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Résumé

CONTEXTE : Le syndrome des ovaires polykystiques (SOPK), qui touche 5 a 20 % des femmes,
est caractérisé par une hyperandrogénie, des troubles de 1’ovulation ou un aspect échographique
d’ovaires polykystiques. L hormone anti-mullerienne (AMH), dont le taux sérique est 2-3 fois
plus élevé chez les femmes avec SOPK que chez les témoins, a pour réle I’inhibition du
recrutement folliculaire initial et cyclique et pourrait jouer un réle dans la physiopathologie de
ce syndrome. Elle existe sous différentes formes moléculaires, clivée et non-clivée. L’injection
d’AMH chez la souris en fin de gestation provoque, dans la descendance, I’apparition d’un
phénotype « SOPK » possiblement via une hyperandrogénie gestationnelle. L’AMH pourrait
donc, également, jouer un role dans I’héritabilité du SOPK qui est estimée entre 35 et 70%,

mais n’est expliquée que dans moins de 10% des cas par une cause génétique.

PARTIE 1 : Dans la premiére partie, nous nous sommes intéressés a la proportion des différentes
formes moléculaires de I’AMH dans le sérum et dans le liquide folliculaire des femmes en
fonction de la présence ou non d’un SOPK et de I’indice de masse corporelle. Aprés un
prétraitement de 1’échantillon par déoxycholate (DOC), seule la forme non-clivée, inactive, de
I’AMH était dosable. Ainsi, par comparaison des mesures d’AMH avec ou sans prétraitement
par DOC, nous avons obtenu la proportion des formes moléculaires clivées et non-clivées de
I’AMH. Cette proportion n’est pas différente entre les femmes atteintes d’un SOPK et les
femmes témoins. En revanche, la proportion de formes clivées est plus élevée dans le sérum de
femmes obéses par rapport aux femmes de poids normal, alors qu’elle n’est pas différente dans
le liquide folliculaire. Ainsi, nous avons pu montrer que le clivage de la forme inactive de
I’AMH, en sa forme clivée active, semble survenir plutét en dehors de I’ovaire et est majoré

chez les patientes obeses.

PARTIE 2 : Dans la deuxiéme partie de ce travail, nous avons exploré, chez la femme, 1’impact
possible de I’AMH pendant la grossesse sur 1’héritabilité du SOPK. Nous avons réalisé un suivi
longitudinal trimestriel de femmes enceintes porteuses ou non d’un SOPK. Nous avons mis en
évidence que le taux d’AMH, et de sa forme clivée, diminuaient significativement pendant la
grossesse mais restaient plus élevés chez les femmes avec SOPK que chez les témoins. En
revanche la proportion de ces différentes formes moléculaires n’était pas modifiée pendant la
grossesse. Une hyperandrogénie gestationnelle est retrouvée chez les femmes avec SOPK mais
nécessite d’étre confirmée par des dosages complémentaires. A la différence de ce qui a eté

montre chez la souris, le taux de LH chez les femmes avec SOPK n’est pas plus élevé que chez



les témoins en fin de grossesse. Enfin, les analyses d’expressions géniques placentaires ne sont
que parcellaires mais 1’expression des genes de la stéroidogenése et de I’AMHR2 est bien
retrouvée, sans différence significative entre femmes avec SOPK et femmes témoins, pour le

moment.

CONCLUSION : Ce travail a permis de mettre en évidence que le lien entre AMH et SOPK, cette
pathologie hétérogene, est complexe. L’AMH, par la modulation de ses formes actives
circulantes en fonction de I’environnement métabolique, pourrait avoir des impacts différents
selon les phénotypes métaboliques des patientes. En particulier pendant la grossesse, ’AMH
pourrait participer, peut-étre de facon différente en fonction des phénotypes métaboliques des
patientes, a moduler un état d’hyperandrogénie gestationnelle possiblement a 1’origine de
modifications d’expressions géniques ou épigénétiques pendant le développement feetal a

I’origine d’une prédisposition au développement ultérieur du SOPK.
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Titre et résumé en anglais

Potential role of the anti-Mllerian hormone and its different molecular forms, in

pathophysiology and heritability of polycystic ovary syndrome.

BACKGROUND: Polycystic ovary syndrome (PCOS), which affects 5-20% of women, is
characterized by hyperandrogenism, ovulation disorders and/or appearance of polycystic
ovaries. Anti-Mullerian hormone (AMH), the serum level of which is 2-3 times higher in
women with PCOS than in controls, inhibits initial and cyclic follicular recruitment and may
play a role in the pathophysiology of this syndrome. It exists in different molecular forms,
cleaved and un-cleaved. Injection of AMH in late gestational mice causes the development of
a"PCOS" phenotype in the offspring’s, possibly via gestational hyperandrogenism. AMH could
therefore also play a role in the heritability of PCOS which is estimated between 35 and 70%
but is only explained in less than 10% of cases by a genetic cause.

PART 1: In the first part of this work, we focused on the proportion of the different molecular
forms of AMH in the serum and in the follicular fluid of women according to the presence or
not of PCOS and according to the body mass index. After pre-treatment of the sample with
deoxycholate (DOC), only the un-cleaved (inactive) form of AMH was measurable. Thus, by
comparison of AMH measurements with or without DOC pretreatment, we obtained the
proportion of cleaved and un-cleaved molecular forms of AMH. This proportion is not different
between women with PCOS and controls. In contrast, the proportion of cleaved forms is higher
in the serum of obese women compared to women of normal weight, while it is not different in
the follicular fluid. We were thus able to show that the cleavage of the inactive form of AMH
into the cleaved isoform is likely to occur in extra-ovarian tissues and to be exacerbated in obese

individuals.

PART 2: In the second part of this work, we explored the possible impact of AMH on the
heritability of PCOS in women during pregnancy. We carried out a quarterly longitudinal
follow-up of pregnant women with or without PCOS. We found that AMH, and its cleaved
form, decreased significantly during pregnancy but remained higher in women with PCOS than
in control women. However, the proportion of these different molecular forms did not change
during pregnancy. Gestational hyperandrogenism is found in women with PCOS but needs to

be confirmed by additional assays. Unlike what has been shown in mice, the LH in women with
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PCOS is not higher than in control women in late pregnancy. Finally, the analyzes of placental
gene expression are only partial, but the expression of the genes for steroidogenesis and
AMHR?2 is found, without significant difference between women with PCOS and controls, up

to now.

CONCLUSION: This work has shown that the link between AMH and PCQOS, this heterogeneous
pathology, is complex. AMH, by modulating its circulating active forms according to the
metabolic environment, could have different impacts depending on the metabolic phenotypes
of patients. Particularly during pregnancy, AMH could participate, perhaps in a different way
depending on the metabolic phenotypes of the patients, in modulating a state of gestational
hyperandrogenism possibly at the origin of gene expression or epigenetic changes during fetal

development causing a predisposition to the further development of PCOS.

12



Mots Clés

SOPK ; AMH ; grossesse ; AMH clivée ; formes moléculaires ; placenta ; IMC

Keywords

PCOS; AMH; pregnancy; cleaved AMH; molecular forms; placenta; BMI

13



14



Table des matieres

R I I B CIBIMIBINTS ... s 5

RESUME . ..o oo e 9

Titre et réSUME €N ANGIAIS .......ouiiieiiiiee e 11
IMIOES CIBS.. oo e e 13
Table des HTUSIFALIONS ........coiiiiiiee et 17
LiSte deS aDrEVIALIONS. ........cuiiiiiiiiieiee bbb 21
INTRODUCGTION ..ttt e b e e e e ne e ane e e nne e 23
ETAT DES CONNAISSANCES. ... ..o 25
| — L’Hormone Anti-MuUllerienne (AMH) ..o, 25
Y L1 0] T [V TSRS 25

B/ GENE de PAMH ... 26

¢/ Protéine et formes moléculaires de PAMH.........cccccoviiiiiiiiiiin e, 26

d/ Expression et sécrétion de I’AMH dans ’ovaire ..........cccoceeiiieiiiiciciiniee, 29

e/ Récepteur et voies de signalisation de PAMH ..o, 31

f/ Role gonadique de ’AMH chez la femelle et la femme.............ccooeviiiiiiiennn. 33

g/ Effets extra-gonadiques de PAMH ..o 37

h/ L AMH en pratique cliNIQUE .........covviiieeiiiiiic e 40

1/ Le dosage d’AMH sérique et s€s IIMIteS........cccvviiiriiiieiiiienieee e 42

Il - Le Syndrome des ovaires polykystiques (SOPK).......cccooiiiriiiniiieienc e 46
a/ Historique, épidémiologie et bases physiopathologiques...........cccccccveveveennnne. 46

b/ Définition et présentations CHINIQUES ..........ccceveeiiiiiie e, 46

¢/ Syndrome métabolique, insulinorésistance et SOPK ..........cccooveviiveiicveenee 48

d/ Complications a court, moyen et long terme du SOPK .........cccccooveviiieivenenne. 50

e/ Hormone anti-Mullerienne et SOPK ..........cccoiiiiiiiiiicee e 52

f/ Hypothéses physiopathologiques du SOPK..........cccccci e 55

g/ Héritabilité du SOPK et hypothéses physiopathologiques.............cccccevevrvennnne. 61



h/ Stéroidogenese placentaire chez les femmes avec SOPK et place de ’AMH .. 68
HYPOTHESES ET OBJECTIFS DE TRAVAIL.....coooiieeee e 71

PARTIE 1: LES FORMES MOLECULAIRES DE L’AMH, UNE PROPORTION

DIFFERENTE SELON LES STATUTS SOPK OU METABOLIQUE ?............ 75
IMISE BN COMEEXTE ...ttt b et 77
RESUME €N FraNGAIS ......eeivieieiiieii et re et e e e e nreeneeanes 77
ATEICIE .t 79

PARTIE 2 : L’AMH ET SES FORMES MOLECULAIRES PENDANT LA GROSSESSE,
POSSIBLES ELEMENTS PARTICIPANTS A L’HERITABILITE DU SOPK 113

INEFOAUCTION ..ttt b ettt 115
MaLErIiEl €F METNOTES ......cviieeieiice et 119
RESUITALS. ...ttt et sb ettt sttt b e bt ene e 129
DIISCUSSION. ...ttt etttk bbbttt bt bbbt b et e et st bbbt e e 151
CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES ..o 159
REFERENGCES ... .ottt ettt 167
ANIN X ES . . . e 189
Annexe 1 : Publications en lien avec le travail de thése par ordre chronologique............. 189

Annexe 2 : Communication écrite en lien avec le travail de thése : Poster ESHRE 2018. 193

Annexe 3 : Comité de Protection des Personnes complet pour 1I’étude HERITOPK ......... 194
Annexe 4 : Lettre d’information des patientes pour I’étude HERITOPK ............c.ccoenee 196
Annexe 5 : Consentement pour I’étude HERITOPK ... 199

16



Table des illustrations

Introduction
Figures
Figure 1:
Figure 2 :
Figure 3 :
Figure 4 :
Figure 5:
Figure 6 :

Figure 7 :

Figure 8 :
Figure 9 :
Figure 10 :

Figure 11 :

Figure 12:

Figure 13 :

Figure 14 :
Figure 15 :

Tables
Table 1:

Partie 1
Figures
Sup Figure 1:
Sup Figure 2:

Les différentes formes moléculaires de TAMH........................ 24
Suivi des taux d’AMH sérique au cours de la vie des femmes.............. 27
Voie de signalisation principale de PAMH......................cooial. 29
Schéma de la folliculogénese. ..........c.ooviniiii i, 30
Role de I’AMH sur la croissance folliculaire.....................oooeiine.. 32

Rationnel pour utiliser I’AMH comme marqueur de la réserve
folliculaire ovarienne. ... ... 37

Exemple de fixation des anticorps pour le dosage d’AMH par technique

B S A 40
Les quatre phénotypes de SOPK..........coiiiiiiiiiicee 44
Liens entre phénotypes du SOPK et troubles métaboliques.................. 46

Les différentes complications liées au SOPK tout au long de la vie d’une

Liens entre FSH, cestradiol et AMH au cours de la folliculogénese entre

femmes avec SOPK et femmes normo-ovulantes.............................. 55
Effet hypothalamique de I’AMH chez les femmes normales (NORMAL)

ou atteintes d’un SOPK (PCOS)......oiiiiiiiii e, S7
Hypotheses physiopathologies impliquant I’AMH dans I’héritabilité du
SOPK ettt ettt ne e 62
Transmission épigénétique transgénérationnelle du SOPK.................. 63
Stéroidogeneése de 1’unité foeto-placentaire..................oooviiiiiiiiinn. 66
Caractéristiques des différents dosages ’AMH.................cooviine. 42
Specific assay for proAMH measurement................ccoviiiiiiiiininnnnn, 80
DOC pretreatment dissociates AMHN,C......oovivviiiiiiiiiiieeene. 83

17



Figure 1:

Figure 2 :

Figure 3 :

Tables
Sup Table 1:
Sup Table 2:

Sup Table 3:
Table 1:

Sup Table 4 :
Sup Table 5:

Table 2 :

Sup Table 6 :
Sup Table 7 :

Partie 2

Figures
Figure 1 :
Figure 2 :
Figure 3 :

Figure 4 :
Figure 5:

AMH molecular forms in the early follicular phase (EFP) serum:
women with polycystic ovary syndrome (PCOS) versus controls split by
body mass index (BMI) ..o

Correlation of AMH prohormone index (API) in the early follicular
phase serum with metabolic parameters..............c..ooviiiiiiiinn..

Proportion of AMH molecular forms in the follicular fluid and in the
end of ovarian stimulation serum: normal weight versus obese women...

Low limits of quantification and intra-/ inter-assay variation of analytes..

AMHC Cross-reactivity test in AMH Dxi automatic analyzer (Beckman-
COUREE) .t e
ProAMH is unsensitive to DOC treatment................cccoveviiiiiinnnn...
Population characteristics in the early follicular phase serum study.........
p values for intergroup comparisons of patient’s characteristics

AMH molecular forms in the early follicular phase (EFP) serum: women
with polycystic ovary syndrome (PCOS) versus controls split by body
Mass iINdeX (BMI)......ooiii e

Correlation of proAMH ratio in the serum and follicular fluid with
clinical, hormonal, ultrasonographic, and metabolic parameters

Population characteristics at the end of ovarian stimulation study...........

Proportion of AMH molecular forms in the follicular fluid (FF) and in
the end of ovarian stimulation serum (ES Serum): normal weight versus
ODBSE WOIMBIN. ...ttt et e e e e e e e

Schéma du déroulement de larecherche...................coooiiiiiin,
Schéma des différents traitements des biopsies placentaires................

Schéma de répartition des patientes a inclure et principales étapes de

Flow chart des inclusions au 15 septembre 2021....................coeee

AMH totale sérique (pmol/L) avant et au cours de la grossesse chez les
patientes avec SOPK et les témoins

87

89

91

78

80
83
85

18



Figure 6 :

Figure 7 :

Figure 8 :

Figure 9 :

Figure 10 :

Figure 11 :

Figure 12 :

Figure 13 :

Tables

Table 1:
Table 2 :
Table 3 :

Table 4 :

Table 5 :

AMH clivé (pmol/L) avant et au cours de la grossesse chez les patientes
aveC SOPK et [eStemMOINS. ........ouiiiiiiie e,

Index de ProAMH (IPA) (%) avant et au cours de la grossesse chez les
patientes avec SOPK et [eStémoins ............ccooiviiiiiiiiiiiieee,

Taux de LH sérique (UI/L) avant et au cours de la grossesse chez les
patientes avec SOPK et lestémoins..............ccoooiiiiiiiiiiiiiiie,

Taux d’cestradiol (E2) sérique (pg/ml) avant et au cours de la grossesse
chez les patientes avec SOPK et les témoins.................ocooeiiiina...

Taux de testostérone totale sérique (ng/ml) avant et au cours de la
grossesse chez les patientes avec SOPK et les témoins .....................

AMH totale sérique (pmol/L) avant et au cours de la grossesse chez les
patientes Obeses/en surpoids ou de poids normal avant la grossesse......

AMH totale sérique (pmol/L) avant et au cours de la grossesse chez les
patientes de poids normal avant la grossesse ou obeses/en surpoids,
aveC SOPK OU tEMOINS .. ..vivieiiiii e,

Expression placentaire des génes des enzymes de la stéroidogenese et
de PAMHR . ...

Séquences des amorces TagMan® utilisées pour la Q-PCR................
Descriptif des populations SOPK et témoin avant la grossesse............

Descriptif et suivi des populations SOPK et témoin pendant la
OF0SS SO . vttt et et et et et et e ettt aaaas

Descriptif de la population avant la grossesse obese/en surpoids ou de
POIAS NOIMAL. ...\t e

Descriptif et suivi des patientes obéses/en surpoids et de poids normal
AU COUTS 0€ 18 grOSSESSE. .. uv ettt ettt et e,

Conclusion et perspectives

Figure :

Hypothese physiopathologique de I’impact de ’AMH et de 1’insuline
chez les patientes avec SOPK en fonction de I'IMC et du terme de la
grossesse sur 1’hyperandrogénie gestationnelle et la reprogrammation
foetale 1N ULETO. ... vve et

126

127

128

129

130

135

137

140

115
121

122

132

133

19



20



Liste des abréviations

50DHT :
ACVR::
ALK
AMH :
AMHnc :
AMHR?2 :
AMP :
API :

AR :
ARNmM :
ASRM :
RHSD :
BMI :
BMP :
BMPR :
CYP:
DHEA:
DOC:
DSL :

EIA -
AMH/MIS :

ESHRE :
FIV:
FSH :
GDF :
GnRH :
HSD :
IGF :
IGRBP :
IMC :
IPA :
LH:
LHCGR:
MIS :
NICE :

5a-Dihydrotestosterone

Activin A receptor

Activin receptor-like kinases — (product of ACVR1)
Anti-Mdllerian Hormone - Hormone Anti-Millerienne
Association non covalente des fragments N- et C-terminaux de I’AMH
Récepteur de type 2 de I’AMH

Assistance Médicale a la Procréation

AMH Pro Index = ( proAMH/AMH totale) X 100
Androgen Receptor = récepteur aux androgenes

Acide RiboNucléique messager

American Society of Reproductive Medicine

R Hydroxy-Stéroide Déshydrogenase

Body Mass Index

Bone Morphogenetic Proteins

Bone Morphogenetic Proteins Receptor

Cytochrome (P= n°de sa famille)

DéHydroEpi Androstérone

Deoxycholate

Diagnostic System Lab (DSL - Etats-Unis)

Anticorps monoclonal pour tests de type ELISA ultra-sensibles pour dosage de
1°‘AMH (Europe)

European Society of Human Reproduction and Embryology
Fécondation in vitro

Folliculin Stimulating Hormone

Growth Differenciation Factors
Gonadotropin-Releasing Hormone

Hydroxy-Stéroide Déshydrogénase

Insulin-Like Growth Factor

Insulin-like Growth Factor Binding Protein

Indice de Masse Corporelle

Index de ProAMH = API

Luteinizing Hormone

Luteinizing Hormone/Chorio-Gonadotropin Receptor
Mdllerian Inhibiting Substance

National Institute for Care Excellence - Institut National pour 1’Excellence de la
santé et du soin
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NFkB :
PBS buffer :
PCOS :
PCSK:
POSEIDON:
proAMH :
gRT-PCR:
SCC:
SDHA :
SDHEA :
SHBG :
SMADX :
SOPK:
StAR:
SYBR:

TGFR:

Nuclear Factor-kappa B

Phosphate-Buffered Saline (tampon)

PolyCystic Ovary Syndrome

Proprotéine Convertase Subtilisine/Kexine

Patient Oriented Strategies Encompassing IndividualizeD Oocyte Number
Précurseur de I’AMH, inactive

Real-Time Quantitative Reverse Transcription - Polymérase Chain Reaction
Side- Chain Cleavage enzyme = Cyplla

Succinate dehydrogenase complex sous unité A

Sulfate de Déhydroépiandrostérone

Sex Hormone-Binding Globulin

Mothers against decapentaplegic homolog x

Syndrome des ovaires polykystiques
Steroidogenic acute regulatory protein

Composé organique aromatique de la famille des cyanines asymétriques se liant aux
acides nucléiques

Transforming growth factor 8
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ETAT DES CONNAISSANCES

| — 'Hormone Anti-Mdllerienne (AMH)

L’hormone anti-millerienne, ou AMH, doit son nom a sa premiere fonction
découverte dans la différenciation sexuelle méle : la régression des canaux de Miiller. Ces
canaux de Miiller sont les éléments embryonnaires primitifs a 1’origine de la formation de
I’appareil génital féminin ; ils donneront ainsi, au cours de I’organogénése, 1’utérus, les trompes
et les deux tiers supérieurs du vagin. Chez les males, ce sont les canaux de Wolff qui vont se
développer pour former 1’appareil génital masculin interne, tandis que vont régresser les canaux

de Miller.

a/ Historique

Nous devons ainsi la découverte de 1’hormone anti-Mdullerienne (AMH) ou substance
inhibitrice des canaux de Miiller (MIS) aux travaux d’Alfred Jost dans les années 50. 1l fut le
premier a suspecter 1’existence d’un élément spécifique de la différenciation sexuelle male qui
permettait la régression des canaux de Muller pendant la vie embryonnaire (Jost, 1947). Il castra
des foetus de lapin et observa, qu’en 1’absence de testicules, les canaux de Miller se
transformaient en organes génitaux internes femelles et que les canaux de Wolff disparaissaient.
Il greffa ensuite un cristal de testostérone ou un fragment de testicule feetal a co6té d’ovaires
feetaux de lapines. Tous deux permirent le développement des dérivés Wolffiens mais seul le
fragment testiculaire eut pour conséquence la régression des canaux de Mdiller. Ainsi, un «
inhibiteur des canaux de Miiller » renommeé ensuite MIS (Millerian Inhibiting Substance) puis
AMH (Anti-Mdillerian Hormone) fut décrit comme étant responsable de la différenciation

sexuelle male pendant la vie intra-utérine.

Il fallut attendre 1984 et les travaux de Vigier et collaborateurs pour savoir que cette
hormone est aussi synthétisée chez les femelles, apres la naissance, par les cellules de la

granulosa (Vigier et al., 1984).
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b/ Géne de ’AMH

Le géne de ’AMH a été cloné en 1986 chez le bovin (Picard et al., 1986) et chez
I’Homme (Cate et al., 1986). Il est localisé sur le bras court du chromosome 19 (19p13.3),
mesure 2,8kb et comprend 5 exons. Le cinquiéme exon code pour le domaine mature C-terminal
de I’AMH, portion bioactive de I’hormone. La séquence de ce géne est extrémement bien
conservee tout au long de 1’évolution, surtout pour les exons 2-5, et a été décrite dans de
nombreuses espéces : mammiferes (Munsterberg and Lovell-Badge, 1991; Haqq et al., 1992;
Lahbib-Mansais et al., 1997), gallinacés (Oreal et al., 1998), reptiles (Western et al., 1999),
marsupiaux (Pask et al., 2004), Zebra Fish (Schulz et al., 2007) et amphibiens (Al-Asaad et al.,
2013).

Le géne humain, au contraire de ce qui se passe chez le bovin, le rat ou la souris, a
différents sites d’initiation de transcription (di Clemente et al., 2021). Dans le testicule feetal et
dans I’ovaire humain, le site majeur d’initiation de transcription (10 pdb avant le codon ATG),

représente 88% des transcrits (di Clemente et al., 2021).

c/ Protéine et formes moléculaires de '’AMH

La protéine AMH a été purifiée pour la premiére fois en 1984 par immuno-
chromatographie a partir de milieux d’incubation de testicules de veaux (Picard and Josso,
1984). Elle est synthétisée dans I’espéce humaine sous la forme initiale d’une protéine (pré-
pro-hormone) de 566 acides aminés. La perte des 24 premiers acides aminés, correspondant
probablement au peptide signal, laisse place a une glycoprotéine homo-dimérique de 140 kDa
constituée de deux sous-unités de 70kDa reliées par des ponts disulfure (= proAMH) (Figure
1).

