrations folliculaires hormonales. Nous observons que les chances de grossesse
en FIV+/-ICSI apres un transfert d’embryonnaire frais sont plus élevées si la concentration
folliculaire en 25(OH)D est plus ¢élevée. Cette association n’est pas observée pour les
concentrations folliculaires en TSH, T3L, T4L, GH, IGF1 et la présence d’ACAT. Le rdle de
la 25(OH)D dans la folliculogénese et la stéroidogenese ovarienne n'est pas encore clairement
explicité. L’amélioration des chances de grossesse pourrait €tre liée a une réduction de

I'inflammation et le stress oxydatif. La 25(OH)D présente aussi des effets immunomodulateurs
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pouvant contribuer a l'implantation. Une autre hypothese serait que la 25(OH)D ne serait pas
directement responsable des chances de grossesse, mais serait seulement le reflet d'un mode de

vie plus sain par le biais d’une alimentation plus équilibrée et d’une activité physique en

extérieur plus réguliere.
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Annexe 1: Synthése de la détection des acteurs de I’axe somatotrope au niveau ovarien

GHRH | GHRHR | GH GHR IGF1 IGF2 |IGFIR | IGF2R | IGFBPI1 | IGFBP2 [IGFBP3(IGFBP4|IGFBPS5| IGFBP6

Liquide folliculaire NR NA + NA + + NA NA + + + + + +
Granulosa :
. . . - NR + - - + + + NR NR NR NR NR NR

\Follicule primordial
Granulosa :

- + + ++ - ++ ++ + + + + ++ + ++
\Follicule préantral
Granulosa :

- + + + + et ++ ++ ++ ++ ++ + ++ +
\Follicule préovulatoire
Théque + + NR ++ ++ ++ +H+ ++ -+ -+ e B = o+
Cellules stromales NR NR + + NR + + + + + + + + +
Ovocytes NR + + + - + + + NR NR NR NR NR NR
Embryons NR NR NR + + + + + NR NR NR NR NR NR

NA : non applicable, NR : non réalisé
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Annexe 2: Formulaire de consentement du couple (page 1/2)

CONSENTEMENT DE PARTICIPATION du couple infertile a 1’étude Impact du tabagisme masculin
sur Pinfertilité du couple : étude cas-témoins bicentrique. (Tabafertimasc )

PROMOTEUR

INVESTIGATEUR COORDONNATEUR

Madame Catherine GEINDRE
Directrice Générale du CHU d’Amiens
Par délégation, Monsieur le Docteur Jean-Claude
BARBARE
Coordonnateur de la Recherche Clinique et de I'lnnovation
CHU d’Amiens — Site Nord

Madame le Docteur Aviva DEVAUX
Laboratoire de Biologie de la Reproduction et de
Cytogénétique
CHU d’Amiens — Site CGO
123 rue Camille DESMOULINSt
80054 AMIENS Cedex

1 Place Victor PAUCHET
80054 AMIENS Cedex
Tél. : 03-22-66-80-60
Fax : 03-22-66-87-52
Email : barbare.jeanclaude@chu-amiens.fr

Tél. : 03-22-53-36-75
Fax : 03-22-53-36-79
Email : devaux.aviva@chu-amiens.fr

Mme (Nom, Prénom) née le

Mr (Nom, Prénom) né le

Adresse :

L& DOCLEUL <.ttt nous a proposé de participer a une étude

organisée par le CHU d’Amiens concernant le réle du tabac sur la fertilité.

L’étude sera menée conformément au Code de santé publique titre II du premier livre relatif
aux recherches biomédicales

Le Comité Consultatif de Protection des Personnes NORD OUEST II a émis un avis favorable a la
mise en ceuvre de ce protocole le..........

Dans la lettre d’information qui nous a été remise, il nous a été précisé que nous sommes libres
d’accepter ou de refuser sans que cela ne conditionne notre prise en charge en AMP ou ne modifie le
traitement prévu pour sa mise en ceuvre.