L’AMH fait partie de la super famille du Transforming Growth Factor B (TGFp) qui
comprend, entre autres, les inhibines, les activines, les Bone Morphogenetic Proteins (BMPs)
et les Growth Differenciation Factors (GDF), et régule de nombreuses fonctions de prolifération
et de différenciation cellulaire. Le domaine C-terminal de 149 acides aminés comporte environ
30% d’homologie avec le TGFp, alors que la portion N-terminale a le moins d’homologie entre

espéces et avec les autres membres de la famille du TGFp (di Clemente et al., 2021).
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La proAMH doit ensuite subir une protéolyse au niveau de sites monobasiques entre les
acides aminés Arginine 427 et Sérine 428 pour devenir biologiquement active (Pepinsky et al.,
1988; di Clemente et al., 2010). Le clivage va donner naissance a un homodimere N-terminal
de 110kDa (association de deux dimeéres similaires de 57 kDA, I’AMHN) n’ayant pas d’activité
intrinséque et & un homodimére C-terminal de 25 kDa (association de deux sous-unités
identiques de 12,5 kDa, I’AMHCc). Seul le fragment C-terminal de I’AMH est actif et peut se
lier au récepteur spécifique de I’AMH : I’AMHRZ2, pour I’activer. Ces deux homodimeéres N-
et C-terminaux restent associés de fagon non covalente et forment 1’AMHn,c (McLennan and
Pankhurst, 2015) (Figure 1).

Pro AMH
Pré-pro AMH 140 kDa AMHnc
N-terminal
1 25 560 1 427 535 1 427 1 1 0 kDa
o T
(] (] ‘ 535
LLILLI
Furine, PCSKS5, -
autres? C- terminal
25 kDa

Figure 1 : Les différentes formes moléculaires de 'PAMH. L’AMH est synthétisée sous la forme d 'une
pré-pro hormone de 560 acides aminés. La perte des 24 premiers acides aminés, correspondant probablement
au peptide signal, laisse place a une glycoprotéine homo-dimérique de 140 kDa constituée de deux sous-unités

de 70kDa reliées par des ponts disulfure (= proAMH). La proAMH va ensuite subir une protéolyse au niveau de
sites monobasiques entre les acides aminés Arginine 427 et Serine 428, peut-étre sous /[ ’action de la furine ou de
la Proprotéine convertase 5 (PCSK5). Le clivage va donner naissance a un homodimére N-terminal de 110kDa
(association de deux dimeres similaires de 57 kDA, I’AMHN) n’ayant pas d’activité intrinséque et a un
homodimere C-terminal de 25 kDa (association de deux sous-unités identiques de 12,5 kDa, I’AMHc). Seul le
fragment C-terminal de I’AMH est actif et peut se lier au récepteur spécifique de I’AMH : I’ AMHR?2, pour
lactiver. Ces deux homodiméres N- et C- terminaux restent associés de fagon non covalente et forment

I’AMHNy . Créé avec BioRender.com.
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Bien que n’ayant pas d’activité biologique intrinséque, le fragment N-terminal, lorsqu’il
est associé de fagon non covalente au fragment C-terminal (=AMHn,c), semble stabiliser ce
dernier et augmenter son activité biologique (Wilson et al., 1993). Plusieurs formes
moléculaires d’AMH co-existent donc : une forme non clivée inactive (proAMH) et des formes
clivées, biologiquement actives, AMHn,c et AMHc (fragment C-terminal) (Pankhurst and
McLennan, 2013). Dans le sérum peuvent étre détectées la proAMH et I’ AMHn,c.(Pankhurst
and McLennan, 2013; McLennan and Pankhurst, 2015). La présence du fragment C-terminal
seul dans le sérum n’est pas démontrée mais semble peu probable au vu de son extréme
instabilité en 1’absence d’association au fragment N-terminal (Wilson et al., 1993; Pankhurst
and McLennan, 2013). Ceci suggére que la forme clivée AMHn,c semble étre la seule isoforme
circulante « bioactive », pouvant se lier au récepteur, pour exercer une fonction hormonale dans
les différents tissus exprimant I’AMHR2. Dans le liquide folliculaire chez la vache, la forme
prédominante est la proAMH, suggérant que I’AMH peut étre synthétisée et libérée avec peu

ou pas de clivage antérieur (Campbell et al., 2012).

Le ratio de chaque forme moléculaire de I’AMH dans le sérum est différent en fonction
de la population considérée: filles, gar¢ons, femmes, hommes, femmes enceintes...
(McLennan and Pankhurst, 2015; Pankhurst et al., 2016a, 2016b). Cette observation pourrait
aller dans le sens d’une action différente de 1’hormone en fonction de la population. Ainsi, la
proAMH est plus abondante dans le sérum chez le petit garcon et chez la petite fille tandis que
I’AMHNn,c est la forme prédominante chez I’homme et la femme adulte (Pankhurst et al.,
2016a).

Les enzymes permettant le clivage de la proAMH ne sont pas encore bien connues. Les
pro-protéines convertases substilin/kexin-like semblent étre de bons candidats. La furine
(PCSK3) et la PCSKS pourraient provoquer le clivage de I’AMH (Nachtigal and Ingraham,
1996). En effet, la PCSKS est capable de cliver I’AMH apres co-transfection dans des cellules
de testicules foetaux de rats (Nachtigal and Ingraham, 1996). La furine (PCSK3) est capable in
vitro d’engendrer le clivage de ’AMH (Nachtigal and Ingraham, 1996; Pankhurst and
McLennan, 2016). La plasmine pourrait également étre un bon candidat comme enzyme de
clivage de I’AMH car, in vitro, elle peut cliver la proAMH (Pepinsky et al., 1988; Mamsen et
al., 2015). Ces enzymes sont exprimées dans un tres grand nombre de cellules, en particulier
dans les vaisseaux (McLennan and Pankhurst, 2015) et les neurones (Cain et al., 2003; Barbotin
et al., 2019). De plus, les taux sériques de furine sont modulés selon le statut inflammatoire,
comme rencontré dans les pathologies métaboliques ou cardio-vasculaires (Fathy et al., 2015;

Renetal., 2017). Cependant, les enzymes responsables in vivo du clivage de la proAMH restent
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largement inconnues et toute la proAMH produite au niveau des cellules de la granulosa n’est
pas clivée puisque la proAMH et I’AMHNn,c sont présentes dans le serum et dans le liquide
folliculaire des femmes (Pankhurst and McLennan, 2013; Pierre et al., 2016). De plus, in vitro,
d’autres variants de clivage de I’AMH ont été décrits (clivage entre acides aminés 194 et 195
ou 254 et 255) mais non retrouvés dans le sérum de facon physiologique (McLennan and
Pankhurst, 2015). Enfin, le site anatomique du clivage de la proAMH reste a déterminer. Il
pourrait survenir dans différents tissus (cellules de la granulosa ? liquide folliculaire ?
vaisseaux ? tissu cible ?) et étre possiblement influencé par le statut métabolique de 1’individu,

mais ceci reste a explorer.

Une autre inconnue demeure : 1’effet différentiel possible de I’AMH en fonction des

différentes voies de signalisation activées (détaillé ci-apres).

d/ Expression et sécrétion de ’AMH dans I'ovaire

L’ AMH est exprimée et sécrétée, chez la femme, par les cellules de la granulosa au sein
des follicules ovariens mais son expression dépend du stade folliculaire. L’ AMH est détectable
dans le sang de cordon d’un feetus féminin dés 21 semaines de grossesse (Vanky and Carlsen,
2012). Son taux croit ensuite jusqu’a I’age de 25 ans environ puis décroit progressivement, et
de facon plus prononcée a partir de 38 ans, pour devenir indétectable a la ménopause (Kelsey
etal., 2011) (Figure 2).
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Figure 2 : Suivi des taux d’AMH sériques au cours de la vie des femmes. Dans ce modéle la ligne
rouge est le meilleur modéle correspondant aux 3260 points de dosages représentés par les triangles. Le
coefficient de détermination est a 0,34, indiquant que 34% de /a variation des concentration sérique d’AMH est
due a l’dge uniquement. La sécrétion d’AMH commence en fin de vie intra-utérine, augmente progressivement
Jusqu’a l’dge de 24,5 ans puis décroit progressivement, et de fagon plus rapide aprés [’dge de 38 ans, pour

devenir indosable aprés la ménopause (Kelsey et al., 2011).

L’expression de I’AMH par les cellules de la granulosa commence des le stade de
follicule primaire. Elle est maximale dans les follicules pré-antraux et petits follicules antraux
jusqu’au stade de sélection pour la dominance : entre 4 a 6 mm de diametre dans 1’espece
humaine (Visser and Themmen, 2005). L’AMH devient ensuite presque indétectable dans les
follicules humains de plus de 8 mm et n’est plus exprimée dans les follicules atrétiques et les
corps jaunes (Bézard et al., 1987; Baarends et al., 1995; Weenen et al., 2004). 1l est & noter que,
dans les larges follicules antraux, les cellules du cumulus et celles prés de la cavité antrale
expriment toujours I’ARNm de ’AMH (Baarends et al., 1995; Weenen et al., 2004; Grgndahl
et al., 2011; Kedem-Dickman et al., 2012) et secrétent la protéine AMH (Bézard et al., 1987).
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L’ AMH est également exprimée par d’autres tissus reproductifs comme 1’hypothalamus
(Cimino et al., 2016) et les cellules gonadotropes de 1’anté-hypophyse (Garrel et al., 2016)

pouvant participer a des effets paracrines ou autocrines.

Cependant le taux d’AMH sérique, a 1’origine de I’action endocrine de I’AMH, est
dépendant, principalement, de la production ovarienne puisque son taux devient indétectable
aprés la ménopause (Kelsey et al., 2011) ou rapidement aprés une ovariectomie bilatérale
(Griesinger et al., 2012).

e/ Récepteur et voies de signalisation de 'AMH

Comme les autres membres de la famille du TGF-B, ’AMH agit via deux types de
récepteurs: les récepteurs de type 1, qu’elle partage avec les BMPs (ALK2/ACVRI,
ALK3/BMPR1A, ALK6/BMPR1B) et un recepteur de type 2 qui lui est spécifique (AMHR2)
(Josso and Clemente, 2003; Visser and Themmen, 2005; di Clemente et al., 2021), aucun autre

ligand ne pouvant se lier a lui (Mishina et al., 1996) (Figure 3).

L’AMHR?2 est un récepteur transmembranaire a activité sérine/thréonine kinase (Josso
and Clemente, 2003). La portion C-terminale de I’AMH, apres sa dissociation du complexe
AMHn,c, en se fixant sur ’AMHR2, permet la dimérisation de I’AMHRZ2 puis le recrutement
et I’activation d’un des récepteurs de type 1. Le complexe des récepteurs 1 et 2 provoque la
phosphorylation de protéines SMAD 1, 5 ou 8, la formation d’un complexe avec une co-smad
(SMAD 4 : commune aux voies BMP-TGF), la translocation du complexe au noyau et la
régulation directe ou indirecte de I’expression de genes cibles (di Clemente et al., 2021). Cette
voie de signalisation est régulée négativement par une SMAD inhibitrice : la SMAD 6 (di
Clemente et al., 2021).
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Figure 3 : Voie de signalisation principale de ’AMH. Aprés clivage du précurseur de [’AMH (AMH precursor
= proAMH), comme décrit dans la Figure 1, I’AMH est présente sous la forme de l’association non covalente
des portions N- et C- terminales de I’hormone (AMHnc= AMH non-covalent complex)). La portion C-terminale
de I’AMH (mature domain) va se fixer sur son récepteur spécifique, /’AMHR?2, et apres sa dissociation du
complexe AMHn,c, permettre la dimérisation de I’AMHR?2 puis le recrutement et I’activation d’un des récepteurs
de type 1 (ALK2/ACVR1, ALK3/BMPR1A, ALK6/BMPR1B). Le complexe des récepteurs 1 et 2 provoque la
phosphorylation de protéines SMAD 1, 5 ou 8, la formation d’'un complexe avec une co-smad (SMAD 4), la
translocation du complexe au noyau et la régulation directe ou indirecte de [’expression de genes cibles. Cette
voie de signalisation est régulée négativement par une SMAD inhibitrice : la SMAD 6. D aprés (di Clemente et

al., 2021). Créé avec Biorender.com

Par ailleurs, I’AMH peut également activer la voie de signalisation NFkB dans des
lignées cellulaires de cancer du sein (Segev et al., 2000) ou la voie Akt dans des cellules

cancereuses de la granulosa, favorisant la survie cellulaire (Chauvin et al., 2021).

Le géne spécifique de I’AMHR2 a été cloné pour la premiére fois en 1994 chez le rat et
le lapin (di Clemente et al., 1994; Baarends et al., 1995). Dans 1’espéce humaine, ce géne est
composé de 11 exons repartis sur environ 8kb sur le bras long du chromosome 12. Différents
transcrits générés par des épissages alternatifs ont été détectés dans les ovaires de différentes

espéces, certains d’entre eux étants inactifs in vitro, ce qui pourrait étre un mecanisme de
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régulation de I’expression de ’AMHR2 a certaines étapes du développement ou de la

folliculogénése (di Clemente et al., 2021).

f/ ROle gonadique de ’AMH chez la femelle et la femme

Pour rappel, aprés la sortie de quiescence et le passage du stade de follicule primordial
au stade de follicule primaire, la croissance folliculaire est divisée en deux principales phases
(Figure 4). La premiére est la croissance folliculaire basale, étape essentiellement contrdlée par
des facteurs locaux, qui permet le passage du stade follicule primaire au stade petit follicule
antral (2-4mm dans I’espéce humaine) et dure 190 jours dans I’espéce humaine. Ensuite, la
phase de croissance terminale, dépendante de la folliculo-stimulating hormone (FSH) puis de
la FSH et de la luteinizing hormone (LH), conduit au recrutement, a la sélection et a la
dominance d’un follicule jusqu’au stade pré-ovulatoire pour permettre ensuite 1’ovulation. Elle
correspond a la phase folliculaire du cycle menstruel chez la femme et dure 15 jours. La

sensibilité a la FSH et a la LH des follicules est modulée par des facteurs locaux.

Croissance
folliculaire basale

/ Croissance
| folliculaire terminale

petit follicule antral

secondaire .
follicule
antral
mature

granulosa primaire

ovocyte ovulation

primordial

corps jaune

= o

Figure 4 : Schéma de la folliculogénése. La croissance folliculaire basale, indépendante des gonadotrophines,
permet le passage du stade de follicule primaire au stade petit follicule antral. Sous [’action de la FSH puis de
la FSH et de la LH, la croissance folliculaire terminale conduit un petit follicule antral, aprés recrutement,

sélection et dominance, a [’ovulation. Créé avec BioRender.com
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Pour exercer son action, ’AMH agit sur son récepteur spécifique ’AMHR2. 1l est
exprimé dans les ovaires, au niveau des cellules de la granulosa mais aussi des cellules de la
theque, deés le stade feetal, et dans le tissu adjacent aux canaux de Miiller (Visser et al., 2006).
Chez les rattes adultes, les ARNm de I’AMH et de I’AMHRZ2 sont fortement exprimés dans les
cellules de la granulosa des follicules pré-antraux et petits antraux (Baarends et al., 1995), ce

qui suggere une possible action paracrine et autocrine de I’AMH dans I’ovaire.

Réle de I’AMH sur la folliculogénese

L’AMH régule la folliculogénése dés un stade trés précoce. En effet, il a été montré
chez le rat que I’AMH pouvait inhiber la formation du follicule primordial, constituant la réelle
« réserve ovarienne » (Nilsson et al., 2011). D’autres travaux de Nilsson, sur des cultures ex-
vivo d’ovaires de rats, ont confirmé I’action inhibitrice de I’AMH sur le développement des
follicules primordiaux (La Marca et al., 2010) en prouvant I’inhibition de 1’expression de
facteurs stimulateurs et I’augmentation de facteurs inhibiteurs régulant le cycle cellulaire, en

réponse a une stimulation par ’AMH.

Par ailleurs, dans I’ovaire de souris, I’AMH inhibe le développement folliculaire initial
(du stade de follicule primordial au stade de follicule primaire) (Figure 5). En effet, in vivo,
des souris femelles invalidées pour I’AMH (AMH Knock Out), tout comme celles mutées pour
I’AMHR2, présentent une maturation folliculaire accélérée avec initialement, a 25 jours et & 4
mois, une augmentation du nombre de follicules primaires et secondaires comparés a celui des
hétérozygotes ou des souris sauvages (wild-type); celle-ci conduit ensuite a une perte
prématurée des follicules primordiaux visible entre 4 et 13 mois, suggérant une perte
prématurée de la réserve ovarienne en 1’absence d’un effet inhibiteur de I’AMH (Mishina et al.,
1996; Durlinger et al., 1999). Confortant cette hypothese, I’administration exogene d’AMH lors
de la culture ex-vivo d’ovaires de rats néonataux en présence d’AMH provoque une diminution
de 50 % du pool de follicules en croissance (Durlinger et al., 2002). Chez la femme, des résultats
contradictoires ont été obtenus par deux équipes ayant étudi¢ 1’effet de I’AMH sur le nombre
de follicules primaires sur des biopsies ovariennes (Schmidt et al., 2005; Carlsson et al., 2006).
Bien que ces différences puissent s’expliquer par des différences physiologiques entre 1’espéce
humaine et les espéces mono- ou poly-ovulatoires ou par des élements techniques, des études

plus approfondies sont nécessaires.
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Figure 5 : Réle de ’AMH sur la croissance folliculaire. La sécrétion de I’AMH par les cellules de la granulosa
est majoritaire dans les follicules pré-antraux et petits antraux. L’AMH inhibe le recrutement folliculaire initial
en régulant négativement le passage du stade de follicule primordial a celui de follicule primaire. Elle joue
également un rdle inhibiteur sur le recrutement folliculaire cyclique FSH-dépendant et la sélection des follicules
pré-antraux et petits antraux, en particulier en inhibant [effet positif de la FSH sur [’expression de I’aromatase
(Cypl9al), enzyme essentielle a la transformation des androgenes en estrogénes. T, testostérone ; Cypl9al,
aromatase. D apres (Dewailly et al., 2014a) et (van Houten et al., 2010). Créé avec BioRender.com

L’effet de I’AMH sur la croissance des follicules pré-antraux est plus controversé,
surtout en fonction des espéces étudiées. En effet, un réle inhibiteur de I’AMH sur la croissance
FSH dépendante des follicules pré-antraux a été initialement mise en évidence chez la souris
(Durlinger et al., 2001; Hayes et al., 2016), indiquant donc que I’AMH est un é€lément important
pour inhiber la sensibilité folliculaire a I’action de la FSH. Cependant, du sérum de souris a été
ajouté lors de ces expériences, ce qui a pu influencer 1’action de ’AMH (di Clemente et al.,
2021) ; de plus dans cette espéce, I’AMH semble agir principalement comme un facteur de
survie des follicules pré-antraux (Visser et al., 2007). Dans plusieurs autres études, allant dans
le sens d’un effet inhibiteur de I’AMH sur la croissance folliculaire, il a ét¢ montré que de fortes
concentrations d’AMH avaient un effet antiprolifératif sur des cellules immortalisées de la
granulosa, ou sur des cultures primaires de cellules de la granulosa, humaines ou bovines
lutéinisées (di Clemente et al., 2021). Au contraire, dans les expériences de McGee et al. chez
le rat, ’AMH augmente la croissance des petits follicules pré-antraux et petits antraux en
absence ou en présence de FSH (McGee et al., 2001). De méme, dans deux autres approches
chez le macaque présentant une inactivation de I’AMH (par des anticorps neutralisants) ou sur
des cellules de la granulosa (murines immortalisées ou humaines lutéinisées), I’AMH avait un

effet prolifératif sur les petits follicules pré-antraux (Xu et al., 2016; Racine et al., 2021). Enfin,
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une derniére équipe a recemment suggeré que I’AMH pourrait, a des doses physiologiques,
favoriser la croissance de lignées de cellules cancéreuses de la granulosa mais I’inhiber a de
fortes concentrations (Chauvin et al., 2021). Ces différences entre espéces, en particulier au
stade de follicule pré-antral, peuvent s’expliquer en partie par la différence de sensibilité a la
FSH a ce stade : dépendant pour les macaques (Xu et al., 2016; Baba et al., 2017) et indépendant
pour les souris (Kreeger et al., 2005).

En revanche, I’effet inhibiteur de I’AMH sur la différenciation du follicule antral,
dépendante ou non de la FSH, est mieux documenté. En effet, dans les expériences in vitro et
in vivo chez le macaque, une inactivation de I’action de I’AMH par des anticorps neutralisants
augmente les taux circulants d’cestradiol (Xu et al., 2016). Allant dans le méme sens, dans les
cellules de la granulosa de truie ou de rattes, une répression de 1’activité aromatase (CYP19A1)
convertissant les androgénes en cestrogenes, et une répression du nombre de récepteurs a la LH
(LHCGR), ¢éléments spécifiques du follicule mature, ont été observées en présence d’AMH (di
Clemente et al., 1994). Cette répression de I’expression de CYP19A1 par I’AMH a également
été montrée dans un modeéle murin in vivo (Hayes et al., 2016). Chez I’Homme, par des
approches in vitro, il a été montré que les genes impliqués dans la stéroidogenése des cellules
de lagranulosa (CYP11A (= SCC : cholesterol side- chain cleavage enzym), androgen receptor,
CYP19A, LH/CGR et Star (steroidogenic acute regulatory protein) sont réprimés par I’AMH
(Grossman et al., 2008; Pellatt et al., 2011; Chang et al., 2013; Sacchi et al., 2016). La
diminution d’expression du récepteur a la FSH par I’AMH pourrait également expliquer son
implication dans la baisse de sensibilité des follicules a la FSH en présence d’AMH (Pellatt et
al., 2011).

Sur des souris prépuberes in vivo ou des cellules de la granulosa de souris prépubéres in
vitro, I’AMH a aussi un effet inhibiteur sur 1’expression de CYP19A1, de LHCGR et de Star
mais également sur des éléments de croissance et de différenciation cellulaires (Johnson et al.,
2008; Hayes et al., 2016).

Jouant un rble dans le controle de la différenciation folliculaire, ’AMH est trés
probablement impliquée également dans le processus de sélection du follicule dominant. En
effet, une corrélation négative a été démontrée entre le taux d’AMH et celui d’cestradiol dans
les liquides folliculaires de petits follicules antraux humains (Andersen and Byskov, 2006;
Dumesic et al., 2009). De plus, pendant la sélection folliculaire, une diminution significative

de I’expression et de la sécrétion de ’AMH a été corrélée a 1’augmentation de sécrétion
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d’cestradiol et d’expression de I’aromatase dans des petits follicules humains pré-antraux
(Kristensen et al., 2017).

Réle sur I'atrésie folliculaire

Certains auteurs suggérent également que I’AMH pourrait protéger les follicules de
I’atrésie (Seifer and Merhi, 2014). Initialement évoqué sur le modele de souris AMHKO (Visser
et al., 2007), ceci semble étre confirmé par des travaux récents chez les souris adultes et
prépuberes : le traitement par AMH diminue le nombre de petits follicules atrétiques, dans des
ovaires de souris cryoconservés et dans du cortex humain prépubére cryoconservé puis
transplanté chez la souris (di Clemente et al., 2021). De plus, plusieurs études ont montré un

effet anti-apoptotique de I’AMH sur les cellules ovariennes (Kim et al., 2014).

Autre role au niveau ovarien

Enfin, au niveau de I’ovaire, ’AMHR2 est aussi exprimé dans les cellules thécales des
follicules pré-antraux et petits antraux a un plus faible niveau que dans les cellules de la
granulosa (Campbell et al., 2012; Cheon et al., 2018), ainsi que dans les cellules épithéliales
ovariennes (Kim et al., 2014). L’AMH pourrait donc aussi jouer un rdle a ce niveau, par
exemple en régulant la stéroidogenése des cellules thécales comme cela a été montré chez la
brebis (Campbell et al., 2012).

g/ Effets extra-gonadiques de ’'AMH

Plus recemment, chez la femelle et la femme, une expression de ’AMHR2 et de I’AMH
a egalement été decrite au niveau d’organes autres que les ovaires élargissant les champs
d’action potentiels de cette hormone : au niveau de 1’hypothalamo-hypophyse (Bédécarrats et
al., 2003; Cimino et al., 2016; Garrel et al., 2016), du tissu mammaire (Segev et al., 2000), de
I’utérus (di Clemente et al., 2021), du placenta (Tata et al., 2018) mais également au niveau des
poumons (Gustafson et al., 1993), de la prostate, du cerveau (Wang et al., 2005, 2009;
Lebeurrier et al., 2008; Cimino et al., 2016; Malone et al., 2019) ou d’organes impliqués dans
le métabolisme comme le foie, le pancréas ou le noyau arqué de I’hypothalamus (Cimino et al.,
2016; Segerstolpe et al., 2016).
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Réle dans I'axe hypothalamo-hypophysaire

Notre équipe a mis en évidence, depuis plusieurs années, les liens étroits entre AMH et
neurones a GNRH (Barbotin et al., 2019; Silva and Giacobini, 2020) suite a la découverte de la
présence du récepteur spécifique de I’AMH, I’AMHR2 sur un nombre significatif de neurones

a GnRH murins et humains (Cimino et al., 2016).

Chez la souris femelle, en réponse a 1’administration centrale d’ AMH dans un ventricule
cérébral latéral, les neurones a GnRH sont hyperactivés de maniére dose-dépendante. Ceci est
a l’origine d’une hypersécrétion de LH par I’antéhypophyse, & des taux équivalents a ceux
rencontres en pré-ovulatoire (Cimino et al., 2016). Des expériences d’électrophysiologie ont
montré que cette action était directe (Cimino et al., 2016; Barbotin et al., 2019) mais d’autres

interactions pour réguler ’activité du neurone a GnRH existent.

Pendant le développement embryonnaire, I’AMH permet également la migration des

neurones a GnRH, a priori par une action autocrine de I’AMH (Malone et al., 2019).

Cependant, puisque ’AMHR2 est exprimé dans d’autres zones du cerveau et dans
d’autres types cellulaires impliqués dans le controle de la reproduction (par exemple dans
1I’éminence médiane, dans les tanycytes, les cellules endothéliales, la majorité des neurones du
noyau arqué), il est possible que I’AMH périphérique puisse avoir une action centrale directe
ou indirecte pour activer les neurones a GnRH. En effet, puisque de ’AMH fluorescente
administrée par voir intra-veineuse a été detectée dans le cerveau au niveau de 1’éminence
médiane provoquant ensuite une activation des neurones a GnRH, ceci prouve que la forme
bioactive de I’AMH peut passer la barriere hémato-encéphalique, qui autorise le passage de
molécules de moins de 35 kDA, pour atteindre 1’éminence médiane ou les afférences terminales

des neurones & GnRH sont situées (Tata et al., 2018).

Il a, par ailleurs, également été montré que, chez le rat, I’AMH agit sur I’antéhypophyse,
qui exprime également I’AMHR2, pour reguler la sécrétion de FSH, mais pas celle de LH,
specifiqguement chez la femelle et avant la puberté (Garrel et al., 2016). En effet, dans les
cellules gonadotropes de 1’antéhypophyse, I’AMH augmente d’une fagon dose-dépendante la
transcription de la sous-unité 3 de la FSH (Fshb) mais pas celle la sous-unité 8 de la LH (LHb)
(Bédécarrats et al., 2003). La GnRH pourrait réguler la sensibilité de 1’antéhypophyse a I’AMH
en modulant I’expression de I’AMHR?2 dans les cellules gonadotropes (Garrel et al., 2019). Par
ailleurs, ’AMH est également exprimée, mais faiblement, par les cellules gonadotropes de

I’anté-hypophyse et pourrait donc avoir une action autocrine ou paracrine. 1l semble donc que
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I’AMH/AMHRZ2 contribue a I’¢é1évation de la FSH chez les femelles avant la puberté et participe
a la mise en place de celle-ci, cependant son action réelle a 1’age adulte sur la sécrétion de FSH

et de LH doit étre encore élucidée.

Effets sur I'utérus

L’AMHR2 est exprimé de la naissance a 1’dge adulte dans ’utérus et les oviductes
(Arango et al., 2008). Chez la ratte, cette expression diminue graduellement pendant la période
post-natale au niveau proximal (col de 1’utérus) comme distal, correspondant a 1’expansion du
stroma et & I’augmentation de sécrétion d’ AMH (Saatcioglu et al., 2019). Le traitement prénatal
de rattes par de ’AMH pourrait empécher cette diminution progressive de I’expression

d’AMHR2 et inhiber I’expansion du stroma endométrial (Saatcioglu et al., 2019).

A T1’age adulte, I’endomeétre humain normal exprime ’AMH et ’AMHR2, et ’apport
exogene d’AMH induit I’inhibition de la croissance des cellules stromales ou de lignées

cellulaires de cancer endométrial (Renaud et al., 2005).

Le col et le myometre expriment aussi I’AMHR2 mais, pour le moment, seules des
études sur les cellules cervicales (cancéreuses ou non), ont été menées et ont mis en évidence

un effet répressif de I’AMH sur leur croissance (Barbie et al., 2003).

Effets sur le placenta

Chez la souris et dans I’espéce humaine ’AMH et I’AMHR2 sont exprimées par le
placenta et sur les membranes feetales (Novembri et al., 2015; Tata et al., 2018). Chez les souris
traitées par de I’AMH pendant la gestation, il a été montré une diminution de I’expression de
Cypl9al et de la 3R HSD, suggérant que I’AMH pourrait jouer un rdle sur le placenta (Tata et

al., 2018). Ceci sera développé dans un chapitre suivant.

Effets sur le sein

L’ AMHR2 est exprimé et sécrété par le tissu épithélial mammaire chez la femme et chez

la ratte mais pas I’AMH (Segev et al., 2000). Les études convergent pour suggérer que I’AMH
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joue un role de régulation de la croissance de I’épithélium mammaire, particuliérement pendant

les étapes clé de son développement : la puberté et la grossesse (di Clemente et al., 2021).

h/ L’AMH en pratique clinique

En pratique clinique, la concentration sérique d’AMH est utilisée quotidiennement pour

apporter une information fiable sur la réserve ovarienne (Figure 6).

En effet, au niveau sérique, le taux d’AMH est corrélé au compte de follicules antraux
de 2 a9 mm, visibles en échographie (Dewailly et al., 2014). Celui-ci est lui-méme corrélé au
pool de follicules primordiaux (Kevenaar et al., 2006; Hansen et al., 2011) et ne varie que tres
peu au cours du cycle menstruel (Dewalilly et al., 2014; Lambert-Messerlian et al., 2016), a la
différence des autres marqueurs de la réserve ovarienne utilisés jusqu’alors (FSH, E2, Inhibine

B..).
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Figure 6 : Rationnel pour utiliser ’AMH comme marqueur de la réserve folliculaire ovarienne. Tous
les follicules en croissance sécretent de I’AMH mais I’AMH sérique ne refléte que la sécrétion en provenance
des follicules les plus gros, en contact avec les vaisseaux. Puisque le nombre de follicules a chaque stade de
croissance est fortement lié au nombre de follicules a chaque autre stade, le taux d’AMH sérique est considéré
comme le reflet de la somme des follicules en croissance. Dans le triangle représentant I’ovaire, les cercles
representent les follicules a leurs différents stades de croissance. Les fleches représentent la sécrétion d’ AMH
par chacun de ces follicules, I’épaisseur des fleches étant proportionnelle a la part d’AMH sécrétée par chaque

stade folliculaire. D aprés (Dewailly et al., 2014a). Créé avec BioRender.com

40



La concentration sérique d’AMH augmente progressivement chez les femmes depuis la
naissance pour atteindre un pic entre 16 et 25 ans puis décroit au cours de la vie reproductive
pour étre nulle a la ménopause (La Marca et al., 2010; Kelsey et al., 2011; Nelson et al., 2011;
Lie Fong et al., 2012; Dewailly et al., 2014a) (Figure 2). Elle apparait comme étant un
marqueur tres sensible de la diminution de la réserve ovarienne, plus sensible que la FSH
utilisée jusqu’alors (Tal and Seifer, 2017). Elle est également dosée dans les situations ou le
compte des follicules antraux n’est pas ou difficilement réalisable, a cause de difficultés
techniques de 1’échographie (voie sus-pubienne chez les patientes n’ayant jamais eu de rapports

sexuels, échogénicité médiocre...).

Le dosage d’AMH est devenu également une aide pour le diagnostic de Syndrome des
Ovaires Polykystiques (SOPK) ; cette notion sera développée dans le prochain chapitre de cette
mise au point. Il est utilisé également dans plusieurs autres situations cliniqgues comme le
dépistage et le suivi de tumeurs de la granulosa, la puberté précoce, le retard pubertaire, les

désordres de différentiation sexuelle etc.

Ce dosage a également un intérét dans 1’évaluation de la réserve ovarienne en cours et
au décours de la chimiothérapie pour évaluer sa récupération éventuelle et accroitre les
connaissances sur la gonadotoxicité des traitements de chimiothérapie (Decanter et al., 2010;
Peigné and Decanter, 2014; Dezellus et al., 2017; Freour et al., 2017; Kano et al., 2017). Le
développement de dosages trés sensibles de I’AMH permettant d’explorer de maniere fiable les
trés basses concentrations a d’ailleurs un intérét tout particulier dans cette indication (Decanter
etal., 2014).

En Assistance Médicale a la Procréation (AMP), I’AMH est un indicateur précieux, non
seulement pour connaitre la réserve ovarienne, mais également pour prévoir le rendement
ovocytaire au décours des protocoles d’hyperstimulation ovarienne contr6lée pour Fécondation
In Vitro (FIV) (Broer et al., 2013a, 2013b; Dewalilly et al., 2014a), bien que ce rendement ne
soit pas prédictif des chances de grossesse aprés un transfert d’embryon frais (Broer et al.,
2013a). Il pourrait, par contre, étre un possible marqueur des chances de grossesses cumulées
apres toute la prise en charge en AMP (Arce et al., 2013; Brodin et al., 2013; Peuranpéa et al.,
2020). De plus, son taux nous donne une indication sur le risque potentiel d’hypo-réponse a la
stimulation ovarienne pour FIV ou de syndrome d’hyperstimulation ovarienne (La Marca et al.,
2010; Dewailly et al., 2014a; Vembu and Reddy, 2017). En effet, des taux sériques d’AMH
bas (habituellement décrits comme inférieurs a 1 ng/ml (7,14 pmol/L) dans les études) sont

prédictifs d’une faible réponse ovarienne a la stimulation. A I’inverse, les femmes avec des taux
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sériques d’AMH ¢élevés (habituellement décrits comme supérieurs a 5 ng/ml (35,74 pmol/L)
dans les études), situation habituelle chez les femmes atteintes d’un SOPK, ont un risque
d’hyper-réponse a la stimulation pouvant conduire a un syndrome d’hyperstimulation ovarienne

(Broer et al., 2013b; Vembu and Reddy, 2017).

Le dosage d’AMH sérique peut donc aider le clinicien a adapter les doses de
médicaments inducteurs de 1’ovulation (gonadotrophines) pour essayer d’éviter les hypo-
réponses comme les syndromes d’hyperstimulation ovarienne. Il a donc été adopté rapidement
en Assistance Médicale a le Procréation (AMP) pour individualiser les stratégies de stimulation
de I’ovulation et affiner les conseils apportés aux patientes. Par exemple en 2013, I’Institut
National pour I’Excellence de la santé et du soin (NICE) et la société européenne de
reproduction humaine et d’embryologie (ESHRE), ont recommandé le dosage d’AMH comme
méthode pour prédire la réponse ovarienne au traitement par gonadotrophines (Ferraretti et al.,
2011; “Fertility problems,” n.d.). Le consensus de NICE fixe le seuil de 0,75ng/ml (5,4 pmol/L)
pour une faible réponse a la stimulation et celui de 3,5 ng/ml (25 pmol/L) pour une forte réponse
(“Fertility problems,” n.d.). Plus recemment, le groupe POSEIDON a défini plusieurs facteurs,
dont ’AMH, comme aidant a la décision de choix du traitement. Le seuil d’AMH alors défini
comme étant associé a une faible réponse probable était d’1,2 ng/ml (8,6 pmol/L) (Ferraretti et
al., 2011; Alviggi et al., 2016).

Cependant, les seuils de taux d’AMH sérique permettant de conclure a une réserve
ovarienne normale, basse ou augmentée sont actuellement toujours en discussion. Cette
discussion est d’autant plus importante que I’AMH tend a prendre une place prépondérante,
devenant parfois le critére principal de décision de prise en charge ou non en AMP. De plus, il
faut rappeler que I’AMH est utile avant une prise en charge en AMP mais dans une population
« fertile », elle n’est pas un facteur influengant en soi les chances de grossesse spontanée (Zarek

etal., 2015).

i/ Le dosage d’AMH sérique et ses limites

Jusqu’a une période récente, le dosage d’AMH sérique présentait des faiblesses avec
une sensibilité faible et une dispersion des valeurs qui donnaient des résultats différents chez
une méme patiente selon la technique de dosage utilisée. Depuis 2014, de nouveaux dosages
automatisés ont vu le jour mais, la encore, avec leurs propres normes et leurs propres seuils

décisionnels. Pour pouvoir bien interpréter le résultat d’un dosage d’AMH il est donc
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indispensable de bien connaitre le type de dosage réalisé et les normes spécifiques a celui-ci
(Peigné et al., 2017).

Comme expliqué précédemment, dans la circulation sanguine, ’AMH existe sous
différentes formes : une forme inactive, appelée proAMH, et une forme biologiquement active
(clivée), appelée AMHN c, qui est I’association non covalente des fragments N- et C-terminaux
(Pankhurst and McLennan, 2013; Pigny, 2014). Les dosages d’AMH disponibles en routine
dosent ces deux formes : inactive et active. Ils font appel a une méthode « sandwich » ou
I’hormone a doser est reconnue par 2 anticorps monoclonaux différents (1’anticorps de capture
et I’anticorps de détection). Chaque anticorps peut lier la partie N-terminale ou C-terminale et
ainsi on détecte la proAMH et I’AMHNn,c (Figure 7).

2\ 427 535

Pro AMH iy — AMHnc

—
A

535

T

\‘(/ Ac de capture \‘(’ Ac de détection

Figure 7 : Exemple de fixation des anticorps pour le dosage d’AMH totale par technique ELISA.
L’anticorps (Ac) de capture se fixe sur la portion C-terminale de I’AMH (bleu foncé) et [’anticorps de détection
sur la portion N-terminale (bleu clair). Ceci permet la mesure de la pro AMH et de I’AMHy ¢ dans le sang,

rendu sous une seule valeur d’AMH totale. (1, 427 et 535 : acides aminés). Créé avec BioRender.com

Avant 2010, seuls deux dosages différents étaient utilisés: un en Europe (EIS-
AMH/MIS par Immunotech puis Beckman-Coulter) dont la commercialisation s’est arrétée en
2015, un autre aux Etats-Unis (DSL) jusqu’en 2009. Le dosage EIA-AMH/MIS ne permettait
pas I’analyse fine d’une réserve ovarienne basse, avec pour valeur mesurable la plus basse 0,35
ng/ml (2,5 pmol/L). De plus, sa spécificité pouvait étre limitée par une réaction croisée avec
des anticorps anti-hétérophiles présents dans 1’échantillon (Cappy et al., 2013). Le dosage DSL
a surtout été utilisé aux USA et au Royaume-Uni et avait moins de précision pour les valeurs
hautes d’AMH (Dewailly et al., 2014b).
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Actuellement en France, 5 types de dosages sont effectués (Table 1) : 3 dosages
manuels et 2 automatiques, les dosages manuels étant de moins en moins utilisés. Le premier
dosage manuel, le Gen Il de Beckman Coulter, a été développé a partir de 2009 avec les
anticorps de DSL mais sa spécificité est débattue. Sa plage de mesure s’étend de 0,16 ng/ml a
22,5 ng/ml. 1l s’agissait du dosage le plus répandu dans la littérature jusqu’a récemment. Avant
2013, une interférence du dosage a été mise en évidence et il faut donc considérer avec prudence
les valeurs d’AMH d’avant 2013. La trousse de dosage manuel ultrasensible AL-105i
d’Anshlabs serait plus adaptée pour les patientes présentant un taux sérique d’AMH abaissé
puisque la valeur la plus basse mesurée est de 0,06 ng/ml (0,43 pmol/l) (Su et al., 2014). Elle
est commercialisée depuis début 2012. Enfin, depuis 2013, la société Anshlabs a mis sur le
marché un kit manuel de dosage (AL-124i ou « pico-AMH ») dont la limite de quantification
est extrémement basse a 0,0039 ng/ml (0,03 pmol/L). Cette trousse offre encore plus de
précision de dosage chez les patientes présentant une AMH effondrée, en particulier apres des
protocoles de chimiothérapie (Decanter et al., 2014).

Les dosages automatisés actuellement disponibles offrent une meilleure précision (x4),
une plus grande rapidité et une meilleure sensibilité fonctionnelle (valeur la plus basse
mesurable en pratique courante) (x10) par rapport aux dosages antérieurs (Nelson et al., 2015;
van Helden and Weiskirchen, 2015). Ils permettent, de plus, de réduire les variations inter-
laboratoires. Deux sont actuellement commercialisés depuis 2014 : Elecsys de Roche et Access
Dxi de Beckman-Coulter. L’automate Elecsys-AMH (Roche) ou Cobas utilise les mémes
anticorps que le test Gen Il. Ses atouts sont sa rapidité (18 min), le faible volume de sérum
requis (50ul) et sa grande reproductibilité par rapport a une méthode manuelle. La plage de
mesure va de 0,03 a 23 ng/ml (Gassner and Jung, 2014), autorisant donc des dosages précis
pour les valeurs faibles de ’AMH (Hyldgaard et al., 2015). Le standard utilisé est I’AMH

bovine.

Le dosage Access Dxi de Beckman-Coulter utilise les mémes anticorps que 1’Elecsys
de Roche. La principale différence avec celui de Roche est que le standard utilisé est de ’AMH
recombinante humaine. Sa plage de mesure va de 0,02 a 25,4 ng/ml (van Helden and
Weiskirchen, 2015).

A coté des problemes techniques pour I’interprétation du dosage de I’AMH, il existe
également des situations particuliéres ou le dosage d’AMH peut étre faussé. Ainsi, par exemple,

par un effet antigonadotrope, la prise de contraception hormonale et surtout oestro-progestative,
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est a I’origine d’une diminution du taux sérique d’AMH de ’ordre de 20 % (Birch Petersen et

al., 2015).
Sensibilité Lo,
Nom du e en s Plage de Standard fonctionnelle Re'productlb'lllte Durée du test
Manufacture | Spécificité e . . inter-essai / ) .
dosage mesure utilisé = limite de . . (Type d’essai)
I imprécision
quantification
Genll Beckman- Humain 0,16-22,5 AMH 0,16 ng/ml <8% 5h
Coulter Animal ng/ml bovine (manuel)
Ultrasensitive Anshlab Humain 0,06-11,6 rhAMH 0,06 ng/ml <6 % 5h
(AL-105i) ng/ml (manuel)
Pico AMH Anshlab Humain 0,003-0,75 rhAMH 0,0039 ng/ml <6 % 6h
ng/mi (manuel)
AMH Cobas, Roche Humain 0,03 -23 AMH 0,03 ng/ml 1,8-2% 18 min
Elecsys Animal ng/ml bovine (automatique)
AMH Access Beckman- Humain 0,02-24,0 rhAMH 0,01 ng/ml 2,87-4,34% 40 min
Dxi Coulter ng/ml (automatique)

Table 1 : Caractéristiques des différents dosages d’AMH.

AMH : hormone anti-millerienne ; rh : recombinante humaine
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Il - Le Syndrome des ovaires polykystiques (SOPK)

a/ Historique, épidémiologie et bases physiopathologiques

Le syndrome des ovaires polykystiques (SOPK) a été décrit pour la premiére fois en
1935 par Stein & Leventhal comme 1’association de cycles longs voire d’une aménorrhée, d’un
hirsutisme, d’ovaires volumineux sans macrokystes et d’une obésité (Stein and Leventhal,
1935).

Le SOPK est un trouble endocrinien et reproductif complexe et la cause la plus fréquente
de troubles de I’ovulation, d’hyperandrogénie et d’infertilité féminine. 1l touche 5 & 20% de la

population féminine mondiale (Teede et al., 2018).

Il est caractérisé physiologiquement par une hyperandrogénie ovarienne et un trouble
de la folliculogénéese a type d’excés de petits follicules en croissance et de blocage de la
sélection et de la dominance folliculaire, appelé « follicular arrest ». Ces deux phénomeénes sont
a I’origine des trois criteres diagnostiques du SOPK décrits ci-apres : I’excés folliculaire visible
en échographie, I’hyperandrogénie clinique ou biologique et les troubles du cycle secondaires

aux troubles de ’ovulation.

b/ Définition et présentations cliniques

Le SOPK est défini, depuis 2003, selon les critéres de Rotterdam (Rotterdam
ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS consensus workshop group, 2004) révisés en 2018 (Teede

et al., 2018) par I’association de deux des trois caractéristiques suivantes :
- Un trouble du cycle pouvant aller jusqu’a I’aménorrhée, témoin d’une dysovulation

- Une hyperandrogénie clinique (définie, entre autres, par un hirsutisme selon le score de
Ferriman et Gallwey supérieur a 4,6 ou 8 selon les ethnies, ou une acnée sévere, touchant au
moins deux zones distinctes du corps) ou biologique (élévation plasmatique de la testostérone

totale, de la testostérone libre ou de 1’androsténedione)
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- Un aspect échographique d’ovaires polykystiques (OPK échographique ou PCOM :
polycystic ovarian morphology) avec un exces folliculaire défini par plus de 20 follicules de 2

a 9 mm par ovaire ou un volume ovarien supérieur a 10 ml a I’échographie.

Par ailleurs, le diagnostic de SOPK est toujours un diagnostic d’élimination qui ne peut
étre posé qu’apres élimination des autres causes de troubles du cycle ou d’hyperandrogénie
comme une hyperprolactinémie, une forme non classique de bloc en 21-hydroxylase
(hyperplasie congénitale des surrénales), une tumeur ovarienne ou surrénalienne ou un

syndrome de Cushing (Teede et al., 2018).

Toutes les femmes avec SOPK n’ont donc pas les mémes symptomes, et depuis
quelques années on décrit différents phénotypes au sein des femmes avec SOPK, reflétant
I’hétérogénéité clinique du syndrome. Quatre phénotypes sont ainsi définis selon 1’association
des différents symptémes du SOPK que présente la patiente (Figure 8). Le plus sévere est le
phénotype A qui correspond a 1’association des trois critéres diagnostiques, définis ci-dessus,

les phénotypes B, C et D étant I’association de deux d’entre eux.

/L -Q_g .
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Hyperandrogénie polykystiques
Phénotype A
Phénotype B Phénotype D

Anovulation /
dysovulation

Figure 8 : Les quatre phénotypes de SOPK. Le phénotype A correspond a l’association des trois
symptémes cardinaux du SOPK : hyperandrogénie, anovulation/dysovulation et aspect échographique d’ovaires
polykystiques. Les trois autres phénotypes a l’association uniquement de deux d’entre eux : hyperandrogénie et

anovulation/dysovulation pour le phénotype B, hyperandrogénie et aspect échographique d’ovaires
polykystiques pour le phénotype C, anovulation/dysovulation et aspect échographique d’ovaires polykystiques

pour le phénotype D. Créé avec BioRender.com
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De plus, bien que cela ne fasse pas partie des criteres diagnostiques du SOPK, certaines
patientes (environ 50 a 60 % des femmes avec SOPK et méme 95% des femmes minces sans
syndrome meétabolique) présentent une augmentation de la pulsatilit¢ de la GnRH/LH se
traduisant par un taux éleve de LH basal ou par une inversion du rapport FSH/LH en début de
phase folliculaire (Morales et al., 1996; Huang et al., 2015; Stener-Victorin et al., 2020). Les
femmes avec SOPK semblent avoir également un défaut de rétrocontréle négatif sur la sécrétion
de GnRH puisqu’il faut, comparé aux femmes témoin, de plus fortes doses d’cestradiol ou de
progestérone pour diminuer la fréquence des pulses de GnRH (Pastor et al., 1998; Chhabra et
al., 2005).

¢/ Syndrome métabolique, insulinorésistance et SOPK

Le SOPK est associé a des troubles métaboliques comme 1’obésité, dont la prévalence
est variable selon les pays, I’insulino-résistance et le diabete de type 2 pouvant favoriser la
survenue ultérieure de troubles cardio-vasculaires (Fauser et al., 2012; Dumesic et al., 2015;
Escobar-Morreale, 2018). De méme que le SOPK est hétérogeéne sur le plan de ses phénotypes
et présentations cliniques, il I’est également sur le plan des risques métaboliques.