Nous avons regu et nous avons bien compris les informations suivantes :

e Ce travail sera réalisé en collaboration avec des médecins spécialistes de 1’exploration
de I’infertilité sur 2 CHU Amiens et Caen

* Certains prélevements seront nécessaires et sont pour certains réalisés dans le cadre de la
fécondation in vitro, il s’agit:

- de la passation d’un questionnaire sur les habitudes de vie et de consommation de tabagisme pour
chacun de vous et qui est réalisé lors du bilan d’infertilité
- d’un ou plusieurs prélévements cités ci-dessous sont :
» une prise de sang pour évaluer le taux de cotinine (dérivé de la nicotine) qui pourra étre
réalisée en méme temps que le bilan biologique pré AMP ou lors du cycle d’AMP
» une mesure du monoxyde de carbone expirez a ’aide d’un testeur pour déterminer le taux de
ce composé dans I’air que vous expiré. et qui évalue le tabagisme récent
» recueil de quelques cheveux (4 a 6) pour évaluer le tabagisme chronique
- Certains milieux biologiques recueillis lors du bilan d’infertilit¢ ou lors du cycle d’assistance
médicale a la procréation au lieu d’étre éliminez seront conservés en vue de la réalisation du protocole
ou en vue de recherches complémentaires a postériori
» un recueil de sperme effectué au laboratoire de Biologie de la Reproduction lors du bilan
d’infertilité ou le jour de ’AMP, préalable a la réalisation de la FIV, d’un recueil d’urine
» le recueil du liquide folliculaire lors de la ponction ovarienne
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Annexe 3: Formulaire de consentement du couple (page 2/2)

L’ensemble des échantillons prélevés sera conservé en vue de la réalisation du protocole et pourra
permettre d’éventuelles recherches complémentaires a postériori. Ils feront I’objet d’une déclaration de
« collection biologique » auprés du ministére de la santé et de la recherche.

Nous confirmons étre affilié a un régime de sécurité social ou étre bénéficiaire d’un tel régime et nous
sommes informés que conformément a la loi du 20 décembre 1988 modifiée relative a la protection
des personnes se prétant a la recherche biomédicale, et du décret d’application N° 91-440 du 14 mai
1991, le CHU d’Amiens, promoteur de I’étude, a souscrit une assurance couvrant les risques directs
liés a I’étude dans la stricte application du protocole.

Nom de la compagnie :

Adresse :

Numéro de contrat :

NOUS ACCEPTONS DE PARTICIPER A CETTE RECHERCHE DANS LES CONDITIONS
PRECISEES CI-DESSUS.

Notre consentement ne décharge pas les organisateurs de la recherche de leurs responsabilités. Nous
conservons tous nos droits garantis par la Loi. Si nous le désirons ou si I’'un d’entre nous le désire,
nous sommes libres a tout moment de suspendre notre participation. Nous informerons alors le
DIOCHEUL ..o

Conformément a la loi « informatique et liberté », n°® 2004-801 relative a la protection des personnes
physiques a I’égard des traitements des données a caractére personnel et modifiant la loi 78-17 du 6
janvier 1978 relative a I’informatique, aux fichiers et aux libertés, nous acceptons que les données
enregistrées a ’occasion de cette étude puisent faire I’objet d’un traitement informatisé en préservant
strictement notre anonymat. Les données qui nous concernent resteront strictement confidentielles et
nous n’autorisons leur consultation que par des personnes qui collaborent a cette recherche, aux
personnes mandatées par le promoteur et soumis au secret professionnel, et éventuellement a un
représentant des autorités de santé ou judiciaire. Notre droit d’accés et de rectification a ces
informations pourra s’exercer a tout moment aupres du Docteur Devaux.

Nous sommes informés que nous pourrons demander a tout moment toutes les informations
complémentaires au Docteur Devaux en appelant le 0322533675 ou le 0322533677

Faita ..o L€
En double exemplaire, dont un remis au couple

Signature de I’investigateur : Signature précédée de la mention « lu et approuvé » par les 2
membres du couple :
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Annexe 4: Lettre d'information (page 1/2)

ILETTRE D’INFORMATION DESTINEE AUX COUPLES infertiles devant bénéficier d’'une AMP

PROTOCOLE : Impact du tabagisme masculin sur Pinfertilité du couple : étude cas-témoins bicentrique

(Tabafertimasc)
PROMOTEUR INVESTIGATEUR COORDONNATEUR
Madame Catherine GEINDRE Madame le Docteur Aviva DEVAUX
Directrice Générale du CHU d’Amiens Laboratoire de Biologie de la Reproduction et de
Par délégation, Monsieur le Docteur Jean-Claude Cytogénétique
BARBARE CHU d’Amiens — Site CGO
Coordonnateur de la Recherche Clinique et de I'lnnovation 123 rue Camille DESMOULINSt
CHU d’Amiens — Site Nord 80054 AMIENS Cedex
1 Place Victor PAUCHET Tél. : 03-22-53-36-75
80054 AMIENS Cedex Fax : 03-22-53-36-79
Tél. : 03-22-66-80-60 Email : devaux.aviva@chu-amiens.fr
Fax : 03-22-66-87-52
Email : barbare.jeanclaude@chu-amiens.fr

Madame, Monsieur,

Vous consultez pour infertilité, le recours a une Assistance Médicale a la Procréation (AMP) vous a
été proposé. Parmi les facteurs pouvant intervenir sur la fertilité figure le tabac. Le role du tabac est
encore mal connu. C’est pourquoi le Docteur ..................... vous propose de participer a une étude
destinée a évaluer précisément ce role. Ce protocole, qui doit inclure 200 couples fertiles et 200
infertiles, a pour but d’améliorer la prise en charge en AMP des couples infertiles. Les résultats des
tentatives d’AMP seront analysés en fonction du statut tabagique et comparés aux données recueillies

chez 200 couples fertiles. Ses principales caractéristiques et contraintes sont résumées ci-apres.

Les objectifs sont 1’évaluation de la consommation de tabac et son impact sur la fertilité.

Le nom du PROTOCOLE : Impact du tabagisme masculin sur infertilité du couple : étude cas-
témoins bicentrique (Tabafertimasc)

Il sera mené conformément au Code de santé publique titre 11 du premier livre relatif aux
recherches biomédicales. Le Comité d eProtection des personnes NORD OUEST II a autorisé
sa mise en ceuvre le .....

Ce travail sera réalisé en collaboration avec des médecins spécialistes de ’exploration de
I’infertilité¢ (notamment le Dr A. Devaux coordinateur de 1’étude et les Professeurs P. Merviel,
les Dr E. Lourdel, Dr R. Cabry et F. Brasseur du CHU d’Amiens ; et les Pr M. Herlicoviez
et Dr I. Denis Galleraud du CHRU de Caen).

L’étude comprend :

- La passation d’un questionnaire sur les habitudes de vie et du tabagisme pour chacun de vous

- Un ou plusieurs prélévements cités ci-dessous sont nécessaires et font déja parti du bilan pré AMP ou
peuvent étre réalisés lors du suivi de Y'AMP:

» une prise de sang pour évaluer le taux de cotinine (dérivé de la nicotine)

» une mesure du monoxyde de carbone expiré a I’aide d’un testeur pour déterminer le taux de ce

composé dans ’air que vous expiré.

» un recueil de sperme effectué¢ au laboratoire de Biologie de la Reproduction ou le jour de

I’assistance médicale a la procréation pour analyser la spermatogenése

» un recueil d’urine

» le recueil de quelques cheveux (4 a 6)

» le recueil des liquides folliculaires et milieux de cultures lors de la tentative d’AMP
L’ensemble des échantillons prélevés sera conservé en vue de la réalisation du protocole et pourront
permettre d’éventuels recherches complémentaires a postériori. Ils feront I’objet d’une déclaration de
« collection biologique » auprés du ministére de la santé et de la recherche
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Annexe 3: Lettre d'information (page 2/2)

Vous devez obligatoirement étre affilié a un régime de sécurité social ou étre bénéficiaire d’un tel
régime.