Ainsi, ’insulinorésistance est rencontrée chez 50 a 75 % des patientes avec SOPK et est
associée, dans environ 70% des cas, a une obésité androide, mais méme sans obésité, elle peut
exister. Elle est présente plus fréquemment chez les patientes de phénotypes A et B et moins

fréguemment chez les patientes de phénotype D (Escobar-Morreale, 2018) (Figure 9).
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Figure 9 : Liens entre phénotypes du SOPK et troubles métaboliques. Le SOPK est un syndrome
hétérogéne avec plusieurs phénotypes cliniques et conséquences métaboliques. Les phénotypes associés avec le
plus de résistance a l'insuline et de troubles métaboliques sont les phénotypes A et B (hyperandrogénie et
anovulation/dysovulation +/- troubles du cycle) (+++). Le phénotype C, qui ne présente pas de troubles de
l"ovulation, est associé avec des formes plus modérées d’insulino-résistance et de complications métaboliques
(++). Le phénotype D, sans hyperandrogénie, a une association plus faible avec l’insulino-résistance et les
troubles métaboliques (+/-). La force des associations est classée de faible (+/-) a forte (+++). D’ aprés

(Escobar-Morreale, 2018). Créé avec BioRender.com

Cette insulinorésistance, a 1’origine d’une hyperinsulinémie, doit étre prise en charge a
cause des complications auxquelles elle peut mener (décrites ci-apres) mais également car elle
amplifie les symptdmes du SOPK comme les troubles du cycle ou I’hyperandrogénie. En effet,
I’insuline en exceés va directement et indirectement, via la stimulation de sécrétion de LH ou la
diminution de synthése de 'IGFBPI1, stimuler la production d’androgenes par les cellules
thécales ou les surrénales (Diamanti-Kandarakis and Dunaif, 2012; Escobar-Morreale, 2018).
Par ailleurs, elle va diminuer la synthése de SHBG par le foie et donc augmenter de fagon
indirecte la portion bioactive des androgénes dans le sérum, accentuant egalement par ce
mécanisme 1’hyperandrogénie (Nestler and Jakubowicz, 1996; Dunaif, 1997; Poretsky et al.,
1999; Diamanti-Kandarakis and Dunaif, 2012).

Le fait que I’insulinorésistance aggrave un SOPK préexistant ou puisse participer a sa
cause est encore débattu mais un lien étroit entre hyperinsulinisme, hyperandrogénie et troubles

de I’ovulation existe de fagon certaine chez les patientes atteintes de SOPK. Il ne semble pas,
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par contre, étre 1’unique cause puisque des femmes avec une obésité morbide et une extréme
insulinorésistance ne développent pas de SOPK, par conséquent, un prérequis pour développer
un SOPK serait plutot un exceés d’androgénes (Escobar-Morreale, 2018), comme discuté dans

un sous-chapitre ultérieur.

d/ Complications a court, moyen et long terme du SOPK

Le SOPK est souvent associé a des comorbidités qui doivent étre recherchées tout au
long de la vie (Fauser et al., 2012) (Figure 10). A court terme, c’est, en premier lieu, les troubles
du cycle, I’hyperandrogénie et I’infertilité qui seront prédominants parfois associés a une
obésité, une insulino-résistance ou un syndrome métabolique (Fauser et al., 2012). Pendant la
grossesse, ces patientes porteuses d’un SOPK sont plus a risque de complications obstétricales.
En particulier, un risque augmenté de pathologies hypertensives de la grossesse (x2 a x3) est
rapporté, de méme qu’un risque de diabéte gestationnel et d’accouchement prématuré
(Bruyneel et al., 2014; Palomba et al., 2015). Au niveau feetal, une augmentation du risque de
poids extréme (hypotrophe ou macrosome), de retard de croissance ou de prématurité a été
décrite (Bruyneel et al., 2014; Palomba et al., 2015). Toutes ces pathologies obstétricales chez
les femmes avec SOPK pourraient étre en lien avec des défauts placentaires secondaires a une
hypoxie, une vasculopathie, des altérations de transport de nutriments, un stress oxydatif, une
inflammation, une lipotoxicité, une fibrose ou des troubles endocriniens (Kelley et al., 2019).
Une étude récente a mis en évidence que I’AMH était un des meilleurs marqueurs de risque
d’accouchement prématuré chez les patientes présentant un SOPK. Ainsi, les patientes ayant
les taux les plus élevés d’AMH étaient le plus a risque d’accouchement prématuré (Hsu et al.,
2018) mais également d’autres risques obstétricaux (Valdimarsdottir et al., 2019), sans qu’un

lien de cause a effet puisse, pour le moment, étre démontré.

A moyen et long terme, des troubles métaboliques ou vasculaires (obésité, hypertension
artérielle, intolérance aux hydrates de carbone, dyslipidemie, syndrome meétabolique... )
(Peigné and Dewailly, 2014; Cooney and Dokras, 2018) mais aussi des troubles psycho-sociaux
a type de dépression ou d’anxiété (Cooney et al., 2017) ou encore des cancers de I’endométre
(Barry et al., 2014) peuvent apparaitre et doivent donc étre recherchés et pris en charge. On
décrit ainsi que la prévalence du syndrome metabolique est deux fois plus élevée chez les
femmes avec SOPK que chez des femmes témoins appariées sur le poids (Wild et al., 2010).

Les femmes avec SOPK ont également un risque augmenté : x 2,5 d’intolérance au glucose et
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x 4,5 de diabéte de type 2 (Moran et al., 2010). Le collége américain d’endocrinologie, tout
comme le francais, recommande de dépister le syndrome métabolique chez toutes les patientes
avec SOPK d¢s I’age de 30 ans (obeses ou non). De plus, ’ESHRE recommande un suivi
rapproché des facteurs de risque cardio-vasculaires, une prévention du cancer de 1I’endométre
par des menstrues régulieres et un dépistage, et une prise en charge des risques psycho-sociaux
chez ces patientes (Fauser et al., 2012; Teede et al., 2018).

Surpoids Obésité Diabéte type 2
Adiposité viscérale Intolérance aux Dyslipidémie
Régles irréguliéres glucides Maladies
Dys/anovulation Dyslipidémie cardiovasculaires
Acné/Seborrhée Infertilité HTA

Résistance a linsuline Hyperg\ndrogénie Complications de Cancer de I'endometre
Hirsutisme grossesse

Dysfonction tissus
adipeux

Gain de poids excessif
post-natal
Adrenarche précoce
Pubarche précoce
Menarche précoce

)

Programmation foetale
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>

Daprés Bellver & al.
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Figure 10 : Les différentes complications liées au SOPK tout au long de la vie d’une femme. Pendant
la vie in-utéro, le feetus subit une reprogrammation feetale et peut souffrir d’un retard de croissance intra-utérin.
Pendant I’enfance, les filles porteuses de SOPK peuvent souffrir de dysfonctions métaboliques ou pubertaires.
Puis vont apparaitre les troubles qui font poser le diagnostic. Progressivement ces troubles reproductifs vont
laisser place a des troubles métaboliques, a une infertilité et a des complications obstétricales. Enfin a un age
plus avancé, les patientes atteintes d 'un SOPK sont plus a risque de développer des pathologies cardio-
vasculaires ou un cancer de l'endométre. La femme atteinte d'un SOPK nécessite donc un suivi particulier tout

au long de sa vie. D aprés (Bellver et al., 2018). Créé avec BioRender.com
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e/ Hormone anti-Mullerienne et SOPK

Le taux sérique d’AMH est 2 a 4 fois plus éleve chez les femmes avec SOPK que chez
les femmes témoins (Cook et al., 2002; Pigny et al., 2003; Pellatt et al., 2010) et semble étre
corrélé a la sévérité des symptomes : plus élevé en présence d’une hyperandrogénie ou d’une
aménorrhée (Pigny et al., 2003, 2006; Pellatt et al., 2007; Catteau-Jonard et al., 2012;
Matsuzaki et al., 2017; Peigné et al., 2018; Abbara et al., 2019). Par ailleurs, de facon
intéressante, les taux circulants d’ AMH chez les macaques rhésus femelles hyperandrogéniques
sont significativement plus élevés que chez les femelles témoins (Abbott et al., 2017). Ces taux
¢levés d’AMH pourraient donc, soit impliquer I’AMH dans la pathogénése de 1’anovulation
soit, juste refléter un blocage trop important de la folliculogénése, avec une accumulation de

petits follicules sécrétant I’AMH, ce qui sera discuté dans le chapitre suivant.

Plusieurs études, ont mis en évidence que cette élévation du taux d’AMH était le fait,
non seulement d’un nombre accru de follicules, mais aussi d’une augmentation d’expression et
de sécrétion de I’AMH par les cellules de la granulosa de ces follicules (Pellatt et al., 2007;
Catteau-Jonard et al., 2008; Desforges-Bullet et al., 2010), bien que ceci ait été remis en
question récemment (Owens et al., 2019). Sur le plan clinique, on note ainsi parfois une
discordance entre les taux d’AMH sérique et le compte des follicules antraux entre les femmes
porteuses d’un SOPK et les femmes témoins qui peut s’expliquer par cette production différente
d’AMH par follicule (Bhide et al., 2015; Alebic et al., 2018). L’AMHR2 est a priori également
surexprimé dans les cellules de la granulosa des femmes SOPK comparé a celui des femmes
témoins (Catteau-Jonard et al., 2008), mais ceci n’a pas été confirmé dans une autre étude
(Owens et al., 2019).

Hypotheses physiopathologiques de la surexpression de '’AMH chez les femmes

avec SOPK

La plupart des études in vitro et in vivo suggerent que I’hyperandrogénie, un des
symptomes majeurs du SOPK, induit une surexpression de ’AMH par les cellules de la
granulosa des femmes avec SOPK. Cependant, de nombreux facteurs confondants comme la
FSH ou I’cestradiol, ou I’augmentation du nombre de follicules en croissance provoqué par les
androgénes, peuvent aussi interférer avec 1’action des androgenes. Chez les patientes avec

SOPK, une corrélation positive est décrite entre les taux d’androgenes et les taux d’AMH
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sériques (Pigny et al., 2003; Matsuzaki et al., 2017; Peigné et al., 2018). De plus, chez ces
mémes femmes présentant des troubles de 1’ovulation et un aspect échographique polykystique
des ovaires, les taux d’AMH sériques sont plus élevé chez les patientes également
hyperandrogéniques (phénotype A) que chez celles sans hyperandrogénie (phénotype D)
(Sahmay et al., 2013). Enfin, dans les cellules de la granulosa des femmes avec SOPK, qui
surexpriment le récepteur aux androgeénes (AR), I’administration de 5a-DHT, un androgéne
non aromatisable en cestrogéne, provoque une surexpression de I’AMH (Pierre et al., 2017;
Dilaver et al., 2019). L’hyperandrogénie pourrait aussi agir au niveau épigénétique en
provoquant une hypo-méthylation du promoteur de I’AMH favorisant la surexpression de celui-
ci (Filippou and Homburg, 2017).

Par ailleurs, I’élévation de la LH, rencontrée chez prés de la moitié des femmes avec
SOPK (Huang et al., 2015), pourrait également jouer un réle dans la surexpression de I’AMH
chez ces patientes. En effet, plusicurs études ont mis en évidence que les taux de LH et ’AMH
sériques, en début de phase folliculaire, sont corrélés dans cette population (Piouka et al., 2009).
De plus, la LH, qui n’a pas d’effet sur ’expression de I’AMH dans les cellules de la granulosa
des femmes normo-ovulantes, stimule I’expression et la sécrétion de I’AMH dans les cellules
de la granulosa humaines lutéinisées de femmes avec SOPK (Pellatt et al., 2007; Pierre et al.,
2013). Enfin, la LH, par son action sur les cellules de la theque, va également accentuer la

sécrétion d’androgénes.

Des modifications de la sensibilité a 1’cestradiol (qui exerce un effet inhibiteur via les
récepteurs 3 sur I’AMH (Grynberg et al., 2012)) par des modifications des ratios de récepteurs
dans les cellules de la granulosa de femmes avec SOPK pourrait aussi participer a la
surexpression de I’AMH (di Clemente et al., 2021).

Enfin, des facteurs métaboliques ou inflammatoires pourraient également jouer un réle
dans la surexpression de ’AMH chez les femmes avec SOPK. Cependant, les études
s’intéressant aux relations entre AMH et insulino-résistance chez les patientes avec SOPK sont

pour le moment contradictoires (di Clemente et al., 2021).

La régulation de ’AMHR2 a été moins étudiée ; toutefois des études in vitro suggerent
que sa surexpression dans les cellules de la granulosa de femmes avec SOPK pourrait étre
expliquée par I’absence de I’effet inhibiteur de I’cestradiol et de la LH, observé chez les femmes
témoins (Pierre et al., 2013, 2017).
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AMH comme aide au diagnostic de SOPK

Plusieurs études ont évoqué I’intérét de I’AMH comme une aide possible au diagnostic
de SOPK, pouvant méme remplacer le critére échographique dans la définition du syndrome.
Cependant, les défis pour 1’usage de I’AMH comme outil diagnostic sont nombreux : difficultés
techniques de dosage, absence de normes internationales, etc. En 2019, Abbara et al. (Abbara
et al., 2019) ont suggéré que I’AMH, comme biomarqueur du SOPK, pourrait supplanter le
compte des follicules antraux et que les taux les plus élevés d’AMH étaient associés avec le
diagnostic le plus sir de SOPK. Mais, avec les grandes variabilités initiales des dosages d’AMH
de premiere génération et le manque de standards internationaux, ’AMH ne fait pas

actuellement partie des criteres diagnostiques du SOPK (Teede et al., 2018).

Plus récemment, de nouvelles approches analytiques ont été utilisées (Pankhurst et al.,
2017; Wissing et al., 2019). Elles avaient pour objectif de déterminer si les ratios de proAMH
et ’AMHNn_ dans le sérum étaient modifiés chez les femmes atteintes d’un SOPK et si ces
différentes isoformes pouvaient étre utilisées pour aider au diagnostic de SOPK. Mais les études
existantes ont des résultats contradictoires, certaines rapportant des différences (Pankhurst et
al., 2017), d’autres non (Wissing et al., 2019). Ceci sera discuté dans la premiére partie de la
thése.

Formes moléculaires de I’AMH dans le SOPK

Avant notre étude présentée en partie 1, peu d’auteurs se sont intéressés aux formes
moléculaires de I’AMH dans le sérum ou dans le liquide folliculaire de femmes avec SOPK.
Une premiere étude, incluant 22 patientes (9 témoins et 13 SOPK), retrouvait une proportion
plus élevée d’AMHNn c (clivee) dans le liquide folliculaire des patientes avec SOPK par rapport
a celle de patientes témoins (Pierre et al., 2016). La proportion d’AMH clivée semblait
également majorée dans le sérum de cinq patientes avec SOPK, mais seulement une faible
proportion de cette AMH était, a priori, capable de se lier aI’AMHR?2 (Pierre et al., 2016). Ces
résultats sont concordants avec ceux présentés par 1’équipe de Pankhurst et al. qui retrouvaient
un ratio proAMH/AMH totale significativement diminué chez les patientes avec SOPK, allant
donc dans le sens d’une proportion circulante d’AMH active clivée plus importante chez les
femmes avec SOPK. Il faut cependant noter que, dans cette étude, les patientes avec SOPK
étaient significativement plus jeunes et présentaient un indice de masse corporelle (IMC) ainsi

qu’un tour de taille significativement plus élevés que les patientes témoins. Ainsi, a I’inverse,
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en comparant des femmes avec SOPK et des témoins appariés sur I’age et I'IMC, Wissing et
al. en 2019, ne retrouvaient pas de différence significative entre les différentes isoformes de
1’AMH, entre des patientes avec ou sans SOPK (Wissing et al., 2019).

Ainsi, plus que le SOPK, c’est peut-étre plus le phénotype métabolique et en particulier
I’IMC qui serait lié au ratio des différentes formes d’AMH circulantes, les données dans le

liquide folliculaire nécessitant d’étre confirmées a plus grande échelle.

f/ Hypothéses physiopathologiques du SOPK

Malgré de nombreux travaux de recherche, la physiopathologie du SOPK est toujours
mal expliqguée. Comme décrit plus haut, le SOPK est caractérisé par une hyperandrogénie
ovarienne, un exces de petits follicules en croissance et un blocage de la sélection et de la

dominance folliculaire, appelé « follicular arrest ».

L’hyperandrogénie ovarienne

L’hyperandrogénie semble étre primitivement ovarienne a cause d’une dérégulation
intrinseque des cellules stéroidogénes de la theque interne. En effet, les génes impliqués dans
la stéroidogenése au niveau de celle-ci présentent une activité accrue de leurs promoteurs et une
stabilité de leurs ARN messagers (Wickenheisser et al., 2000, 2005). De méme, par des études
de génétique moléculaire plus larges, il a été montré que des dysrégulations des geénes
d’enzymes impliquées dans la stéroidogenéese ovarienne sont retrouvées dans les cellules
thécales des femmes avec SOPK (CYP 450 SCC=CYP 11A1, 3% HSD 1) (Wood et al., 2003,
2004; Escobar-Morreale et al., 2005).

Les troubles de la folliculogéneése

L’exces de petits follicules antraux

Le SOPK est caractérisé par un exces de petits follicules en croissance pré-antraux ou

petits antraux alors que le stock de follicules primordiaux est normal (Hughesdon, 1982). Les
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androgénes ovariens pourraient étre a l’origine de cet excés folliculaire. En effet, (1)
I’administration d’androgénes & des femelles de différentes espéces conduit & un excés
folliculaire équivalent a celui rencontré dans le SOPK, (2) une corrélation entre taux
plasmatique d’androgénes et nombre de follicules ovariens de 2 a 5 mm est retrouvée chez la
femme et enfin, (3) I’exces folliculaire est retrouvé dans d’autres états d’hyperandrogénie
pathologique (Vendola et al., 1998; Jonard et al., 2003). Deux mécanismes pourraient étre a
I’origine de cet exces folliculaire : un ralentissement de la croissance folliculaire (Hughesdon,
1982; Maciel et al., 2004) et une moindre atrésie des follicules (Webber et al., 2003), par
diminution de 1’apoptose des follicules des femmes avec SOPK (Webber et al., 2007; Das et
al., 2008).

Le « follicular arrest »
Réponse prématurée a la LH ?

Une acquisition prématurée des récepteurs de la LH au niveau des cellules de la
granulosa est retrouvée au niveau des follicules de femmes avec SOPK ; elle a I’origine d’une
« lutéinisation » partielle prématurée du follicule avec stagnation de la croissance folliculaire
et altération du processus de sélection du follicule dominant (Willis et al., 1998; Jakimiuk et
al., 2001). La cause de cette acquisition prématurée des récepteurs a la LH reste encore

inconnue. Les androgenes, I’insuline ou I’AMH pourraient étre impliqués.

En plus d’une acquisition prématurée, les cellules de la granulosa et les cellules de la
theque des petits follicules des femmes avec SOPK, comparées a celles de femmes témoins,
surexpriment les récepteurs a la LH (Jakimiuk et al., 2001). Combiné aux taux de LH plus
élevés chez certaines femmes atteintes de SOPK, ceci conduit a I’hyperstimulation de cellules
de la théque et participe a la lutéinisation prématuree des cellules de la granulosa des patientes
avec SOPK.

Par ailleurs, un traitement par la LH augmente 1’expression de I’AMH dans les cellules
de la granulosa des femmes avec SOPK dysovulantes, ce qui n’est pas retrouvé chez les femmes

normo-ovulantes (Pierre et al., 2013).
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Défaut d’action de le FSH

L’autre caractéristique spécifique des patientes avec SOPK qui présentent des troubles
du cycle est I’absence de fenétre de FSH qui résulte de I’anovulation et inversement. Un exces
local « d’inhibiteurs » de la FSH pourrait étre impliqué et I’AMH semble étre un candidat

intéressant.

Réle de 'AMH

Depuis plusieurs années, les données s’accumulent sur le r6le probable de I’AMH dans
la physiopathologie du SOPK. En effet, chez les femmes avec SOPK ayant un taux d’AMH
élevé, celui-ci pourrait avoir une action exacerbée sur la croissance et la survie folliculaire ainsi

que sur la sensibilité a la FSH.

L’action inhibitrice de I’AMH sur I’atrésie folliculaire pourrait participer a
I’augmentation du pool de follicules pré-antraux et petits antraux, rencontrée dans cette

pathologie.

Par ailleurs, 1’action inhibitrice de I’AMH sur 1’aromatase et sur les processus FSH-
dépendants responsables de la sélection et de la dominance folliculaire pourrait conduire a
I’arrét de croissance folliculaire ou « follicular arrest », un autre élément clé du SOPK
conduisant aux troubles de 1’ovulation (Dewailly et al., 2014a). 1l est important de noter que
comparativement aux femmes normo-ovulantes, les femmes anovulantes ont des taux d’AMH
18 fois plus élevés (Tal et al., 2014), taux d’AMH notamment corrélés a la sévérité des troubles
de I’ovulation (Catteau-Jonard et al., 2012). En accord avec cette hypothese, deux études, qui
se sont intéressées au moment spécifique de sélection du follicule, devenant FSH dépendant et
sécrétant de 1’cestradiol, ont confirmé que I’inhibition de 1’expression de I’AMH et la baisse de
sécrétion de celle-ci au niveau du liquide folliculaire, habituellement retrouvée chez les
patientes normo-ovulantes, n’était pas présente chez les patientes anovulantes, pouvant ainsi

participer au trouble de I’ovulation (Figure 11) (Kedem et al., 2013; Kristensen et al., 2019).
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Figure 11 : Liens entre FSH, cestradiol et AMH au cours de la folliculogénése entre femmes avec
SOPK et femmes normo-ovulantes dans les petits et grands follicules antraux. Jusqu'au petit stade antral, la
sécrétion d'’AMH est stimulée par différents facteurs comme la FSH. La production d'estradiol (E2) par
I"aromatase, sous l'influence de la FSH, est altérée par I'effet inhibiteur de I'AMH sur I'aromatase. Lorsque la
concentration en estradiol atteint un certain seuil dans les gros follicules antraux, | 'estradiol est capable
d'inhiber complétement I'expression de I'AMH via son récepteur 8 (Erf), qui prédomine dans les follicules en
croissance. Dans les follicules des femmes avec SOPK, le niveau élevé d'AMH et le manque de production d'E2
altérent le passage au stade folliculaire supérieur conduisant ainsi a I'arrét de croissance folliculaire.
D’aprés(Dumont et al., 2015) Adapté de (Grynberg et al., 2012). Créé avec Biorender.

Comme le montrent des travaux de notre équipe, I’action exagérée de I’AMH chez les
patientes avec SOPK est aussi retrouvée, dans un modele de souris exposées in utero a de
I’AMH, au niveau extra-gonadique sur le cerveau ou le placenta (Tata et al., 2018). Enfin, le
premier modéle animal de SOPK spontane, chez le rat, présentant tous les symptomes
reproductifs et métaboliques du SOPK humain, a des taux élevé de LH et d’AMH associés a
une diminution de I’atrésie folliculaire, une augmentation du nombre de petits follicules et une

anovulation (Bourgneuf et al., 2021).
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Ainsi I’AMH, dont le taux sérique est en exces chez les femmes avec SOPK présentant
un phénotype sévere, pourrait contribuer aux altérations gonadiques et hormonales observées
dans le syndrome, en particulier via un défaut d’inhibition de son expression au moment de la

croissance folliculaire FSH dépendante.

L’¢lévation de la LH, rencontrée chez 50 a 60 % des femmes avec SOPK et méme 95%
des femmes minces sans syndrome métabolique (Huang et al., 2015), est attribuée a une
hypersécrétion de GnRH par 1’hypothalamus. Comme exposé précédemment chez la souris, le
fait que I’AMH puisse induire une sécrétion de LH par une hyperactivation du neurone 8 GnRH
ouvre la voie a une possible explication physiopathologique chez la femme (Cimino et al.,
2016) (Figure 12). Cette hyperactivation est également retrouvée dans les modéles animaux
exposés in utero aux androgenes (Dumesic et al., 2020).
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Figure 12 : Effet hypothalamique de I’AMH chez les femmes normales (NORMAL) ou atteintes d’un
SOPK (PCOS). Les neurones a GnRH (GnRH neurons) expriment le récepteur spécifique de I’AMH, AMHR?,
ainsi que les récepteurs de type 1 (AMHRL : ALK 2/3/6). L ’hypothése est que I’AMH puisse passer la barriére
hémato-encéphalique par les capillaires fenestrés pour agir directement sur les neurones a GnRH. L’AMH
exerce un effet stimulant sur la pulsatilité des neurones & GnRH, permettant le relargage des gonadotrophines,
et préférentiellement la FSH par I’hypophyse (pituitary), pour rendre possible la croissance folliculaire au sein
de l’ovaire (ovary) et la production principale d’cestrogénes (oestrogen). Chez les femmes avec SOPK, les taux
d’AMH circulants sont 2 & 3x plus élevés chez les femmes témoins, ainsi les neurones a GnRH pourraient étre
sur-stimulés, favorisant le relargage préférentiel de la LH plutot que de la FHS par I’hypophyse. La LH sur
[’ovaire pourrait favoriser la production des androgénes ovariens et participer a [’hyperandrogénie
caractéristique de ce syndrome. FSH, follicle-stimulating hormone; LH, luteinizing hormone (Cimino et al.,
2016).
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g/ Héritabilité du SOPK et hypotheses physiopathologiques

Il est actuellement décrit que 35 a 70 % des filles de femmes avec SOPK vont
développer un SOPK aprés la puberté (Crosignani and Nicolosi, 2001; Dumesic et al., 2020)
mais la cause de cette héritabilité reste inconnue: génétique ? environnementale ?