Les données nominatives de I’AMP informatisées seront traitées de fagon habituelle dans le dossier
médical conformément aux dispositions de la loi n® 2004-801 relative a la protection des personnes
physiques a I’égard des traitements des données a caractére personnel et modifiant la loi 78-17 du 6
janvier 1978 relative a I’informatique, aux fichiers et aux libertés. L’ensemble des données recueillies
et analysées pour 1’étude seront traitées de fagon annonymisée. Vous étes informés que vous pouvez a
tout moment exercer votre droit d’acces et de rectification garanti par les articles 39 et 40 de ladite loi
en vous adressant au coordinateur de 1’étude au CHU d’ Amiens (Téléphone : 0322533675 ou 77)

Votre adhésion a ce protocole ne conditionne en aucune fagcon votre prise en charge en AMP et ne
modifiera en aucune maniere le traitement de stimulation ovarienne ou la technique d’AMP choisie et
adaptée a votre cas. Vous pouvez a tout moment refuser de participer a cette étude et a la conservation
des prélévements. Votre participation a 1’étude étant limitée a votre tentative d’AMP et ne modifiant
en aucune fagon la prise en charge médicale il n’y aura pas de période d’exclusion si vous envisagez
de participer ultérieurement a une autre étude.

Cette lettre d’information vous est remise lors d’une de vos consultations afin que vous puissiez la lire
et en discuter éventuellement avec le médecin de votre choix et /ou avec vos proches. Par ailleurs toute
connaissance médicale nouvelle susceptible de remettre en question votre participation au protocole
vous sera communiquée. Vous avez également, avant pendant et aprés la réalisation de 1’étude, la
possibilité de poser toutes les questions que vous souhaitez en vous adressant au médecin qui vous
aura pris en charge pour votre AMP.

Vous serez informé des résultats globaux de 1’étude a la fin de celle-ci. Vous bénéficierez également
de conseils personnalisés et recevrez des documents sur les recommandations a propos du tabac pour
vous et votre conjoint. Le centre d’AMP du CHU participe a 1’opération maternité sans tabac. Vous
pouvez consulter les référents de ce programme a la maternité du CGO

Conformément a la loi du 20 décembre 1988 modifiée relative a la protection des personnes se prétant
a la recherche biomédicale, et du décret d’application N° 91-440 du 14 mai 1991, le CHU d’Amiens,
promoteur de I’étude, a souscrit une assurance couvrant les risques directs liés a I’étude dans la stricte
application du protocole.

Nom de la compagnie :

Adresse :

Numéro de contrat :

Votre dossier médical reste strictement confidentiel. Il pourra étre consulté par I’investigateur et son
équipe médicale, les personnes mandatées par le promoteur et soumises au secret professionnel, et des
personnes mandatées par les autorités sanitaires et judiciaires.

Remis le

A
Signature de I’investigateur

Page 2/ 2

174



Annexe 6: Protocoles de stimulation ovarienne

Le but de la stimulation ovarienne était d’obtenir une réponse plurifolliculaire afin de
recueillir un maximum d’ovocytes matures lors de la ponction ovarienne. Le principe était
d’administrer, par le biais d’injections sous-cutanées quotidiennes, de la FSH permettant le
recrutement et la croissance des follicules ovariens. Ces injections de FSH ont été associées a
une seconde injection quotidienne afin d’obtenir une désensibilisation de 1’hypophyse pour
permettre un meilleur contréle du cycle.