épigénétique ? autre ?

Génétique

Les études de cluster familiales, de jumeaux ou pangénomiques (GWAS= genome wide
associated studies) ont mis en évidence ce caractére héritable trés important en mettant en avant
certains genes ou locus associés a différents phénotypes de SOPK (Filippou and Homburg,
2017; Escobar-Morreale, 2018; Raperport and Homburg, 2019; Dumesic et al., 2020).
Cependant, la recherche de génes candidats ou de polymorphismes pour expliquer I’héritabilité
du SOPK est toujours en cours et peine a donner une réponse claire. Les génes potentiellement
impliqués peuvent étre regroupés en plusieurs catégories: ceux en lien avec la fonction
reproductive (sécrétion ou action des gonadotrophines, fonction ovarienne, synthése ou action
des androgénes), ceux en lien avec le métabolisme (insulino-résistance, inflammation
cytokinique) et les autres (Deligeoroglou et al., 2009; Stener-Victorin et al., 2020). Par ailleurs,
des polymorphismes de I’AMH ou de son récepteur sont associés au SOPK (Kevenaar et al.,
2008; Georgopoulos et al., 2013; Pabalan et al., 2016; Wang et al., 2017) dont certains ont une
bio-activité réduite (Kevenaar et al., 2008; Gorsic et al., 2017, 2019) et pourraient étre associés
a environ 3% des cas de SOPK familiaux. Cependant, au total, les genes (ou groupes de génes)
actuellement décrits comme ayant un lien avec le SOPK ne peuvent expliquer que moins de 10
% de cette heritabilité (Azziz, 2016; Dumesic et al., 2020).

Origine environnementale / épigénétique

De plus en plus d’évidences s’accumulent en faveur d’une altération du développement,
d’origine environnementale ou épigénétique, pendant la vie foetale ou prépubere pouvant étre a
’origine des désordres reproductifs et métaboliques rencontrés dans le SOPK (Tata et al., 2018;
Risal et al., 2019; Mimouni et al., 2021). Chez les femmes avec SOPK, des altérations

hormonales pendant la grossesse pourraient participer a une augmentation du risque, pour le
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feetus, de développer un SOPK a 1’age adulte (Sir-Petermann et al., 2007). Ces hypothéses sont
en accord avec le concept de 1’origine développementale de certaines pathologies qui émerge
de I’hypothése de Barker selon laquelle les altérations in utero du milieu nutritionnel,
endocrinien, métabolique ou inflammatoire, pourraient induire des modifications d’expression
génique ou épigéneétiques pendant le développement feetal a 1’origine d’une prédisposition au
développement de pathologies ultérieures (Barker, 2007; Padmanabhan et al., 2016; Kelley et
al., 2019). Une étude pilote a, d’ailleurs, récemment, mis en évidence des profils de
méthylations différents de certains génes impliqués dans le métabolisme entre le sang de cordon
d’enfants de femmes avec SOPK et de celui d’enfants de femmes témoins (Lambertini et al.,
2017).

Réle des androgenes

L’exposition prénatale aux androgénes, a la testostérone ou a la dihydrotestostérone, est
décrite comme la condition expérimentale la plus a8 méme de reproduire chez 1’animal des
phénotypes proches du SOPK (Walters et al., 2018; Stener-Victorin et al., 2020). En effet, chez
la souris mais également chez le rat, la guenon, la brebis, I’exposition d’un feetus féminin a une
hyperandrogénie exogéne provoque 1’apparition d’un phénotype SOPK a 1’age adulte (Abbott
et al., 2005; Monniaux et al., 2019; Raperport and Homburg, 2019; Stener-Victorin et al.,
2020). De plus, des études épidémiologiques ont démontré que ’exposition prénatale aux
androgénes pouvait directement prédisposer les enfants a développer un phénotype SOPK
associé a toutes les complications reproductives, neuroendocrines, métaboliques,
cardiovasculaires et psycho-sociales (Hart et al., 2010; Filippou and Homburg, 2017; Hakim et
al., 2017; Dumesic et al., 2020). Par exemple, dans le travail de Hart et al., les taux de
testostérone maternels en milieu de grossesse €taient corrélés positivement aux taux d’AMH
des filles a I’adolescence, suggérant que 1’élévation de testostérone au milieu de la grossesse
perturbe la fonction ovarienne des feetus féminins (Hart et al., 2010). Ces effets pourraient étre
directs sur D’expression des geénes controlant la production des hormones stéroides, la
folliculogéneése, la pulsatilité de la GnRH et la résistance a 1’insuline (Filippou and Homburg,
2017; Raperport and Homburg, 2019). Ils sont retrouveés sur plusieurs générations chez la souris
exposée a la premiére génération aux androgenes, en lien avec des modifications épigénétiques

surtout de type hypo-méthylation (Risal et al., 2019).

Pendant la grossesse, une augmentation physiologique du taux d’androgénes circulants

est observée. Les femmes porteuses d’un SOPK présentent des taux d’androgénes circulants
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(testostérone ou SDHEA ou androsténedione selon les études) supérieurs a ceux de femmes
témoins, indépendamment du sexe feetal (Sir-Petermann et al., 2002; Maliqueo et al., 2013,
2015; Glintborg et al., 2018; Piltonen et al., 2019; Sun et al., 2020). Ainsi, chez les femmes
avec SOPK le feetus pourrait se retrouver dans un environnement d’excés androgénique méme
si la virilisation d’un feetus féminin n’est pas observée (Kelley et al., 2019). Néanmoins, il est
habituellement décrit que les filles de femmes avec SOPK présentent une distance anogénitale
augmentée ou un exces de sebum a la naissance, signe d’une exposition in utero aux androgénes
(Homburg et al., 2017; Barrett et al., 2018). Hypothése qui est renforcée par le fait que les taux
de testostérone dans le liquide amniotique de filles de femmes avec SOPK sont plus élevés que
ceux des filles de femmes témoins (Palomba et al., 2012). Puisqu’a priori les androgénes
maternels ne traversent pas la barriere placentaire (Sathishkumar et al., 2011) et que I’aromatase
placentaire est censée « protéger » le feetus d’un excés d’androgénes, un mécanisme possible
de I’effet de ’hyperandrogénie maternelle est une modification de la stéroidogenese de 1’unité
feeto-placentaire a I’origine d’une modifications des taux d’androgenes a ce niveau et chez le
feetus in utero (Kelley et al., 2019). En effet, expérimentalement chez le rongeur, cette
hyperandrogénie provoquée par une administration exogéene de testostérone, est associée, en
particulier, a I’augmentation de 1’expression placentaire des récepteurs aux androgeénes, aux
cestrogénes et de la 178 HSD, une des enzymes impliquée dans la stéroidogenése placentaire
(Sunetal., 2012). De plus, comme mentionné plus haut, au deuxiéme trimestre de la grossesse,
des taux de testostérone plus élevés ont été mesurés dans le liquide amniotique de feetus
féminins de femmes enceintes porteuses d’'un SOPK (Palomba et al., 2012). Ceci va dans le
sens d’une modification de la sécrétion des stéroides par les ovaires feetaux puisque 70% des
productions du liquide amniotique & ce terme sont d’origine feetales ; de plus, a ce terme, les
ovaires feetaux sont capables de métaboliser la prégnénolone en DHEA et en androsténedione,
ainsi que de sécréter DHEA, progestérone, cestrone et, dans des quantités plus faibles,
androsténedione, cestradiol et testostérone (Filippou and Homburg, 2017; Dumesic et al., 2020).
Enfin, les femmes atteintes d’une forme classique d’hyperplasie congénitale des surrénales (par
déficience en 21-hydroxylase), qui sont exposées in utero a des taux trés élevés d’androgénes,
développent une hypersécrétion de LH et des dysfonctions reproductives proches du SOPK,
méme apres élimination de I’hyperandrogénie par des traitements post-nataux (Filippou and

Homburg, 2017).

Ainsi, I’exposition prénatale aux androgénes semble étre un élément majeur déclencheur

de la programmation développementale du SOPK tant sur le plan métabolique que reproductif.

63



Réle de l'insulino-résistance

L’insuline, I’'IGF-I et I’'IGF- Il sont connus pour inhiber I’activité de 1’aromatase dans
le trophoblaste humain (Nestler, 1993) et pour stimuler 1’activité de la 38-HSD (Nestler, 1989),
deux enzymes majeures de la stéroidogenése placentaire. Ainsi, un hyperinsulinisme maternel,
comme observé chez certaines femmes porteuses d’un SOPK, pourrait favoriser une
hyperandrogénie placentaire. En effet, les femmes présentant un diabete gestationnel ont un
taux élevé de testostérone dans le liquide amniotique (Barbieri et al., 1986). Par ailleurs,
I’hyperandrogénie favorise, dans 1’autre sens, 1’hyperinsulinisme maternel (Filippou and
Homburg, 2017). L’interaction entre troubles stéroidogéne et métabolique chez les femmes
avec SOPK est tres proche et il est difficile parfois de différencier lequel est a 1’origine de
I’autre. Cependant, il ne semble pas que I’hyperinsulinisme maternel en soi puisse conduire au
développement d’un SOPK chez le feetus car les femmes enceintes diabétiques sans SOPK ne
semblent pas avoir plus de risque de donner naissance a des filles porteuses de SOPK.
L’hyperinsulinisme pourrait donc jouer un role synergique dans la pathogénése du SOPK mais

ne semble pas étre 1’¢1ément majeur pour la transmission du syndrome.

Réle de FAMH

Des travaux de notre équipe chez la souris (Tata et al., 2018) ont mis en évidence que,
lorsque 1’on injecte de ’AMH (forme clivée puis forme pré-proAMH) a des souris gestantes
en intra-péritonéal en fin de gestation, les souriceaux femelles présentent un phénotype de
SOPK (hyperandrogénisation a la naissance puis hyperandrogénie a 1’age adulte,
hyperpulsatilité de la LH et troubles du cycle). Pendant la gestation, des taux circulants de
testostérone chez les souris gestantes ayant recu de I’AMH sont trois fois plus €levés que ceux
chez les témoins. Cette action de I’AMH sur I’androgénisation maternelle est probablement de
double origine : (1) une action centrale exagérant la stéroidogenese ovarienne en augmentant la
pulsatilité de la GnRH et de la LH et (2) une action périphérique en inhibant I’aromatase
placentaire provoguant une augmentation de la testostérone biodisponible (Tata et al., 2018).
Par ailleurs, cette exposition in utero a I’AMH et a I’hyperandrogénie qu’elle engendre, a pour
consequence, chez les souriceaux, une hyperactivation des neurones 8 GnRH qui persiste a 1’age
adulte (Figure 13) et pourrait étre la base des anomalies neuro-endocrines qui accompagnent
le SOPK. En effet, la co-administration prénatale d’un antagoniste de la GnRH en méme temps
que I’AMH prévient I’apparition du syndrome suggérant un role critique du neurone 8 GnRH

dans la programmation du syndrome. Une action directe de I’AMH sur les neurones foetaux
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semble moins probable puisque les expériences menées dans notre équipe tendent a prouver

que I’AMH ne passe pas la barriére placentaire (Tata et al., 2018).
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Figure 13 : Hypothéses physiopathologies impliquant ’AMH dans I’héritabilité du SOPK. Chez les
femmes avec SOPK, [’AMH reste plus élevée pendant la grossesse que chez les témoins. Cette AMH pourrait
favoriser un état d’hyperandrogénie maternelle et feetale par deux actions potentielles sur des organes qui
possedent son récepteur spécifique (AMHR2) : les neurones a GnRH et le placenta. Ainsi, elle pourrait (1) en
stimulant les neurones a GnRH provoquer une hausse du taux de LH circulant pouvant favoriser une
hyperandrogénie ovarienne ; (2) en agissant au niveau du placenta, modifier la stéroidogenése placentaire a
[’origine d’une hyperandrogénie foeto-placentaire. Cette hyperandrogénie pourrait agir au niveau central chez
le foetus pour reprogrammer les neurones a GnRH qui pourraient ensuite agir pour reprogrammer [’ ovaire

feetal. D’apreés (Tata et al., 2018; Barbotin et al., 2019; Silva and Giacobini, 2020). Créé avec BioRender.com.
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Plus récemment, une derniére étude de notre équipe a mis en évidence que ce phénotype
« SOPK » provoqué par I’administration d’AMH in utero aux souris de la premiére génération
(F0), persistait aux générations suivantes, et ce malgré 1’absence de nouvelle exposition in utero
a de ’AMH exogene. Les symptdmes reproductifs et métaboliques avaient méme tendance a
s’accentuer au fil des générations. Des modifications épigénétiques, surtout de type « hypo-
méthylations » habituellement marqueurs d’une augmentation d’activité du promoteur, de
certains de génes en lien avec des troubles métaboliques ou de 1’inflammation ont été mis en
évidence dans les souris de la troisiéme géneration, confirmant que la surexpression de I’”AMH
pouvait jouer un role dans la programmation in utero du SOPK (Mimouni et al., 2021). Des
modifications épigénétiques du méme type ont également été décrites, dans le modéle murin, a
la troisieme génération apres exposition aux androgénes pendant la grossesse a la premiere
génération (Risal et al., 2019). Dans I’espéce humaine, ces mémes modifications ont également
été retrouvées chez des meres et leurs filles atteintes de SOPK (Risal et al., 2019; Mimouni et
al., 2021). De plus, des modifications épigénétiques de type hypo-méthylation ont été
également décrites, en particulier sur les récepteurs aux androgenes, chez des filles de femmes
avec SOPK et renforcent I’hypothése épigénétique de transmission du SOPK (Echiburu et al.,
2020) (Figure 14).
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Figure 14 : Transmission épigénétique
transgénérationnelle du SOPK. Suite a
l’exposition in utero (intrauterine

exposure) a des facteurs comme des taux
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Chez la femme non atteinte d’'un SOPK le taux d’AMH sérique décroit pendant la
grossesse de fagon progressive pour retrouver son niveau initial dans les premiers 6 mois du
post-partum (Nelson et al., 2010; Kuijper et al., 2013; Pankhurst et al., 2016b, 2020; McCredie
et al., 2017) et le pourcentage des différentes formes moléculaires de I’AMH ne se modifie pas
pendant la grossesse (Pankhurst et al., 2016b). Cette baisse du taux d’AMH est secondaire a
I’hypogonadisme hypergonadotrope physiologique de la grossesse et a la sécrétion de stéroides
par le placenta responsable d’une inhibition du recrutement folliculaire (Kuijper et al., 2013;
Piltonen et al., 2019) méme si un recrutement folliculaire minimal semble exister y compris

pendant la grossesse (McCredie et al., 2017).

Chez les femmes avec SOPK, des études transversales, ou longitudinales partielles sans
suivi exhaustif des patientes pendant la grossesse, ont mis en évidence que I’AMH sérique
restait plus élevée que chez les femmes témoins au deuxiéme trimestre de la grossesse et au
moment de I’accouchement (Koninger et al., 2018; Tata et al., 2018; Detti et al., 2019; Piltonen
et al., 2019; Valdimarsdottir et al., 2019). En fin de gestation, I’injection de I’AMH chez la
souris gestante provoquait 1’apparition du phénotype SOPK chez les petits (Tata et al., 2018),
et pourrait donc participer a I’héritabilité du syndrome dans I’espéce humaine. Cependant, pour
le moment, aucune étude de suivi longitudinal de patientes avec SOPK et de patientes témoins

tout au long de la grossesse n’a été réalisée.

Par ailleurs dans 1’étude de Tata et al., seules les femmes minces avec un SOPK
présentaient, au deuxiéme trimestre de la grossesse, des taux d’AMH plus élevés que les
témoins ; aucune différence de taux d’AMH circulant n’était retrouvé chez les femmes obéses
entre SOPK et témoins (Tata et al., 2018). Enfin, I’étude de Piltonen et al. (Piltonen et al.,
2019), rapporte des taux d’AMH maternels plus élevés chez les femmes qui portent un enfant
de sexe masculin que chez celles portant un enfant de sexe féminin mais, dans cette étude, la
proportion de femmes avec SOPK était plus importante chez les femmes enceintes de foetus
masculin que chez celles enceintes d’un feetus féminin. D’autres auteurs discutent I’idée que le
sexe du feetus influencerait les taux de stéroides maternels. Ainsi, Caanen et al. retrouvent une
différence selon le sexe feetal : les taux d’androgénes maternels étant significativement plus
élevés chez les patientes avec SOPK uniquement quand elles portent un feetus de sexe féminin
(Caanen et al., 2016; Piltonen et al., 2019). A I’inverse, d’autres auteurs ne retrouvent pas de
différence des taux d’androgenes et d’AMH maternels chez des patientes SOPK selon le sexe
feetal (Vanky and Carlsen, 2012).
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Le lien entre AMH et androgénes pendant la gestation parait trés important et Piltonen
et al. ont rapporté une corrélation positive forte entre les taux d’AMH et d’androgénes a terme
(Piltonen et al., 2019). La plupart des femmes avec SOPK étant hyperandrogéniques pendant
la grossesse, comme décrit précédemment, les travaux de Tata et al. chez la souris exposée in
utero a ’AMH soulévent I’hypothése que cette hyperandrogénie gravidique pourrait étre
secondaire a une action de I’AMH par inhibition de 1’expression ou de ’activité de certaines
enzymes de la stéroidogenése placentaire, en particulier I’aromatase (Cypl9A1l) (Tata et al.,
2018).

h/ Stéroidogenése placentaire chez les femmes avec SOPK et place de
I’AMH

Dans I’espéce humaine, la placentation est dite « hémo-choriale » et ce type de
placentation est associé a une forte stéroidogenése. Le trophoblaste et, plus particuliérement, le
syncytiotrophoblaste est un site actif de stéroidogenése, grand producteur de progestérone,
d’androgeénes, d’cestrone et d’cestradiol. Pour la syntheése des hormones stéroides une
coordination étroite au sein de 1’unité feeto-materno-placentaire est nécessaire. En effet, le
placenta ne posséde pas toutes les enzymes permettant la synthése des hormones stéroides et

une collaboration avec les surrénales feetales et maternelles est nécessaire (Figure 15).

Chez les femmes avec SOPK, qui présentent, pendant la grossesse, des taux
d’androgénes circulants plus importants que ceux des femmes témoins, une diminution de
I’activité enzymatique de 1’aromatase (CYP19A1) a été rapportée (Maliqueo et al., 2013), mais
pas de modification de I’expression du gene (Maliqueo et al., 2015), au contraire de ce qui a
été décrit dans le modeéle murin (Tata et al., 2018). L’activité de la 38 HSD1 placentaire est
augmentee chez les patientes avec SOPK (Maliqueo et al., 2013) alors que son expression est
diminuée dans le placenta du modéle murin (Tata et al., 2018) et n’est pas modifiée dans le
placenta humain (Maliqueo et al., 2015). Dans ce dernier travail de Maliqueo et al., seule
I’expression de la CYP 11A1, parmi les genes des enzymes de la stéroidogenese placentaire,
était retrouvée diminuée dans le placenta de femmes avec SOPK, les profils d’expression des
genes n’étant pas différents selon les phénotypes des femmes avec SOPK (Maliqueo et al.,
2015). Ainsi, chez I’Homme, du fait de ces dérégulations d’activités enzymatiques placentaires,
on assisterait a une augmentation de production d’androgénes par une augmentation de

I’activité de la 3B HSD1 et a un défaut relatif de conversion de ceux-ci en cestrogenes. En effet,
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corroborant cette hypothese, il a été démontré que des feetus féminins de femmes ayant un
défaut du géne de I’aromatase (CYP 19A1) ou de la SHBG, qui sont de rares conditions a
I’origine d’une androgénisation, développent également un SOPK plus tard dans la vie
(Morishima et al., 1995). Enfin, trés récemment, une autre équipe a quantifié I’expression
protéique différentielle de certaines enzymes de la stéroidogenése dans le placenta (178 HSD,
CYP 19A1) par une approche immunohistochimique et n’a pas mis en évidence de différence
entre femmes avec SOPK et témoins (Sun et al., 2020), mais plutét une tendance a une

augmentation de 1I’expression protéique de ces deux enzymes.

3B HSD absente chez le foetus : SURRENALES
MATERNELLES

SDHEA

Cholesteérol Progestérone

CYP 19A1
cYP 11A1\ 3B HSD 3B HSD ___pOestrone \ . op
TROPHOBLASTE | SDHEA —pAndrosténedione

AP Oestradiol
Prégnénolone

178 HSD*ATestostérone
CYP 19A1

Prégnénolone SDHEA

17a hydroxylase
17,20 lyase

17a0H prégnénolone

SURRENALES
FOETALES

17a hydroxylase et 17,20 lyase absentes dans le trophoblaste

Figure 15 : Stéroidogenése de ’unité feeto-placentaire. Pour la synthése des hormones stéroides une coordination
étroite au sein de ['unité feeto (en vert) -materno (en bleu) -placentaire (en rouge) est nécessaire. Au sein du
trophoblaste, sous [’action du Cytochrome P450 sous famille 11 type A1 (CYP 11A1 = CYP 450 SCC (side chain
cleavage)) le cholestérol est transformé en prégnénolone. Au sein du trophoblaste sous [’action de la 3 3 hydroxy-
stéroide déshydrogénase (38 HSD), la prégnénolone est transformée en progestérone. Par ailleurs la prégnénolone
passe la barriere placentaire pour étre métabolisée en 17 — alpha-hydroxy prégnénolone (17a OH Prégnénolone) sous
laction de la 17 a hydroxylase. Celle-Ci est ensuite métabolisée en Sulfate de Déhydroépiandrostérone (SDHEA) qui
pourra étre métabolisé dans le compartiment placentaire en androsténedione par la 38 HSD. L ‘androsténedione pourra
ensuite soit étre convertie en eestrone par le Cytochrome P 450 sous famille 19 type Al (CYP19A1= aromatase) ou en
testostérone par la 17 B hydroxy-stéroide déshydrogénase (178 HSD). L 'estradiol sera obtenu a partir de I’cestrone via

l’action de la 178 HSD ou a partir de la testostérone via l’action du CYP 1941. Créé avec BioRender.com
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Récemment, I’expression de I’AMHR2 dans le placenta a été deécrite dans différentes
especes, dont I’espéce humaine (Novembri et al., 2015; Stojsin-Carter et al., 2017; Tata et al.,
2018). Concernant I’expression de I’AMH les résultats sont discordants : détecté dans I’espéce

humaine mais pas chez le bovin (Novembri et al., 2015; Stojsin-Carter et al., 2017).

De plus, des différences dans les expressions et secrétions des génes, protéines et
stéroides de I’unité foeto-placentaire ont été montrées en fonction du sexe feetal (Clifton, 2010;
Osei-Kumah et al., 2011; Yeganegi et al., 2011; Saif et al., 2014). Dans 1’étude la plus récente,
menée en 2015, Novembri et al., ont recherché, par une approche en gRT-PCR, si, dans I’espéce
humaine, une différence d’expression de I’AMH ou de son récepteur existait au niveau
placentaire en fonction du sexe feetal. Aucune différence n’a été mise en évidence (Novembri
et al., 2015). En revanche, ils ont démontré par Immuno-Histo-Chimie une colocalisation de
I’AMH et de ’AMHR?2 au niveau du syncytiotrophoblaste renforcant I’hypothése d’une action
possible de cette hormone sur le placenta.
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HYPOTHESES ET OBJECTIFS DE TRAVAIL

PREMIERE PARTIE

Comme precédemment décrit, le SOPK est la cause la plus fréquente de troubles de
I’ovulation chez la femme et touche 5 & 20 % de la population féminine mondiale. Il est
caractérise par 2 des 3 symptémes suivants : une hyperandrogénie, un trouble du cycle, un excés
folliculaire. Mais toutes les femmes avec SOPK n’ont pas le méme phénotype. Certaines sont
minces, d’autres obéses, avec un hyperinsulinisme ou non, certaines présentent une
hyperandrogénie ou une LH augmentée de base, d’autres non. La physiopathologie du SOPK

mais également le pourquoi de ces différents phénotypes restent inconnus.