Des controles échographiques (épaisseur et aspect de I’endomeétre, nombre et taille des
follicules ovariens) et sanguins (cestradiol, LH et progestérone) ont été réalisés en parallele des
injections. Ce monitorage de I’ovulation avait pour but d’adapter la dose de FSH a la réponse
ovarienne, d’évaluer le meilleur moment pour le déclenchement de 1’ovulation et de prévenir

le risque d’hyperstimulation ovarienne.
e Protocole agoniste long

Des injections quotidiennes de 0,1mg/jour de triptoréline (Décapeptyl®) ont été
débutées a partir du 20°™ jour du cycle pendant 15 jours. Cette premiére partie eut pour objectif
de désensibiliser I’hypophyse. Apres controle échographique et sanguin de désensibilisation
ovarienne, la triptoréline a ét¢ diminuée a 0,05mg/jour et associée a une injection quotidienne
de FSH urinaire +/- LH (Fostimon®, Ménopur®) ou FSH recombinante (Gonal-F®,
Puregon®). Les contrdles échographiques et sanguins €taient a réaliser en parallele des
injections a partir du 6° jour de stimulation puis tous les 2 a 3 jours jusqu’au déclenchement de

I’ovulation (figure 21).

ool

120
14 jours | Stimulation 36h Jo 12-]13 14 jours
> - >
Décapeptyl 0,1® Décapeptyl 0,1® Ponction Transfert
1 ampoule/jr 2 ampoule + FSH/jr ovocytaire des
Déclenchement Recueil de embryons Test de
sperme

grossesse

Figure 21: Protocole de stimulation agoniste long
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e Protocole antagoniste

Une injection quotidienne de FSH a été administrée a partir du 2°™ jour des régles. Un
premier contrdle échographique et sanguin €tait a réaliser au 5° jour de stimulation. Lorsqu’un
ou plusieurs follicules ovariens atteignirent un diamétre de 13-14 mm ou que le taux
d’oestradiol était supérieur a 400 pg/ml, une injection supplémentaire quotidienne de 0,25 mg
de cétrorelix (Cétrotide®) a été introduite. Des contréles échographiques et sanguins étaient a

réaliser en parallele des injections tous les 2 a 3 jours jusqu’au déclenchement de 1’ovulation

(figure 22).
12 J6-J8
Stimulation 3611| J0 J 12-13 14 jours
e et EE P PP *
FSH/jr Ponction Transfert
"'é',"",‘(;"o"z's"%\';_'f ovocytaire des
ctrotide 6,25 ® /1 Recueil de embryons Test de
Déclenchement sperme

grossesse
Figure 22: Protocole de stimulation antagoniste

e Déclenchement de I’ovulation et ponction ovocytaire

L’ovulation a été¢ déclenchée apres visualisation d’au minimum 3 follicules ovariens
matures de plus de 17 millimetres lors de la surveillance échographique et observation d’une
oestradiolémie cohérente avec le nombre de follicules matures. Une injection sous-cutanée de
choriogonadotropine alfa (Ovitrelle®, gonadotrophine humaine) a été effectuée le soir a 21h00
a la place des précédentes injections. La ponction ovocytaire écho-guidée a été effectuée 36
heures apres 1’injection de choriogonadotropine alfa (Ovitrelle®), par voie vaginale, au bloc

opératoire, sous anesthésie générale.
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Annexe 7: Procédure habituelle de tri et de décoronisation ovocytaire

Au laboratoire de biologie de la reproduction, a la suite de la ponction ovocytaire, un tri
ovocytaire a ensuite été effectué dans les LF. Il consiste a repérer et a isoler les CCO (ovocytes
+ cellules de la granulosa). La technique de tri ovocytaire fut menée différemment en fonction

de la technique de mise en fécondation FIV ou ICSI.

e Tri ovocytaire des ovocytes mis en fécondation en FIV

Sous hotte a flux laminaire, sur plancher chauffant a 37°C, les seringues ont ét¢ vidées
une par une dans une boite de Pétri afin d’isoler les CCO, les LF étant au fur et @ mesure replacés
dans leur seringue initiale. Chaque CCO trouvé fut déposé dans un puits d’une boite de culture
stérile contenant 600 puL de milieu de culture GIVF® (Vitrolife). Ils ont ensuite été placés dans
une étuve a 37°C sous atmosphere CO2 a 5% en attendant la mise en fécondation.