L’AMH, sécrétée chez la femme par les cellules de la granulosa et dont le taux sérique
est tres élevé chez les femmes avec SOPK, pourrait jouer un role dans la physiopathologie du
SOPK en participant, en particulier, aux troubles de la folliculogénese caractéristiques du

syndrome.

De plus, les femmes minces avec un SOPK ont plus freguemment une AMH et une LH
de base plus élevées que les femmes avec SOPK en surpoids ou obeses. Ceci est a mettre en
perspective avec des découvertes récentes de notre équipe chez la souris : les neurones a GnRH,
porteurs du récepteur spécifique de I’AMH, sont régulés par ’AMH et induisent une
hyperactivité du neurone a GnRH a I’origine d’une hypersécrétion de LH par 1’antéhypophyse.
Ainsi, chez certaines femmes avec SOPK, I’AMH ¢élevée pourrait peut-étre jouer un réle central
sur le neurone a GnRH. Cependant, toutes les formes moléculaires de I’AMH ne peuvent pas

agir directement sur ce neurone.

En effet, ’AMH existe dans le sérum sous une forme non clivée inactive appelée
proAMH et des formes clivées, biologiquement actives, appelées AMHn,c (constituée des
fragments N- terminal et C- terminal, associés de fagon non covalente) et AMHc (fragment C-
terminal), mais ce dernier n’est pas présent seul dans le sérum. Seul le fragment C-terminal de

I’AMH peut passer la barriére hémato-encéphalique pour agir sur les neurones a GnRH.

Ainsi, des différences de ratio de chaque forme moléculaire de I’AMH dans le sérum
pourraient étre a l’origine de différentes actions de I’AMH et participer aux différents
phénotypes rencontrés dans la population avec SOPK. Ce ratio a, en effet, déja été montré

comme différent dans différentes populations (filles, garcons, femmes, hommes, femmes
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enceintes...). De plus, en se basant sur des études existantes ayant montré qu’un traitement in
vitro par testostérone ou LH augmentait le clivage de I’AMH, nous avons émis I’hypothése que
I’hyperandrogénie et le taux ¢levé de LH, parfois rencontrés chez les patientes avec SOPK,
pouvait conduire a un taux circulant de forme clivée, active, d’AMH plus élevé chez ces

femmes.

Notre premiére hypothése est donc que le taux sérique d’AMH clivée (forme active
de ’AMH), ou sa proportion, pourrait étre plus important(e) chez les femmes avec SOPK
que chez les témoins. lls pourraient egalement étre différents en fonction de certains
phénotypes de SOPK et participer a I’origine de ceux-ci. Ainsi, un taux d’AMH clivée plus
important pourrait favoriser, par une action centrale, une hyperactivation du neurone a
GnRH dans certaines populations a ID’origine d’une hypertonie de la LH, et
secondairement d’une hyperandrogénie, en particulier chez les femmes minces avec
SOPK présentant habituellement des taux de LH plus élevés. Une autre hypothése serait
que, par une action peériphérique sur l’ovaire, la proportion d’AMH clivée soit au

contraire plus importante chez les femmes souffrant d’une dysovulation, en particulier

chez les femmes obeéses avec SOPK.

Le premier objectif de ce travail était donc de déterminer si les différentes formes
moléculaires de I’AMH, actives et inactives, ou leur distribution relative, différaient entre
les femmes selon leur statut de SOPK ou leur indice de masse corporel (IMC), de
rechercher des corrélations avec certains traits phénotypiques (hyperandrogénie,
hypertonie de la LH...) et d’étudier si les différences entre ces proportions d’isoformes de
I’AMH étaient dues a une augmentation de clivage au niveau du sérum ou du liquide

folliculaire.
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DEUXIEME PARTIE

Ainsi que noté en introduction, il est actuellement décrit que 35 a 70 % des filles de
femmes avec SOPK vont développer un SOPK aprés la puberté (Teede et al., 2018; Dumesic
etal., 2020). Les génes (ou groupes de genes) actuellement identifiés comme ayant un lien avec
le SOPK ne peuvent expliquer que moins de 10 % de cette héritabilité. La principale hypothese
actuelle a I’origine de 1’héritabilité du syndrome serait environnementale/épigénétique. Selon

cette hypothese, I’exposition a certains facteurs in utero favoriserait I’émergence du SOPK.

Des travaux récents de notre équipe sur la souris (Tata et al., 2018) ont mis en évidence
que lorsque I’on injecte de I’AMH (la forme C-terminale active ou proAMH) a des souris
gestantes en intra-péritonéal en fin de gestation, les souriceaux femelles présentent un
phénotype de SOPK (hyperandrogénisation a la naissance puis hyperandrogénie a 1’age adulte,
hyperpulsatilit¢ de la LH et troubles du cycle). Puisque I’AMH ne peut pas passer la barriere
placentaire, cette action de ’AMH serait donc plutdt indirecte, par exemple (1) en modulant
I’activité du neurone a GnRH et la sécrétion de LH maternelle pouvant conduire a une
hyperandrogénie ovarienne ou (2) en inhibant I’aromatase placentaire (comme elle le fait sur
I’aromatase ovarienne) provoquant une modification de la stéroidogenese placentaire a
’origine d’une hyperandrogénie placentaire ayant une action directe sur le feetus (Tata et al.,
2018). En effet, chez le rongeur mais également chez la guenon ou la brebis, 1’exposition in
utero d’un feetus féminin a une hyperandrogénie exogene provoque I’apparition d’un phénotype
SOPK (Foecking et al., 2005; Filippou and Homburg, 2017). Par ailleurs, des travaux encore
plus récents, sur le modéle murin, ont mis en évidence que les dérégulations hormonales,
reproductives et métaboliques provoquées par une exposition initiale a de I’AMH in utero a la
premiere génération pouvaient étre transmises et aggravées aux générations suivantes par un
effet épigénétique (Mimouni et al., 2021), comme cela a été montré également dans un modele

murin exposé in utero aux androgeénes a la premiére génération (Risal et al., 2019).

Chez la femme, il est actuellement bien connu que I’AMH sérique diminue pendant la
grossesse du fait, a priori, de I’hypogonadotropisme physiologique qu’elle engendre (Lutterodt
et al., 2009; Nelson et al., 2010; Tata et al., 2018; Piltonen et al., 2019). Cette baisse est
maximale au troisiéme trimestre de la grossesse puis le taux d’AMH réaugmente de facon
progressive apres 1’accouchement pour retrouver son taux antérieur a la grossesse dans les 6
mois du post-partum (Pankhurst et al., 2020). Concernant les formes moléculaires de I’AMH,
une seule étude dans une population témoin n’a pas montré de variation du ratio de ces

différentes formes actives ou non, en fonction du terme de la grossesse (Pankhurst et al.,
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2016b). Chez les femmes avec SOPK, des études transversales ou longitudinales partielles ont
montré un taux d’AMH plus élevé aux deuxieme et troisiéme trimestres de la grossesse chez
les femmes avec SOPK que chez les femmes témoins (Kéninger et al., 2018; Tata et al., 2018;
Detti et al., 2019; Piltonen et al., 2019; Valdimarsdottir et al., 2019). Aucun suivi dynamique

complet de I’AMH en cours de grossesse n’a été réalisé.

Les études sur la stéroidogenése placentaire humaine sont peu nombreuses et vont dans le
sens d’une modulation d’activité ou d’expression de certaines enzymes de la stéroidogenese,
pouvant favoriser une hyperandrogénie chez les patientes avec SOPK (Maliqueo et al., 2013,
2015; Novembri et al., 2015).

Notre hypothese est que, dans le serum, ’AMH, et en particulier sa forme clivée,
active, reste plus élevée chez les femmes avec SOPK que chez les femmes témoins et ce
jusqu’au dernier trimestre de la grossesse, période a laquelle I’injection de ’AMH chez
la souris gestante provoquait I’apparition du phénotype SOPK chez les petits (Tata et al.,
2018). L’AMH pourrait, en restant plus élevée chez les patientes avec SOPK pendant la
grossesse, participer a ’héritabilité du syndrome dans I’espéce humaine par une action in
utero sur le feetus. Cette action de PAMH pourrait s’exercer en favorisant un état
d’hyperandrogénie in utero via une modification de la stéroidogenese placentaire, avec,
en particulier, une diminution de certaines enzymes comme I’aromatase, ou via une action
centrale sur I’hypothalamus maternel qui conduirait & une exposition feetale a des taux
élevés d’androgénes et possiblement a des modifications épigénétiques prédisposant a la

survenue du syndrome et de ses complications.

Pour tester ces hypotheses, nous avions donc pour objectif de suivre et de comparer
I’évolution du taux plasmatique d’AMH, de ses formes moléculaires et de différentes
hormones stéroides, en particulier les androgénes, entre des populations de femmes
enceintes avec ou sans SOPK avant et tout au long de la grossesse de fagon longitudinale.
Nous avions aussi pour objectif d’étudier les modifications d’expression placentaires de
genes impliques dans la stéroidogenése, en particulier I’aromatase, possiblement

secondaires a cette exposition a des taux plus élevés d’AMH sérique.
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PARTIE 1 :

LES FORMES MOLECULAIRES DE L'AMH, UNE
PROPORTION DIFFERENTE SELON LES STATUTS
SOPK OU METABOLIQUE ?
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Mise en contexte

Pour répondre a notre premier objectif, une étude des formes moléculaires de I’AMH
dans le serum et dans le liquide folliculaire de femmes SOPK et témoins, obéses et de poids
normal, a donc été réalisée de 2016 a 2019. Ces études ont abouti & un article publié insére ci-

dessous et en annexe (Annexe 1).

Résumé en francais

Question de travail : Est-ce que la distribution relative des isoformes de I’AMH dans le sérum
et dans le liquide folliculaire différe d’une patiente a I’autre en fonction de 1’IMC ou du statut
SOPK ?

Matériel et Méthodes : Des femmes obéses et de poids normal, 70 avec SOPK et 37 non
atteintes de SOPK, ont été sélectionnées pour une premiere étude sur le sérum entre 2016 et
2018. Entre 2018 et 2019, des femmes obeses (N = 19) et de poids normal (N = 20), avec ou
sans SOPK en cours de processus de FIV ont été inclues dans la deuxieme étude sur le liquide
folliculaire. L'AMH totale (somme de la proAMH, forme inactive, et de I’AMHn,c, forme
bioactive) et la proAMH ont été mesurées dans les sérums et liquides folliculaires avec une
technique automatisée. L’index de proAMH (API = (proAMH/AMH totale) x100) a été calculé

comme marqueur inverse de conversion de la proAMH en AMHnc.

Résultats : L’API n’était pas significativement différent entre les femmes avec SOPK et les
femmes témoins tandis qu’au sein de chaque sous-groupe (SOPK ou témoin), les femmes
obéses avaient un API plus faible que les femmes de poids normal. En regroupant les femmes
avec SOPK et les témoins, un API plus faible a été mis en évidence chez les femmes obeses
que chez les femmes de poids normal, suggérant une conversion plus importante de la proAMH
en AMHnc. L’API dans le sérum était corrélé de fagon significative avec les parameétres
métaboliques. Dans le liquide folliculaire, I’API n’était pas différent entre les femmes obéses
et les femmes de poids normal, quel que soit le statut SOPK ou non, et était significativement

plus élevé que dans le sérum prélevé au méme moment chez la méme patiente.

Conclusions : La proportion de la forme inactive de I’AMH dans le sérum est plus élevée chez
les femmes de poids normal que chez les femmes obeses. Ce n’est pas le cas dans le liquide
folliculaire. Le statut SOPK ne change pas cette proportion. La conversion de la proAMH
inactive en sa forme clivée active semble intervenir en extra-ovarien et étre exacerbé chez les

femmes obéses.
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Article

The proportion of cleaved anti-Mullerian hormone is higher in serum but

not follicular fluid of obese women independently of polycystic ovary

syndrome

Maéliss Peigné?, Pascal Pigny**, Michaél W. Pankhurst®, Elodie Drumez®’, Anne Loyens?

Didier Dewailly*?, Sophie Catteau-Jonard“*, Paolo Giacobini'*®

Reproductive Biomedicine Online
Volume 41 Issue 6 2020
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Structured Abstract

Study question: Does the relative distribution of anti-Mdllerian hormone (AMH) isoforms
differ between patients depending on their body mass index (BMI) and polycystic ovary

syndrome (PCOS) status in serum and follicular fluid?

Design: Obese and normal weight patients (PCOS [n=70]; non-PCOS:[n=37]) were selected
for this case-control study in the serum. Between 2018 and 2019, obese (n = 19) and normal
weight (n = 20) women with or without PCOS who were receiving IVF treatment were included
in the follicular fluid study. The bio-banked serums and follicular fluids were tested for
total AMH (proAMH and AMHn,c combined) and proAMH using an automatic analyzer. The
AMH prohormone index (API= [proAMH]/[total AMH]x100) was calculated as an inverse
marker of conversion of proAMH to AMHn c, with only the latter isoform that could bind to
the AMH receptor-complex.

Results: The API was not significantly different between controls and women with PCOS,
whereas obese women had a lower API versus their normal weight counterparts. Grouping
PCOS and controls, a lower API was found in obese versus normal weight women, suggesting
a greater conversion of proAMH to AMHNn,c. The API in the serum was significantly correlated
with metabolic parameters. In the follicular fluid, APl was not different between obese and

normal weight women independently of PCOS and is higher than in the concomitant serum.

Conclusions: The proportion of inactive form of AMH in the serum is higher in normal weight
versus obese women but not in the follicular fluid, independently of PCOS. The conversion of
proAMH into the cleaved isoform is likely occurring in extra-ovarian tissues and exacerbated

in obese individuals.

Keywords: PCOS; AMH; molecular forms; BMI; obesity; follicular fluid
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Introduction

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is a complex reproductive endocrine disorder, affecting up
to 20% of women of reproductive age and representing the primary cause of anovulatory
infertility worldwide (Teede et al., 2018). In about 50% of cases, PCOS associates with
metabolic disturbances, such as obesity, type 2 diabetes mellitus, cardiovascular disease and
other comorbidities (Dumesic et al., 2015; Escobar-Morreale, 2018). Moreover, obesity itself

increases the symptoms of PCOS such as ovulation disorders or hyperandrogenism.

A frequent hallmark found in women with PCQOS, is an elevation of Anti-Mdllerian hormone
(AMH) serum levels, which have been reported to be 2-3-fold higher than in women with
healthy ovaries (Cook et al., 2002; Pigny et al., 2003). The severity of the PCOS phenotype
correlates with AMH production, which is higher in anovulatory than in ovulatory PCOS
patients (Pellatt et al., 2007; Catteau-Jonard et al., 2012; Abbara et al., 2019). Clinically
observed correlations between enhanced basal levels of AMH and PCOS have led to a potential
physiological role for AMH in “follicular arrest” in women with PCOS (Dewailly et al.,
2014a). In this pathology, enhanced numbers of primary and small secondary follicles secrete
abnormally high levels of AMH, that associates with excess androgen production/secretion and

leading to arrested follicular maturation (Dewailly et al., 2014a).

AMH is a glycoprotein synthesized as a homo-dimeric prohormone of 140 kDa (composed of
two monomers of 70 kDa), which undergoes a proteolytic cleavage at monobasic sites to
become biologically active (Pepinsky et al., 1988; di Clemente et al., 2010). The cleavage of
AMH gives rise to a 110 kDa N-terminal homodimer formed by two 57 kDa subunits (AMHNn)
and a 25 kDa active C-homodimer composed of two identical 12.5 kDa (AMHc) subunits.
These 2 homodimers remain associated in a non-covalent complex (AMHn,c) (Pepinsky et al.,
1988; Nachtigal and Ingraham, 1996). Although having no intrinsic activity, AMHn has the
role of amplifying the biological activity of the AMHc (Wilson et al., 1993). AMHnc and its
pro-hormone (proAMH) are found in blood but there is little evidence for the presence of free
AMHc (Pankhurst and McLennan, 2013). This suggests that circulating cleaved AMHn c levels
represent the receptor-competent isoform available for a hormonal function in a variety of

tissues and organs expressing the exclusive binding- receptor AMHR2 (Barbotin et al., 2019).

Several studies point to AMH as a useful marker for the diagnosis of PCOS; however,
challenges to the use of AMH to diagnose PCOS have been fully reviewed in Teede et al. 2018
(Teede et al., 2018). Abbara et al. (Abbara et al., 2019) recently suggested that AMH has

potential as a biomarker for diagnosis of PCOS, outperforming antral follicles count, and
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greater elevations in AMH were associated with a more certain diagnosis of PCOS. However,
due to the variability in levels using first-generation and less reliable assays, and the lack of an
international standard, AMH has not yet been adopted as part of the diagnostic criteria for
PCOS (Teede et al., 2018).

In recent years, novel approaches and analytical assays have been used (Pankhurst et al., 2017;
Wissing et al., 2019), which aim to determine whether the ratios of proAMH or AMHn in
serum are altered in women with PCOS relative to women without PCOS, and to understand
if different AMH-related isoforms can be used to predict PCOS. The results of those studies,
however, are conflicting, either reporting differences in the mean proAMH-AMHNn,c ratio in
the PCOS group compared with the unaffected control group (Pankhurst et al., 2017) or
reporting no differences in the relative distribution of the AMH isoforms between those groups
(Wissing et al., 2019). We hypothesized that part of the discrepancies could be due to the
heterogeneity of the disorder and that stratifying women with and without PCOS based on their
metabolic phenotype (body mass index [BMI]) could better help to pin-point eventual
differences in AMH cleavage. These difference in AMH cleavage could lead to relative higher
levels of active AMH in the serum which could contribute to the existence of different PCOS
phenotypes.

The aims of this study were, therefore, to determine if the relative distribution of AMH
isoforms differ from one patient to another depending on their BMI and PCOS status, and to
investigate whether differences in the proportions of AMH isoforms are caused by increased
proAMH cleavage occurring in the follicular fluid or in the serum.

Materials and Methods

Population for early follicular phase serum study

Patients referred to our department at an academic hospital for hyperandrogenemia, oligo-
anovulation, infertility, or all of three, were identified from a database that included clinical,
hormonal and ultrasound features, which were consecutively recorded between January 2014
and December 2018 . A total of 70 women with PCOS (42 obese; BMI > 30 kg/m?, and 28
normal weight; BMI <25kg/m?) and 37 controls (16 obese and 21 normal weight) were selected
retrospectively, as described below. Patients were included in the PCOS group according to a
modified Rotterdam classification (Rotterdam ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS consensus

workshop group, 2004), i.e., presence of at least 2 out of the 3 following items: -1)
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hyperandrogenism (clinical or biological; as previously described (Peigné et al., 2018); -2)
oligo-anovulation, i.e. oligomenorrhea or amenorrhea; -3) presence of Polycystic Ovarian
Morphology at ultrasound, with an ovarian area 5.5 cm? or greater, a follicle number per ovary
of 19 or more, or both, according to our in-house thresholds, as previously reported (Jonard et
al., 2005; Dewailly et al., 2011).

Controls were referred to our department for infertility caused by tubal, sperm abnormality, or
both. None of these women had any component of the Rotterdam classification: they had
regular cycles, no hyperandrogenism and normal ovaries at ultrasound. All medications known
to affect metabolism, e.g. metformin, or ovarian function, e.g. oral contraceptive pill, had to be

stopped at least 3 months before blood tests and ultrasound.

Investigations

During the medical examination, age, height, weight, and waist circumferences were
registered. Blood sampling was carried out in the early follicular phase, i.e. between cycle days
2 and 5; either spontaneous or induced by dydrogesterone. Immunoassay was used to measure
FSH, estradiol, LH, total testosterone, fasting serum insulin levels using an automatic analyzer
(Architect) (Abbott Laboratories Abbott Park, IL, USA). Sex Hormone Binding Globulin
(SHBG) levels were measured by immunoassay using the Immulite analyzer (Siemens,
Munich, Germany). Androstenedione levels were determined by liquid chromatography-mass
spectrometry. Low limit of quantitation and intra-/ inter-assay variation are specified in

Supplementary Table 1.

Analyte Immunoassay platform Limit of Quantification Intra-Assay CV (%) Inter-Assay CV (%)
FSH 0.2 Ul/L 2.6-3.3 3.3-4.2
LH 0.1 Ul/L 1.7-3.6 2.4-4.4
Estradiol Architect (Abbott Lab) 20 pg/ml 1.4-6.4 1.8-7.4
Total Testosterone 0.05 ng/ml 2.0-5.1 2.8-5.2
Insulin 1 mul/L 1.8-4.2 2.1-5.2
SHBG Immulite 2000 (Siemens) 2 nmol/L 2.3-53 4.0-6.6
Androstenedione LC MS MS 0.023 ng/ml 2.9-3.1 5.5-7.0
AMH Access Dxi (Beckman Coulter) 0.47 pmol/L 1-1.2 2.9-4.7

Supplementary Table 1: Low limits of quantification and intra-/ inter-assay variation of analytes
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Biochemical tests (glucose, lipid levels) were carried out in the central biochemistry
department of the hospital using routine assays on Roche analyzers.

Population for follicular fluid and concomitant serum study

Between October 2018 and January 2019, women undergoing IVF ovarian stimulation were
included prospectively either in the obese (PCOS or control) or the normal weight group
(PCOS or control). Selection criteria were identical to those described earlier. Follicular fluid
collected after oocyte retrieval (as described below), and serum, retrieved at the last hormonal
check-up (2-3 days before oocyte retrieval and frozen at -20° after hormonal analysis) were
used for AMH measurements.

Follicular fluid samples

All follicles over 12 mm were retrieved during the oocyte retrieval procedure. After oocyte
isolation for IVF procedure, follicular fluid was collected, centrifuged at 1680 g for 5 min to

remove cells and frozen at -80° until analysis.
Anti-Mullerian hormone measurements

Routinely, fully automated Access Dxi sandwich chemoluminescent immunoassays (Beckman
Coulter, Brea, CA, USA) were used to measure serum AMH levels. The standard used in the
Access Dxi assay is the human recombinant 140 kDa AMH. Its limit of detection is around
0.47 pmol/L (Pigny, unpublished) and its measurement range is 0.47-150 pmol/L (van Helden
and Weiskirchen, 2015) (Supplementary Table 1). The Access Dxi assay used the same
antibodies pair as the AMH Gen Il ELISA: a capture antibody binding C-terminal part of
AMH part and a detection antibody initially thought to be directed against the C-terminal of
AMH but which also required the N-terminal part of AMH for correct detection (Kevenaar et
al., 2006; Pankhurst et al., 2014). On the basis of these features, it can be assumed that the
Access Dxi assay recognizes in the biological samples both the proAMH (uncleaved) and the
AMHNnc (receptor competent-active). To fix this point, four serums were spiked with 10-25
ng/ml of recombinant AMHc (25 kDa, R&D Systems, MIS 1737). Results showed the absence
of cross-reactivity of AMHc in this assay (Supplementary Table 2).
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AMH (pmol/L) serum 1 AMH (pmol/L) serum 2 AMH (pmol/L) PBS + BSA

Control 20.4 26.0 NA
+10 ng/ml AMH_, 19.4 25.6 0
+25 ng/ml AMH_, 19.3 25.9 0

Supplementary Table 2: AMHc Cross-reactivity test in AMH Dxi automatic analyzer (Beckman-Coulter)

It was, therefore, concluded that the only molecular AMH forms detected in the serum by Dxi
Automatic analyzer were proAMH + AMHnc which were defined as total AMH
(Supplementary Figure 1A).

A Untreated B  After Desoxycholate (DOC) pre-treatment

1 42 *5.‘&5
Pro AMH . ;
m (140 kDa) ])t‘I“Civll Pl X A.\IH
by (140 kDa)
®

. ’E‘ Beckman
[ ] Coulter

~ Access Dxi

AMH test

N term (110 kDa)
o ST

N term (110 kDa)
ﬁ
f\ctiv.e ? C term (25 kDa) T
isoforms

DOC treatment — Dissociation of
m C term (25 kDa) AMH, associated forms
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(25 kDa)
N
Detection Ab * Capture Ab @ Biotine

Supplementary Figure 1: Specific assay for proAMH measurement.

Fully automated Access Dxi sandwich chemoluminescent immunoassay (Beckman Coulter) was used to measure
serum AMH levels. It uses a capture antibody binding C-terminal part of AMH part and a detection antibody
binding the N-terminal part of AMH. Based on these features, the Access Dxi assay recognizes both the proAMH
and AMH\yc, defined as total AMH (ProAMH + AMHy ¢ = total AMH). A specific assay for proAMH measurement
was built including a deoxycholate (DOC) treatment step of the serum which leads to the dissociation of the non-
covalent link between N-terminal and C-terminal parts of AMHyc which prevents binding of the detection

antibody. ProAMH is unaffected by the DOC treatment as the molecule is uncleaved (cf Supplementary Table 3).
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Specific measurement of AMH molecular forms in serum and follicular fluid

A specific assay for proAMH measurement was built for Beckman Coulter Dxi automatic
analyzer based on previous protocol designed with the AMH Gen Il ELISA (Pankhurst and
McLennan, 2016) and used in the left-over serum or follicular fluid of the patients. This
experimental protocol included a deoxycholate (DOC) treatment step of the serum, which leads
to the dissociation of the non-covalent link between N-terminal and C-terminal parts of
AMHNn c, which prevents binding of the detection antibody. ProAMH is unaffected by the DOC

treatment as the molecule is uncleaved (Supplementary Figure 1B).

With the Gen Il ELISA, the DOC treatment step was performed between the capture and
detection steps, which is feasible in a manual assay but not possible with an automatic assay.
Therefore, the samples were pre-treated before assaying AMH with the analyzer. On the basis
of the study by Pankhurst and Mc Lennan (Pankhurst and McLennan, 2016), independent
experiments were conducted to set up DOC concentration, incubation time and temperature.

The final protocol is described below.

Two 150-pL aliquots were made from each sample (bio-banked serum or follicular fluid, stored
at -80°). Phosphate Buffered Saline (0.02 M, pH = 6.8, 37°C) was added in one aliquot (control)
whereas sodium deoxycholate in PBS at 37°C (final concentration 0.23%, i.e. 2333 pg/ml,
corresponding to nearly 6000 times more than the endogenous serum DOC concentration) was
added in the second aliquot. Aliquots were incubated at 37°C for 15 min before being spiked
again with DOC or PBS solution and further incubated for 15 min at 37°C. Final volumes of
both aliquots were 300 pL, which allow a direct measurement with the Beckman Coulter
Access Dxi automatic analyzer. Control aliquot with PBS allows the measurement of total
AMH in the sample, whereas aliquot with DOC treatment allows the measurement of proAMH

only (Supplementary Figure 1).

The AMH prohormone index (API; (Pankhurst and McLennan, 2016)) was calculated as a
surrogate marker of conversion of proAMH to AMHNn ¢ ; API = [proAMH]/[total AMH] x 100.

Validation of the specific proAMH assay

As previously described (Pankhurst and McLennan, 2013), an aliquot of recombinant human
AMH was treated with furin to convert proAMH to AMHn.c. By western blotting, it was

observed that the untreated preparation (recombinant human AMH) mainly contains proAMH

88



(around 77% after densitometric analysis) whereas the furin-treated preparation mainly
contains AMHn,c (around 60%) (Supplementary Figure 2A-B).

A total of 2- pg of proteins were loaded in each well composed of 4-12% Tris-glycine
bisacrylamide gels at 120 volts for 15 min and then 150 volts for 75 min using the Xcell
Surelock Mini-Cell system (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Proteins were transferred to a
0.45-pum nitrocellulose membrane (Whatman PLC, Maidstone, UK) at 30 volts for 1 h 30 min
on ice. Membranes were blocked in TBS-T (tri-buffered saline, 0.05% Tween 20) plus 5% milk
for 1h at room temperature, followed by incubation with 0.1 ng/ml primary antibody (AF2748)
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) in TBS-T plus 5% bovine serum albumin overnight
at 4°C. The next day, membranes were incubated with a horseradish peroxidase-conjugated
secondary antibody (IRDye680 Donkey anti-goat immunoglobulin G antibody) (LI-COR
Biosciences, Lincoln, NE, USA) diluted at 1:10000 in TBS-T plus 5% milk for 1h at room

temperature.

Finally, the membranes were incubated in SuperSignal West Pico PLUS (ThermoFisher,
Walthman, MA, USA) and revelation was carried out in a dark room using X-ray films. Fiji

image analysis software was used for quantification.

Both preparations were measured after dilution using our specific assay for proAMH. As
expected, addition of DOC induced a strong decrease of the AMH concentration in the furin-
treated preparation. This demonstrated that DOC treatment reduces the assayed AMH value in
a manner that is consistent with dissociation of the AMHn,c complex (Supplementary Figure
2C). The assayed AMH values after DOC pre-treatment were not modified by the lipid profile
of the dilution medium (serum of menopausal women with or without dyslipidemia, or in the
standard of the Access Dxi assay, which does not contain AMH or lipids) (Supplementary
Figure 2D).

No difference in total AMH levels measured with the Dxi Analyzer was observed between
proAMH (either standard of the Access Dxi assay or recombinant AMH provided by Dr.
Michael Pankhurst (Pankhurst and McLennan, 2016)) treated by DOC versus PBS buffer
(Supplementary Table 3), thus confirming that proAMH is unaffected by the DOC treatment.
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Densitometry analysis of Western blotting ProAMH Total AMH proAMH/
(wells with | ) totaAMH
rhAMH treated by PBS (Furin —in2 A) * 21024 27431 76.6%
rhAMH treated by Furin (Furin +in2 A)* 14558 36222 40.2%
ELISA AMH measurement on Beckman Dxi AMH measurement AMH measurement after
after buffer pre DOC pretreatment
treatment (pmol/L) (pmol/L)
rhAMH treated by Furin diluted in serum of
menopausal women with high lipid levels 1104 49.4
rhAMH treated by Furin diluted in serum of
menopausal women with normallipid levels 1172 52.6
rhAMH treated by Furin diluted in the
standard of the Access Dxi assay containing 98 56.2

nor AMH nor lipids

ELISA AMH measurement on Beckman Dxi AMH measurement after buffer pre

AMH measurement after DOC pretreatment

Decrease in AMH measurement after

treatment (pmol/L) (pmol/L) DOC pretreatment
rhAMH treated by PBS (Furin —in2A ) * 110.2 101.2 8.2%
rhAMH treated by Furin (Furin +in 2A) * 114 69.8 38.8%

Supplementary Figure 2: DOC pretreatment dissociates AMHnc.

An aliquot of rhAMH was treated with furin to convert proAMH to AMHy ¢ as previously described by Pankhurst

and Mc Lennan (Pankhurst and McLennan, 2013). (A) Representative western blot of three experimental

replicates: rhAMH treated with furin (+) or not (-), at different concentration (180 ng/ml or 270 ng/ml). Western

blot was performed under reducing condition using primary antibody against a recombinant AMH propeptide,

which predominantly maps to the N-terminal region (antigen: Leul9-GIn450, AF2748, R&D Systems). The

location of proAMH, AMHy and alternatively cleaved AMH (consisting of amino-acids 255-560 (AMHass.s560) are

marked with arrows («—). (B) Densitometric analysis (a.u.. arbitrary units) of rhAMH (treated or not with furin)

positive bands at 180 ng/ml (] in A) of the representative western blot presented in (A). (C) Both preparations

were measured 3 times after dilution in the standard of the Access Dxi assay (without AMH nor lipids) using our

specific assay for proAMH (values are mean of the 3 measurements). (D) AMH measurement of rhAMH treated

by furin with and without DOC in different dilution mediums (serum of menopausal women with or without

dyslipidemia, or in the standard buffer of the Access Dxi assay, which lacks AMH and lipids).

proAMH (pmol/L) Cal 0: 0 Cal 2: 4.2 Cal 3: 28.7 Cal 4:72.1 Cal 5:179.3 rhAMH: 180
’;’;"tr"e' aTnigf:t”(eaneg‘lt/f)ﬂer buffer 0 4.0 27.2 64.2 169.2 176
gr';/'trHeaTn‘izf]‘t”g"me;l}Ster DOC 0 3.8 26.4 64.6 157.4 163.6

Supplementary Table 3: ProAMH is unsensitive to DOC treatment.

Cal : standards of the Access Dxi assay (from Cal 0 to Cal 5) containing proAMH 140kDa, rhAMH provided by
Pankhurst et al.(Pankhurst and McLennan, 2016) containing approximately 93 % of pro AMH (cf western blot
in supplementary figure 2)
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Statistical analysis

SPSS software 22.0 (SPSS Inc) (Chicago, IL, USA) was used for all statistical analyses. Results
were expressed as medians, with fifth to 95" or 10" to 90" percentiles for continuous variables
and by the frequencies and percentages for categorical variables. Comparisons between two
independent groups were performed using the Mann-Whitney U test and between dependent
groups (for paired comparison between follicular fluid and serum results) using the Wilcoxon
signed rank test. Comparisons between four groups were conducted using the analysis of
variance test (ANOVA test) with post-hoc pairwise comparisons between obese and normal
weight controls, and obese and normal weight PCOS after applying Bonferroni correction. The
correlations between the various parameters were expressed as Spearman’s correlation
coefficient (r). P <0.05 was considered to be significant and a r absolute value > 0.4 was

considered to be strong.
Ethics

For the first part of the study, all patients had previously provided informed consent for the use
of their clinical, hormonal, ultrasound records and leftover serum. For the second part of the
study, all patients provided informed consent for the use of their follicular fluid and leftover
serum. The Institutional Review Board of the University Hospital granted unrestricted
approval to the anonymous use of clinical, hormonal, ultrasound records and biologic
collection from all patients (reference DC-2008-642, approved July 2009).

Results
Molecular forms of anti-Mullerian hormone in early follicular phase serum

One hundred and seven women were selected for this first part of the study: 70 women with
PCOS (42 obese and 28 normal weight) and 37 controls (16 obese and 21 normal weight). The
main clinical, hormonal, metabolic and ultrasound characteristics of the study population are
presented in Table 1 and Supplementary Table 4.
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Control (N=37) PCOS (N=70)
P value
Normal weight (NC) Obese (0OC) Normal weight (NP) Obese (OP)
N=21 N= 16 N=28 N=42
Med (5-95) Med (5-90) Med (5-95) Med (5-95)

Age (y) 32.0(22.4-38) c,d 31.5(25-35.3)c 23(16.3-33) a,b 27(19.1-38.0)a <0.001
Weight (kg) 59.0(47.1-65.4)b,d 94.2 (81.0-129.1) a,c 55.8 (44.4-72.7)b,d 91.0 (74.0-123.5) a,c <0.001
BMI (kg/m?) 20.7 (16.4-24.9) b,d 33.7 (29.0-43.85) a,c 20.5 (17.1-25.9) b,d 34.0(30.0-42.95)a,c  <0.001
Waist Circumference (cm) 72.0 (58.5-78.9) b,d 103.5(79.5-133.2) a,c 77 (62.8 -100) b,d 107.0(95.1-129.9)a,c  <0.001
Testosterone (ng/ml) 0.22 (0.13-0.41) c,d 0.31(0.16-0.41)d 0.38(0.17-0.64) a 0.45(0.21-0.88) a,b <0.001
Androstendione (ng/ml) 0.94 (0.5-1.58) c,d 0.77 (0.42-1.72) c,d 1.29(0.74-2.87) a,b 1.43 (0.64 - 3.04) a,b <0.001
Estradiol (pg/ml) 36.0 (18.8-67.6) 34.0 (17.0- 60.5) 34.0 (16.2-94.4) 42 (28.1-64.8) 0.565
LH (1u/L) 4.1(1.53-12.7) 3.05(1.5-5.5)c,d 5.4(2.4-17.2)b 5.2(2.2-11.7)b 0.005
FSH (1U/L) 5.5(3.5-10.2) 5.35(4-7.67) 5.1(2.9-6.9) 5.0(3.2-8.2) 0.135
SHBG (pmol/L) 70.4 (40.7 - 103.8) b,c,d 36.3(17.2-65.75) a 47.5(24.9-96.8) a,d 28.8(10.1-64.2) a, c <0.001
Fasting Glycaemia (g/L) 0.77 (0.71-0.9) d 0.86 (0.7 -0.99) 0.81(0.69 - 0.94) 0.85(0.72-1.13) a 0.013
Fasting Insulinemia

(mlu/L) 3.4(0.9-13.0)d 5.6 (2.5-12.22)d 4.6 (2.0-12.7)d 11.6 (3.1-24.5) a,b,c <0.001
Total cholesterol (g/L) 1.8(1.1-2.4) 1.66 (1.29-2.36) 1.74 (1.19- 2.6) 1.89 (1.46 - 2.65) 0.182
HDL cholesterol (g/L) 0.58 (0.38-0.77) b,d 0.48 (0.32-0.61) a 0.56 (0.376-0.78) d 0.45 (0.29 - 0.58) a,c <0.001
LDL cholesterol (g/L) 1.03 (0.57-1.58) 1.06 (0.66 — 1.59) 0.98 (0.58 - 1.74) 1.26 (0.78 - 1.81) 0.183
Triglycerides (g/L) 0.59(0.36-1.42) d 0.86 (0.44 — 1.65) 0.65 (0.33-1.65)d 1.1 (0.58-2.98) a,c <0.001
Total AFC both ovaries 22 (8.5-35)c,d 21(6-30.1)c,d 52(14.2-123)a,b 55(24.3-99.0) a,b <0.001

Table 1: Population characteristics in the early follicular phase serum study.

a: statistically different from normal weight control (NC); b: statistically different from obese control (OC); c:

statistically different from normal weight women with PCOS (NP); d: statistically different from obese women with

PCOS (OP).
1vs2 1vs3 lvs 4 2vs 3 2vs 4 3vs4

NCvs OC NC vs NP NC vs OP OCvs NP OC vs OP NP vs OP
Age (y) 1.0 <0.001 0.01 <0.001 0.081 0.055
Weight (kg) <0.001 1.0 0.01 <0.001 0.288 <0.001
BMI (kg/m?) <0.001 1.0 <0.001 <0.001 1.0 <0.001
\Waist Circumference (cm) <0.001 0.481 <0.001 <0.001 0.854 <0.001
Testosterone (ng/ml) 1.0 0.005 <0.001 0.477 0.002 0.191
/Androstendione (ng/ml) 1.0 0.011 0.001 0.037 0.005 1.0
Estradiol (pg/ml) 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
LH (IU/L) 0.655 0.329 1.0 0.004 0.030 1.0
FSH (IU/L) 1.0 0.305 0.195 1.0 1.0 1.0
SHBG (pmol/L) <0.001 0.006 <0.001 0.419 0.213 <0.001
Fasting Glycaemia (g/L) 0.215 1.0 0.038 0.521 1.0 0.114
Fasting Insulinemia (mIU/L) 0.770 1.0 <0.001 1.0 <0.001 <0.001
Total cholesterol (g/L) 1.0 1.0 0.603 1.0 1.0 0.348
HDL cholesterol (g/L) 0.004 1.0 <0.001 0.050 0.794 <0.001
LDL cholesterol (g/L) 1.0 1.0 0.127 1.0 0.794 0.104
Triglycerides (g/L) 1.0 1.0 <0.001 1.0 0.146 <0.001
Total AFC both ovaries 1.0 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 1.0

Supplementary Table 4: p values for intergroup comparisons of patient’s characteristics.

NC: normal weight control; OC: obese control; NP: normal weight PCOS; OP: obese PCOS
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Total AMH and proAMH levels were higher in women with PCOS, independently of their
metabolic features (BMI and insulin resistance, indirectly evaluated by waist circumference,
SHBG levels and fasting insulinemia), compared with controls: respectively for total AMH
(PCOS: 47.4pmol/l, 95%CI 26.5 to 133.5 versus controls:17.2pmol/l, 95%CI 7.8 to 35.7; P <
0.001) and proAMH (PCQOS: 19.6pmol/l, 95%CI1 7.5 to 55.3 versus controls: 6.6 pmol/l, 95%ClI
2.6 to 15.9; P < 0.001). The AMH prohormone index (APl = [proAMH]/[total AMH] x 100)
was then used as a surrogate marker of conversion of proAMH to AMHn, i.e. low index
indicating increased proAMH conversion into receptor-competent isoform. No difference in
the API was found between patients with and without PCOS when we stratified the population
study group based only on PCOS diagnosis (PCOS: 34.6%, 95%CI 28.6 to 48.3 versus controls:
38.2%, 95%CI 28.7 to 51.0; P = 0.8).

When patients were grouped by BMI, obese women compared with their normal weight
counterparts in both control and PCOS groups had an API significantly lower (respectively for
controls with normal weight: 39.02%, 95%CI 32.2 to 54.5 versus obese: 34.6%, 95%CI 28.12
to 42.48; p = 0.015; and for women with PCOS with normal weight: 42.4%, 95%CI 31.5 to
48.6 versus obese: 35.22%, 95%CI 27.63 to 49.42; p < 0.001), suggesting a greater conversion
of proAMH to AMHNnc (Figure 1; Supplementary Table 4) . Serum total AMH and proAMH
levels were not significantly different between obese and normal weight women in each group
(Figure 1; Supplementary Table 4), respectively, in control group for serum total AMH
levels (p=1.0) and for serum proAMH level (p=1.0) and in the women with PCOS group for
serum total AMH (p = 1.0) and for serum proAMH level (p =0.468).

Control (C) PCOS (P)
N=37 N=70
Normal weight p p Normal weight p p
(NC) Obese (OC) (NP) Obese (OP)
Med (5t -95th) Med (5" -90t") Med (5t -95t") Med (5t -95t)
N=21 N=16 N=28 N=42
¢ (p<0.001 ¢ (p<0.001 a (p<0.001 a (p<0.001
EFP total AMH p ) b ) (p ) 47.3 (23.51 - p )
(pmol/L) 17 (6.56 — 36.06) |d (p<0.001) 17.9 (8.6 —29.72)|d (p<0.001) 48.4 (26.7 - 128.3) | b (p<0.001) [153.3) b (p<0.001)
<0.001 <0.001 <0.001 <0.001
EFP pro AMH c(p ) c(p ) a(p ) a(p )
(pmol/L) 6.6 (2.42 -18.0) |d (p<0.001) 6.2 (2.6 —12.66) [d (p<0.001) 22.2 (10.8-56.7) |b (p<0.001) [17.6(6.9-52.5)|b (p<0.001)
b (p=0.015 =0.015 b (p=0.004 =0.004
p ) 34.6 (28.12 — alp ) p ) 35.22 (27.63 - alp )
EFP API (%) 39.02 (32.2-54.5)|d (p=0.004)  [42.48) c(p=0.004)  |42.4(31.5-48.6) |d(p<0.001) |49.42)a,c ¢ (p<0.001)

Supplementary Table 5: AMH molecular forms in the early follicular phase (EFP) serum: women with polycystic
ovary syndrome (PCOS) versus controls split by body mass index (BMI). a: statistically different from normal weight
control (NC); b: statistically different from obese control (OC); c: statistically different from normal weight women
with PCOS (NP); d: statistically different from obese women with PCOS (OP).
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Figure 1: AMH molecular forms in the early follicular phase (EFP) serum: women with polycystic ovary

syndrome (PCQOS) versus controls split by body mass index (BMI).
Total AMH (pmol/L), AMH proprotein (proAMH) (pmol/L) and API = (proAMH/total AMH) x100 in women with
PCOS and controls, according to their BMI (obese = BMI > 30.0 kg/m?) and normal weight (BMI < 25.0 kg/m?).

Green dots : control women (N= 37) with lighter green dots, normal weight control women (N = 21) and darker

green dots, obese control women (N = 16); Orange dots : women with PCOS (N= 70) with lighter orange dots,

normal weight women with PCOS (N = 28) and darker orange dots, obese women with PCOS (N = 42). Data are

presented as medians with interquartile ranges. * p = 0.015, ** p = 0.004, *** p < 0.001 Groups that are not

linked by a line did not exhibit statistically significant differences.
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Possible interactions between the API and pathophysiological features of PCOS were then
investigated. When patients with PCOS and controls were grouped, a significantly lower API
was found in obese compared with normal weight women (34.9 %, 95%CI 28.1 to 47.5 versus
41.2%, 95%CI 32.8 to 50.2, respectively; p<0.001), whereas total AMH and proAMH levels
were not significantly different p = 0.393 and p = 0.945, respectively).

In the whole population (n = 107), the API negatively correlated to some metabolic parameters:
weight (r = -0.578; p <0.01), BMI (r = -0.557; p <0.01), waist circumference (r = -0.530; p
<0.01), triglycerides level (r = -0.191; p < 0.05) and fasting insulinemia (r = -0.351; p < 0.01)
(Figure 2, Table 2). Moreover, the API was found to be positively correlated with SHBG (r
=0.293; p < 0.01), and HDL cholesterol level (r = 0.221; p < 0.05) (Figure 2, Table 2). No
significant correlation was found with serum androgens, LH, LDL cholesterol or total

cholesterol levels (Table 2).

Serum EFP API FF API
rho Spearman rho Spearman

Age -0.16 .088
[Weight -.578"" -192
B MI -557" -094
[Waist Circumference -530" -262
[Testosterone -0.168 -052
IAndrostendione -0.073 -.080
[Estradiol -0.025 092
LH 0.042 -128
[FSH 0.134 278
SHB G 293" 650
[Fasting Glycaemia -0.121 -285
Fasting Insulinemia -3517 -.550
[Total cholesterol -0.056
HDL Cholesterol 240
ILDL cholesterol -0.092
[Iriglvcerides -1917
[Total AFC both ovaries 0.003 -062
Serum total AMH at the end of -197
stimulation (ES)

erum proAMH at ES -136

erum API at ES 283

Table 2: Correlation of proAMH ratio in the serum and follicular fluid with clinical, hormonal,
ultrasonographic, and metabolic parameters.

EPF: early follicular phase, FF: follicular fluid; *significant at the level 0.05 (bilateral), ** significant at the level 0.01
(bilateral)
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Figure 2: Correlation of AMH prohormone index (API) in the early follicular phase serum with metabolic

parameters.

Spearman correlation; EFP: early follicular phase, API: (proAMH/totalAMH) x 100 . * p < 0.05, ** p <0.01,

r = correlation coefficient.
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Molecular forms of anti-Mdllerian hormone in follicular fluid and serum of patients at the

end of ovarian stimulation

ProAMH is known to be secreted by granulosa cells and thus released into the follicular fluid
before reaching the serum (Campbell et al., 2012). An attempt was made to determine whether
the cleavage of this protein occurs within the ovaries or in the serum by analysing the API in

those samples.

Because the API in early follicular phase serum was only different between obese and normal
weight women, this second part of the study focused on 39 patients: 20 normal weight women
(including 10 with PCOS) and 19 obese women (including nine with PCOS). The proportion
of patients with PCOS in both groups (obese and normal weight) was not different (p = 1.0).
The main clinical, hormonal, metabolic, ultrasound and ovarian stimulation features of this

second study population are shown in Supplementary Table 6.

Normal weight Obese
N=20 N=19
Med (1690) or Med (1690) or p
N (%) N (%)
Age (y) 33.5(27.2-39) 32 (25-40) 0.444
Weight (kg) 59 (50.2-73.9) 83 (70-96) <0.001
BMI (kg/nt) 22.0(18.3-24.8) 32.4(29-34.5) <0.001
Waist circumference (cm) N=3 / N=5 69 103 0.036
Current Smoking 1(5) 2(10.5) 0.605
PCOS status 10 (50) 9(47.4) 1
Regular cycles 13 (65) 12 (63.2) 1
Hyperandrogenism 5(25) 7(36.8) 0.650
Testosterone D2 (ng/ml) 0.31 (0.190.43) 0.36 (0.17 0.60) 0.221
Androstendione D2(ng/ml) 1.01 (0.67 1.63) 1.02 (0.47 -2.01) 0.270
FSH D2 (IUL) 6.0 (4.047.9) 5.0(3.5-7.0) 0.099
LH D2 (IU/L) 4.7 (2.18.7) 42(1.8-13.2) 0.849
Estradiol D2 (pg/ml) 31(22.1-59.2) 35(14-54.8) 0.740
AMH before ovarian stimulation (pmol/L) 36.7 (14.1-92.1) 28.3 (11.5-93) 0.627
Fasting glucose (g/L) N=4 /N=5 0.8 0.84 0.413
Insulinemia (mIU/ml) N=4 /N=5 2.4 7.6 0.063
SHBG (pmol/L) N=4/N=5 49.65 38.5 0.190
total AFC both ovaries (n) 28 (17.2-58.2) 34.5(17.7-61.2) 1
Days of stimulation (n) 11(%12.9) 11 (10:16) 0.569
E2 on triggering day (pg/ml) N= 14 / N=12 2724 (758.5 4504) 2570 (1395-4111) 0.940
Total dose FSH (IU) 1650 (934.2-3986.2) 2200 (1475-3600) 0.204
Number of oocvtes retrieved 9(3.1-18.8) 10(5-18.2) 0.424

Supplementary Table 6: Population characteristics at the end of ovarian stimulation study.