La décoronisation des ovocytes mis en fécondation en FIV eut lieu a J1 de la fécondation

soit le lendemain de la ponction ovocytaire.

e Tri et décoronisation ovocytaire des ovocytes mis en fécondation en ICSI

Les seringues ont été vidées une par une dans une boite de Pétri afin d’isoler les CCO,

les LF étant au fur et a mesure replacés dans leur seringue initiale.

Chaque CCO trouvé était déposé dans le puits numéro 1 de la boite de tri stérile, chaque
puits contenant 600 uL. de milieu de culture GIVF®. Tous les CCO ont donc été placés dans le

puits numéro 1 de la boite de tri ovocytaire.

Ce tri ovocytaire a été suivi d’une décoronisation a la hyaluronidase qui a pour but de
séparer les cellules de la granulosa des ovocytes. Ainsi les ovocytes étaient déposés dans le
puits numéro 2 contenant de la hyaluronidase diluée au tiers dans 600 pLL de milieu de culture
GIVF®. Les ovocytes ont ensuite été placés dans le puits numéro 3 pour finir la décoronisation
ovocyte par ovocyte de maniere mécanique a I’aide d’un stripper. Les ovocytes décoronisés ont
€té mis pour ringage dans le puits numéro 4 (figure 23). Ils ont ensuite été placés dans une étuve

a 37°C sous atmosphere CO2 a 5% en attendant la mise en fécondation.
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Figure 23: Tri et décoronisation ovocytaire avant ICSI
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Annexe 8: Protocole de FIV+/-ICSI, culture et transfert embryonnaire

e Mise en fécondation en FIV et/ou ICSI

Deux techniques de mise en fécondation ont pu étre proposées en fonction de
I’indication de I’infertilité : la FIV classique ou I’ICSI. Pour certaines patientes, la moiti¢ de la
cohorte a été mise en fécondation en FIV classique et I’autre moiti¢ en ICSI (mi-FIV mi-ICSI).

Les spermatozoides ayant €té recueillis par masturbation au moment de la ponction, une
préparation par gradient bicouche a été réalisée pour éliminer le liquide séminal et les débris

cellulaires, sélectionner les spermatozoides et assurer leur capacitation.

Pour la technique de FIV classique, sous hotte, les CCO non décoronisé€s contenus
chacun dans un puits d’une boite de culture stérile furent mis en présence de 100 000
spermatozoides préparés préalablement. Les boites de culture ont ensuite été placées dans
I’étuve a 37°C sous atmosphere CO2 a 5%.

La décoronisation des ovocytes a été réalisée a J1 de la mise en fécondation soit le
lendemain de la ponction. Elle a été effectuée sous hotte, sur un plateau chauffant a 37° a I’aide
d’un stripper. Apres décoronisation, les signes de fécondation ont été recherchés : présence et
nombre de pronucléus (PN), présence et nombre de globules polaires. Les ovocytes fécondés
ont été transférés dans un nouveau milieu de culture G1+® (Vitrolife) et placés dans une étuve

a 37°C sous atmosphere CO2 a 5% pour mise en culture.

Pour la technique d’ICSI, les ovocytes ont €té déposés dans une boite de micro-injection
chacun dans une goutte de 10ul de milieu de culture. Un spermatozoide a été sélectionné en
fonction de sa mobilité et de sa morphologie puis aspiré dans la pipette de micro-injection apres
immobilisation.

L’ovocyte a été maintenu par la pipette de contention a 9 heures (globule polaire a 6 ou
12 heures) et le spermatozoide fut injecté a I’intérieur du cytoplasme de 1’ovocyte.

Les ovocytes ont ensuite ét¢ placés chacun séparément dans un puits d’une boite de
culture contenant 600 pL de milieu de culture GIVF ®. Ils ont ensuite ét€ observés a J1 de la
fécondation soit le lendemain de la ponction pour rechercher les signes de fécondation
(ovocytes a 2PN et 2GP). Les ovocytes fécondés ont été transférés dans un nouveau milieu de

culture G1+® et placés dans une étuve a 37°C sous atmosphere CO2 a 5% pour mise en culture.
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e Culture embryonnaire

La culture des embryons a pu se poursuivre jusqu’au cinquieme (J5) ou sixieme (J6)
jour apres la ponction. Au deuxieme (J2) et troisieéme (J3) jour apres la mise en fécondation, les
embryons ont été observés et un score leur était attribué selon le consensus d’Istanbul (493). Le
nombre de blastomeres, 1’aspect et la régularité des blastomeres et la présence de masses
intracytoplasmiques anucléées sont les 3 critéres constituant ce score de qualité embryonnaire
défini par les lettres A, B, C et D. La lettre A définit les embryons de qualité supérieure et la
lettre D ceux de mauvaise qualité.

Si une culture prolongée était envisagée (culture jusqu’a J5 ou J6 apres la mise en
fécondation), les embryons étaient placés dans un milieu de culture adapté G2+® (Vitrolife).
Au quatriéme jour de développement (J4), aucune observation n’était réalisée. A J5 et J6, la
qualité embryonnaire était appréciée selon la classification de Gardner (494) avec I’évaluation
du dégrée d’expansion du blastocele, du développement de la masse cellulaire interne et du

trophoblaste.

e Transfert embryonnaire

Le transfert intra-utérin des embryons a été réalisé si une qualité embryonnaire correcte
¢tait observée. Le jour du transfert et le nombre d’embryons transférés ont été définis en
fonction des antécédents du couple et de la qualité des embryons.

Un traitement complémentaire par progestérone intravaginale (Utrogestan® 400mg,
Besins, France) était prescrit a partir du soir la ponction ovocytaire jusqu’au jour du test de
grossesse. Ce test de grossesse a €té réalisé 15 jours apres le transfert, par un dosage des phCG
plasmatique.

En cas de positivité, un contréle du taux de BHCG était prévu une semaine apres le
premier test. Une échographie de I’évolutivité de la grossesse et du nombre d’embryons intra-
utérins €tait proposée 6 semaines apres le transfert des embryons.

Une congélation embryonnaire a ¢été proposée au couple en cas d’embryons

surnuméraires de bonne qualité.
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Annexe 9: Tri et décoronisation ovocytaire des ovocytes mis en fécondation en ICSI prélevés

par la technique « individualisée »

Les seringues ont ét¢ vidées une par une dans une boite de Pétri afin d’isoler les CCO,
les LF étant replacés au fur et a mesure dans leur seringue initiale. Chaque CCO trouvé par
seringue a été déposé dans un puits contenant 600 pL de GIVF® d’une boite de tri ovocytaire
avec indication du numéro de la seringue d’ou il provenait.

Ce tri ovocytaire a lui aussi été suivi de la méme technique de décoronisation décrite
dans I’Annexe 7. Cependant les ovocytes ont été décoronisés un par un et le numéro de seringue
dont était issu I’ovocyte a été inscrit sur la feuille de paillasse ainsi que sur la fiche de suivi des

seringues (figure 24).

Boite de tri ovocytaire

Hyaluronidase

Décoronisation au stripper Ringage

3 4

Boite de culture ovocytaire

Figure 24: Tri ovocytaire et décoronisation ovocytaire pour les seringues « individualisées »
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Résumé
Objectif :

Les objectifs de ce travail étaient : - de déterminer les concentrations des hormones de 1’axe thyréotrope, somatotrope
et de la vitamine D dans le liquide folliculaire (LF), ainsi que la présence d’anticorps antithyroidiens (ACAT) ; - et d’analyser
les associations de ces données avec les différents paramétres de fécondation in vitro (FIV).

Matériel et méthodes :
Une étude prospective a ét¢ menée dans le service de Médecine et Biologie de la Reproduction du CHU-Amiens

Picardie. Les couples inclus étaient ceux bénéficiant d’une 1°° ou 2°™ tentative de FIV. Les femmes incluses étaient
euthyroidiennes et de moins de 36 ans, les hommes devaient étre 4gés de moins de 45 ans avec une numération spermatique
supérieure a 5x10%/ml.

Le dosage de la thyroid stimulating hormone (TSH), la triiodothyronine libre (T3L), thyroxine libre (T4L), ’hormone
de croissance (GH), I’insulin-like growth factor 1 (IGF1), la 25 hydroxyvitamine D (25(OH)D) et des anticorps anti-
thyroperoxydase (TPO) et anti-thyroglobuline (TG) a été réalisé dans les LF et le sérum le jour de la ponction ovocytaire. 3
analyses ont été réalisées a la recherche :

- D’une corrélation entre les taux folliculaires et sériques,

- D’une association ente les taux folliculaires et la qualité d’une cohorte ovocytaire,

- D’une association ente les taux folliculaires et les issues de tentatives de FIV.

Résultats :

Une corrélation positive a été observée entre les taux sériques et folliculaires pour les hormones TSH, T3L, T4L,
IGF1, 25(OH)D et les ACAT, mais pas pour la GH.

Lors de I’analyse d’une cohorte d’ovocytes, une moindre proportion d’anomalies morphologiques ovocytaires est
associée a des concentrations folliculaires plus élevées en GH et IGF1.

L’obtention d’une grossesse en FIV est associée a une plus haute concentration folliculaire en 25(OH)D.
Conclusion :

Les concentrations en GH, IGF1 et 25(OH)D folliculaires sont associées aux résultats de tentatives de FIV +/- ICSI
dans notre population. Il serait nécessaire de confirmer nos résultats dans une plus large cohorte.

Mots clés : Fécondation in vitro, liquide folliculaire, thyroid stimulating hormone, hormones thyroidiennes, anticorps
antithyroidiens, hormone de croissance, insulin-like growth factor 1, 25 hydroxyvitamine D, anomalies morphologiques
ovocytaires

Abstract
Objective:

The objectives of this work were: - to determine the concentrations of the thyrotropic and somatotropic axis hormones
and vitamin D in follicular fluid (FF), as well as the presence of antithyroid antibodies (ATA); - and to analyze the associations
of these data with various parameters of in vitro fecundation (IVF).

Material and methods:

A prospective study was conducted in the Reproductive Medicine and Biology department of the CHU-Amiens
Picardie. The couples benefiting from a first or second IVF cycles were included. The women included were euthyroid and
under 36 years old, the men had to be under 45 years old with a sperm count greater than 5x10%/ml.

The assay of thyroid stimulating hormone (TSH), free triiodothyronine (fT3), free thyroxine (fT4), growth hormone
(GH), insulin-like growth factor 1 (IGF1), 25 hydroxyvitamin D (250HD) and anti-thyroperoxidase (TPO) and anti-
thyroglobulin (TG) antibodies were obtained in FF and serum on the day of oocyte retrieval. 3 analyzes were carried out:

- A correlation between follicular and serum levels,

- An association between follicular levels and the quality of an oocyte cohort,

- An association between follicular levels and IVF outcomes.

Results:

A positive correlation was observed between serum and follicular levels for the hormones TSH, T3L, T4L, IGF1,
250HD and ACAT, but not for GH.

When analyzing a cohort of oocytes, a lower proportion of oocyte morphological abnormalities is associated with a
higher follicular level of GH and IGF1.

Obtaining a pregnancy after IVF is associated with a higher follicular 250HD levels.

Conclusion:

Follicular GH, IGF1, and 250HD are associated with the results of IVF +/- ICSI cycles in our population. It would

be necessary to confirm our results in a larger cohort.

Key words: in vitro fecundation, follicular fluid, thyroid stimulating hormone, thyroid hormones, antithyroid antibodies,
growth hormone, insulin-like growth factor 1, 25-hydroxy vitamin D, oocyte morphological abnormality