D2 = menstrual cycle day 2; N = number of data if some are missing
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Total AMH and proAMH were measured in the follicular fluid retrieved after oocyte retrieval
as well as in the concomitant sampled serum of each woman. The total AMH and the proAMH
were comparable in normal weight versus obese women when comparing the protein amount
either in the follicular fluid or in the serum (Supplementary Table 7); respectively in the
follicular fluid for total AMH (18.9 pmol/l, 95%CI 7.2 to 56.4 versus 21.4 pmol/l, 95%CI 6.6
to 86; p = 0.627) and for proAMH (13.1 pmol/l, 95%CI 4.9 to 43.4 versus 15.4 pmol/l, 95%CI
3.6 to 76; p = 0.879). When the API was analysed, no significant differences were found in the
follicular fluid between the two study groups (p = 0.478) (Figure 3 A; Supplementary Table
7), whereas the APl was significantly reduced in the concomitant serum of obese women
compared with normal weight women (p = 0.001) (Figure 3 B; Supplementary Table 7).
Interestingly, in both normal weight and obese women, the API was significantly higher (p <
0.001) in the follicular fluid than in matched serum samples (Figure 3 A and B;
Supplementary Table 7), thus suggesting that most of the cleavage of proAMH occurs in the

general circulation rather than in the ovaries.

A Follicular fluid B ... End of ovarian stimulation serum
! * 4k !
I n.s 1
100 — 100-
A A
80 o *_‘_:_ 80 'L‘
- 41
= 60 —— = 60+
2 2
: A A A :
o o . L
< 404 s L 40 —=Ft . .
[ ] [ ]
. : .
20 20—
0 T T 0 T T
Normal weight Obese Normal weight Obese

Figure 3: Proportion of AMH molecular forms in the follicular fluid and in the end of ovarian stimulation
serum: normal weight versus obese women. API (API: AMH prohormone index (proAMH/total AMH) x 100)
values in follicular fluid (FF) (A) and serum at the end of ovarian stimulation for IVF (B) of the same obese or
normal weight women. Light blue, normal weight women (N = 20); dark blue, obese women (N = 19); triangles,
follicular fluid (A); circles, end of ovarian stimulation serum (B). Data are presented as medians with

interquartile ranges. ***p <0.001.
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Normal weight Obese

Med (10e-90e) Med (10e-90e) p

N= 20 N=19
FF total AMH (pmol/L) 18.9 (7.2 — 56.4) 21.4 (6.6 — 86) 0.627
FF pro AMH (pmol/L) 13.1 (4.9 — 43.4) 15.4 (3.6 — 76) 0.879
FF API (%) 71.1 (55.0 -86.8) 67.4 (48.6 — 88.2) 0.478
ES Serum total AMH (pmol/L) 12.9 (4.4 -44.7) 10.4 (3.0-70.2) 0.444
ES Serum pro AMH (pmol/L) 5.2 (1.8-18.2) 3.6 (1.2-22.2) 0.224
ES Serum API (%) 40.4 (33.0-48.1) 32.8 (26.9-43.2) 0.001

Supplementary Table 7: Proportion of AMH molecular forms in the follicular fluid (FF) and in the end of

ovarian stimulation serum (ES Serum): normal weight versus obese women.

Lastly, no correlation was found between the AP1 in follicular fluid and any clinical, hormonal,
metabolic, ultrasonographic or ovarian stimulation parameters studied (Table 2) (univariate

analysis in the whole population, [n= 39]).

Discussion

In this study, we found that the proportion of the inactive form of AMH in the serum is higher
in normal weight compared with obese women (greater API value), independently of PCOS.
Consistently with this, obese women have a lower APl than women with normal weight,
pointing to a more pronounced AMH cleavage in obesity. In contrast with our findings,
Pankhurst et al. (Pankhurst et al., 2017) described a minor reduction in the ratio between
proAMH (inactive) over total AMH in PCOS women. This study involved a heterogeneous
study group in which all patients were overweight, but the PCOS group had a higher incidence
of obesity. Our data is in keeping with the view that women with PCOS have a heterogenous
spectrum of phenotypic presentation highly susceptible to several variables, such as age, BMI,
diet composition, to name a few, and that future areas of research should take the different

clinical features of PCOS into account.

Our data confirm and expand upon a recent study showing that the ratio of AMH isoforms do
not differ between patients with PCOS and controls (Wissing et al., 2019), thus implying a
similar distribution of uncleaved (inactive) and cleaved AMH in the two study groups. Wissing

et al. analysed a study group composed of women who were either normal weight, slightly
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overweight, had PCOS and were taking metformin or all three. They reported a negative
correlation between metabolic parameters and the proportion of inactive AMH form in the
serum. Here, we confirmed the correlation results found in Wissing et al., with an even greater
coefficient of correlation between the APl and BMI (r = - 0.557) and waist circumference (r=-
0.530) and demonstrated that a greater processing of AMH in the circulation does not associate
with PCOS but rather with a severe metabolic disturbance such as obesity.

In this study, we found significantly less conversion of proAMH into the cleaved isoform
(AMHnc) in the follicular fluid when compared with the concomitant serum of the study
subjects, which was independent of their weight and disease state (PCOS or not). In contrast
to a previous study (Pierre et al., 2016), which described a higher cleavage of AMH in the
follicular fluid in women with PCOS compared to controls, we did not find a difference of
cleavage of AMH at the follicular fluid level between women with PCOS and controls. Part of
this discrepancy could be explained by the smaller number of patients recruited in the study by
Pierre et al. as compared with the present work and by the different analytical methods used to

measure AMH isoforms in the two studies.

Our data suggest that the cleavage of proAMH only partly occurs at the follicular level and that
most of the cleavage of proAMH mainly occurs in extra-ovarian tissues. Subtilisin/kexin-like
proprotein convertases such as furin (PCSK3) or PCSKS5 are thought to be responsible for
AMH cleavage (Nachtigal and Ingraham, 1996). Plasmin is also a candidate for proAMH
cleavage because, in vitro, recombinant proAMH can be cleaved by plasmin (Pepinsky et al.,
1988). Some investigators have described that proAMH cleaving proteases are found in
vascular tissues (reviewed in (McLennan and Pankhurst, 2015). The in-vivo cleavage of
proAMH remains largely unknown and it likely occurs at several levels and tissues.
Interestingly, serum furin levels are known to be modulated by inflammatory conditions, such
as those found in metabolic or cardio-vascular diseases (Fathy et al., 2015; Ren et al., 2017).
Further studies are required to assess the in-vivo molecular nature of the AMH cleavage, the
exact anatomical sites of AMH conversion and whether this could be influenced by the
metabolic status of the individual.

An emerging hypothesis proposes that AMH may play several key extra-gonadal roles, acting
across multiple sites along the hypothalamic-pituitary-gonadal axis (Barbotin et al., 2019).
This raises the hypothesis that AMH could act as an endocrine signal, virtually operating on
any cell type expressing its exclusive binding receptor AMHR?2 throughout the body. Indeed,
AMH and AMHR2 expression have been reported in prostate, lungs (Gustafson et al., 1993)
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and several other organs, including the brain (Wang et al., 2005, 2009; Lebeurrier et al., 2008;
Cimino et al., 2016; Malone et al., 2019) and the pituitary (Garrel et al., 2016). Moreover,
metabolic organs such as liver and pancreas as well as the hypothalamic arcuate nucleus also
express AMHR2 (Cimino et al., 2016; Segerstolpe et al., 2016; “The human protein atlas,”
n.d.), suggesting that potentially AMH could act on those tissues.

The present finding should be interpreted with caution regarding the study sample size as no
formal size calculation was conducted to determine the appropriate number of patients and
control. In a posterior power calculation, we calculated that, with our study sample size (37
controls and 70 women with PCOS), we could detect with a 80% power (two-tailed test at 5%
significance level), an effect size of 0.57 (expressed as standardized mean difference and
interpreted as medium effect size (Cohen, 1992)).

In conclusion, this study shows that circulating AMH isoform concentrations cannot be used
to improve the precision of PCOS phenotype diagnosis. The novelty of this study, however,
relies on the findings that a higher proportion of cleaved, most likely bioactive, AMH
(AMHnc) is detectable in the serum of obese women compared with women of normal weight;
and a greater cleavage of proAMH to AMHnc is likely occurring in extra-ovarian tissues and
exacerbated in obese women. This study opens new avenues of investigation aimed at
addressing novel roles of AMH in the context of metabolic disturbances associated with

reproductive alterations.
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PARTIE 2 :

L’AMH ET SES FORMES MOLECULAIRES
PENDANT LA GROSSESSE, POSSIBLES
ELEMENTS PARTICIPANTS A L'HERITABILITE DU
SOPK
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Introduction

Le syndrome des ovaires polykystiques est la pathologie gynéco-endocrinienne la plus
frégquente et touche entre 5 et 20% de la population féminine mondiale (Teede et al., 2018). Ce
trouble est défini, selon les criteres de Rotterdam, par au moins deux des trois caracteristiques
suivantes : un trouble de I’ovulation, une hyperandrogénie et des ovaires polykystiques a
1’échographie (Rotterdam ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS consensus workshop group, 2004;
Teede et al., 2018). Quatre différents phénotypes sont décrits (A, B, C et D) en fonction de
1’association de ces trois symptémes entre eux. Bien que cela ne fasse pas partie des criteres
diagnostiques, une hypertonie de la LH est décrite chez environ 50 % des patientes porteuses
d’un SOPK, surtout des patientes sans surpoids, sans que la cause en soit connue. A c6té des
troubles reproductifs, les femmes porteuses d’un SOPK sont aussi plus & risque de troubles
métaboliques, comme I’intolérance aux hydrates de carbone ou le diabéte, qui peuvent majorer
leur risque cardio-vasculaire a plus long terme (Fauser et al., 2012; Teede et al., 2018).
L’hyperinsulinisme, secondaire a cette insulinorésistance, est a I’origine d’une aggravation des
symptomes du SOPK, en particulier I’hyperandrogénie et la dysovulation, et est surtout décrite
chez les patientes obeses avec SOPK mais peut-étre présente méme chez les femmes sans

surpoids (Fauser et al., 2012; Escobar-Morreale, 2018).

Bien que la pathologie soit trés fréquente, la physiopathologie du SOPK n’est pas bien
connue. De méme, les causes de son héritabilité le sont encore moins. Pourtant, il est
classiquement décrit que 35 a 70% de filles de femmes avec un SOPK développeront elles-
mémes la pathologie apreés la puberté (Crosignani and Nicolosi, 2001; Dumesic et al., 2020).
Les recherches extensives d’une cause génétique ont mis en évidence des geénes, ou panel de
génes, en lien avec le SOPK mais qui ne peuvent expliquer que moins de 10 % de 1’héritabilité
du syndrome (Azziz, 2016; Dumesic et al., 2020). Depuis plusieurs années, 1’hypothése
développementale de reprogrammation environnementale in utero, basée sur I’hypothése de
Barker, prend de I’importance. Cette hypothése décrit 1’impact in utero de facteurs
nutritionnels, endocriniens, métaboliques ou inflammatoires qui pourraient induire des
modifications d’expressions geniques ou épigénétiques pendant le développement feetal a
I’origine d’une prédisposition au développement de pathologies ultérieures (Barker, 2007;
Padmanabhan et al., 2016; Kelley et al., 2019). Des modeles animaux semblent valider cette
hypothése puisque les androgénes dans de nombreuses espéces animales (Abbott et al., 2005;
Walters et al., 2018; Monniaux et al., 2019; Raperport and Homburg, 2019; Stener-Victorin et
al., 2020), ou I’hormone anti-mullerienne (AMH), chez la souris (Tata et al., 2018), provoquent
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I’apparition d’un phénotype SOPK chez le feetus féminin exposé in utero. Ce phénotype, en
lien avec des modifications épigénétiques, se transmet méme ensuite aux générations
ultérieures sans nouvelle exposition exogéne aux androgenes ou a I’AMH (Risal et al., 2019;
Mimouni et al., 2021).

L’AMH est une hormone sécrétée par les cellules de la granulosa chez la femme pendant
la vie feetale des la 21° semaine de gestation puis jusqu’a la ménopause (Kelsey et al., 2011;
Vanky and Carlsen, 2012). Elle est 2 a 3 fois plus élevée dans le sérum de femmes atteintes
d’un SOPK que dans celui des témoins (Cook et al., 2002; Pigny et al., 2003) et son taux est
corrélé a la sévérité du syndrome, plus €levé chez les patientes souffrant d’une anovulation
(Pellatt et al., 2007; Catteau-Jonard et al., 2012; Abbara et al., 2019). Un role potentiel de
I’AMH dans la physiopathologie du syndrome, en particulier dans 1’arrét de la croissance et de
la maturation folliculaire, a été rapporté (Dewailly et al., 2014a). L’ AMH est une glycoprotéine
synthétisée sous la forme d’une pro-hormone homo-dimérique de 140 kDA qui doit subir un
clivage protéolytique pour devenir biologiquement active (Pepinsky et al., 1988; di Clemente
et al., 2010). Le clivage donne naissance a deux homodimeres de 110 kDa (AMHN) et 25 kDa
(AMHc). Ces deux homodimeres restent associés par une liaison non covalente (AMHn,c)
(Pepinsky et al., 1988; Nachtigal and Ingraham, 1996) mais seule la portion C-terminale de
I’hormone (AMHCc) est biologiquement active, capable de se lier au récepteur spécifique de
I’AMH, ’AMHR?2. Dans le SOPK, la répartition des différentes formes moléculaires de
I’AMH (active et inactive) dans le sérum semble plus liée au phénotype métabolique qu’au
SOPK en lui-méme (Wissing et al., 2019; Peigné et al., 2020).

Dans le modéle de souris exposées in utero a I’AMH (pAMH) développé dans notre équipe,
1’ AMH ne peut pas passer la barrié¢re placentaire pour agir directement sur le feetus (Tata et al.,
2018). L’ AMH pourrait ainsi agir en favorisant un environnement hyperandrogénique maternel,
placentaire et feetal soit (1) en modulant I’activité du neurone a GnRH, porteur de I’AMHR2
(Cimino et al., 2016), et la sécrétion de LH maternelle conduisant a une hyperandrogénie
ovarienne soit (2) en modifiant la stéroidogenése placentaire a 1’origine d’une hyperandrogénie
placentaire (Tata et al., 2018). Cette découverte souléve la question de 1’implication possible
de I’AMH dans I’héritabilit¢ du SOPK également dans 1’espéce humaine.

Chez la femme, il est actuellement bien admis que ’AMH sérique diminue pendant la
grossesse du fait, a priori, de I’hypogonadotropisme physiologique qu’elle engendre (Lutterodt
et al., 2009; Nelson et al., 2010; Tata et al., 2018; Piltonen et al., 2019). Cette baisse est

maximale au troisiéme trimestre de la grossesse puis le taux d’AMH réaugmente de fagon
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progressive aprés 1’accouchement pour retrouver son taux antérieur a la grossesse (McCredie
et al., 2017; Pankhurst et al., 2020). Concernant les formes moléculaires de I’AMH, une seule
¢tude dans une population témoin n’a pas montré de variation du ratio de ces différentes formes
actives ou non, en fonction du terme de la grossesse (Pankhurst et al., 2016b). Chez les femmes
avec SOPK, des études transversales ou longitudinales partielles ont mis en évidence un taux
d’AMH plus élevé au deuxieme trimestre de la grossesse et au moment de 1’accouchement chez
les femmes avec SOPK comparées aux femmes témoins (Koninger et al., 2018; Tata et al.,
2018; Detti et al., 2019; Piltonen et al., 2019; Valdimarsdottir et al., 2019) ; cependant, aucun
suivi longitudinal dynamique complet de I’AMH tout au long de la grossesse chez des femmes

avec SOPK n’a été réalisé jusqu’a ce jour.

Enfin, les études sur la stéroidogenese placentaire humaine sont peu nombreuses et vont
dans le sens d’une modulation d’activit¢é ou d’expression de certaines enzymes de la
stéroidogenése, pouvant favoriser une hyperandrogénie chez les patientes avec SOPK
(Maliqueo et al., 2013, 2015; Novembri et al., 2015).

L’objectif de notre travail était donc de suivre et de comparer 1’évolution du taux
plasmatique d’AMH, de ses formes moléculaires et de différentes hormones stéroides, en
particulier les androgenes, entre une population de femmes enceintes avec SOPK et une de
femmes témoins avant et tout au long de la grossesse, de fagcon longitudinale. Nous souhaitions
également étudier les modifications d’expressions placentaires de génes des enzymes
impliquées dans la stéroidogeneése, en particulier 1’aromatase, possiblement secondaires a cette
exposition a des taux plus élevés d’AMH sérique. Notre hypothese est que, dans le sérum,
I’AMH, et en particulier sa forme clivée, active, reste plus élevée chez les femmes avec SOPK
que chez les femmes témoins et ce jusqu’au dernier trimestre de la grossesse ; elle pourrait ainsi
participer a I’héritabilité du syndrome par le maintien d’un climat hyperandrogénique ayant une
action in utero sur le feetus. Cette action pourrait étre variable en fonction des phénotypes

cliniques et métaboliques des femmes avec SOPK.
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Matériel et Méthodes

Il s’agit d’une étude longitudinale, monocentrique, prospective, comparative, de

femmes enceintes avec SOPK et témoins.

Population

Les patientes ont été recrutées a la maternité Jeanne de Flandre (CHU de Lille) lors de
la premiére échographie de grossesse réalisée par le médecin de la reproduction (entre 5 et 10
semaines d’aménorrhée (SA)). Il s’agit de patientes ayant eu un bilan d’infertilité (avec au
minimum un dosage de I’AMH) dans le service de Gynécologie-Endocrinienne du CHU de
Lille avant la grossesse et enceintes de facon spontanée, apres stimulation de 1’ovulation ou

apres assistance medicale a la procréation (AMP).

Critéres d’inclusion

Les critéres d’inclusion pour 1’étude étaient les suivants ; patiente de 18 a 43 ans, ayant
eu un bilan d’infertilité en pré-conceptionnel dans le service de Gynécologie-Endocrinienne du
CHU de Lille (avec au minimum un dosage de I’AMH), au cours de premier trimestre d’une
grossesse unique (entre 5 et 10 SA), obtenue spontanément, aprés induction de I’ovulation ou

AMP et qui sera suivie et accouchera au CHU de Lille a la maternité Jeanne de Flandre.
Les femmes étaient ensuite réparties en deux groupes : SOPK ou témoin.

Le groupe avec SOPK était défini selon les critéres de Rotterdam modifiés (2003 puis
2011) (Rotterdam ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS consensus workshop group, 2004;

Dewailly et al., 2011) par au moins 2 des 3 criteres suivants :

- Trouble du cycle, défini par une oligo- spaniomeénorrhée ou une aménorrhée.

- Hyperandrogénie clinique ou biologique (testostéronémie totale > 0,39 ng/mL et /ou
dosage de I’androsténedione > 1,75 ng/mL et/ou score de Ferriman et Gallwey > 6 ou
acné sévere sur au moins deux zones du corps).

- Aspect morphologique d’ovaires polykystiques a 1’échographic (PCOM) : Volume
ovarien > 10 cm?®, ou surface ovarienne >5,5cm?2 ou plus de 19 follicules de 2 & 9 mm par
ovaire (Dewailly et al., 2011).

Et ceci aprés exclusion de toutes les autres causes de trouble du cycle ou d’hyperandrogénie.
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Dans le groupe témoin, les patientes présentaient une infertilité masculine ou tubaire
stricte, pas de trouble du cycle, une réserve ovarienne normale (FSH <10 UI/L, E2 <50 pg/ml,
AMH > 7 et < 35 pmol/L et un compte des follicules antraux (CFA) > 5 et < 20 par ovaire a J2-
J5 du cycle). Il s’agit de femmes sans pathologie personnelle ovarienne ; le probleme de fertilité
étant d’une autre origine. Cette population sert d’ailleurs de témoin pour la fonction ovarienne
depuis de nombreuses années et a fait ses preuves dans de nombreuses études (Pigny et al.,
2016).

Criteres de non-inclusion

Les patientes avec une grossesse multiple, une grossesse aprés don d’ovocyte, une
insuffisance de réserve ovarienne (AMH<7pmol/L, FSH> 12 UI/L ou CFA <5 avant la
grossesse), un aspect morphologique polykystique des ovaires isolé (PCOM), une
endométriose, un traitement médicamenteux au long cours (hors supplémentations habituelles
de la grossesse), un diabete antérieur a la grossesse, un antécédent de chirurgie bariatrique,
ayant une infertilité ovulatoire d’origine centrale ou idiopathique, déja incluses dans un autre
protocole, refusant de donner leur consentement, non prises en charge par la sécurité sociale,
ayant une mauvaise maitrise de la langue francaise, sous tutelle ou privées de liberté étaient

exclues.

Objectifs de I'étude

L’objectif principal de notre étude était de comparer les taux maternels d’AMH plasmatique au
troisiéme trimestre de la grossesse chez des femmes avec ou sans SOPK.

Nos objectifs secondaires étaient de comparer entre des femmes SOPK et des femmes témoins:

- L’évolution de I’AMH plasmatique au cours de la grossesse.

- L’évolution des différentes formes moléculaires d’AMH (pro AMH et formes actives) au

cours de la grossesse.

- L’évolution de la LH, de I’cestradiol, de I’androsténedione et de la testostéronémie (totale

et libre) au cours de la grossesse.

- Les niveaux d’expression des génes des enzymes de la stéroidogenése placentaires et de
I’AMH et de son récepteur spécifique de type 2 (AMHR?2).
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Plan expérimental et critéres d’évaluation des objectifs principaux et

secondaires

Plan expérimental

Lors de 3 visites de suivi de la grossesse a Jeanne de Flandre, aux premier (T1),
deuxieme (T2) et troisieme trimestres (T3), des tubes de sang supplémentaires sont prélevés en
plus de ceux du bilan habituel de grossesse. Aprés 1’accouchement, des biopsies placentaires
sont realisees (Figure 1).

Ainsi, les patientes sont recrutées et incluses dans notre étude lors de leur premiere échographie
de grossesse entre 5 et 10 semaines d’aménorrhée. Elles bénéficient alors d’un bilan sanguin
comprenant les dosages de : LH, AMH, testostéronémie totale, glycémie a jeun et cestradiol.

Les dosages de LH, d’AMH, de testostérone totale et d’cestradiol sont également réalisés
aux deuxiéme et troisiéme trimestres de la grossesse. Le poids et I’indice de masse corporelle
sont recueillis aux trois trimestres afin d‘apprécier 1’évolution du poids de la patiente au cours
de la grossesse. Dans un second temps, et ce immédiatement aprés 1’accouchement et la
délivrance, le placenta est recupére afin de réaliser des biopsies placentaires. Les informations
concernant la voie d’accouchement, le sexe de I’enfant et son poids a la naissance sont alors
également recueillies.

Au total, les patientes bénéficient donc de quatre bilans sanguins, le premier étant réalisé avant
la grossesse (TO) et les trois autres a chaque trimestre de la grossesse (T1, T2, T3) et de
prélevements placentaires.

Secondairement des dosages d’androsténedione, de SHBG et le calcul de la testostérone
libre ont été demandés et seront effectués a partir de la sérothéque réalisée a chaque temps du

suivi. lls n’ont pas encore été réalisés au moment de 1’écriture de ce manuscrit.
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Figure 1 : Schéma du déroulement de la recherche. Descriptif des différents éléments de suivi longitudinal des

patientes SOPK et témoin au cours de la grossesse.

Critéres d’évaluation des objectifs principaux et secondaires

Le critére de jugement principal est le taux d’AMH sérique mesuré au 3°™ trimestre de la

grossesse.

Les criteres de jugement secondaires sont :

La mesure, avant la grossesse (T0) puis a chaque trimestre de la grossesse (T1, T2, T3) :

o

o

o

du taux d’AMH plasmatique

du ratio des différentes formes d’AMH (pro AMH et formes clivées)

des taux d’cestradiol, de LH, d’androsténedione et de testostérone (totale et

libre),

Le niveau d’expression placentaire de 1’aromatase (CYP19A1 : Cytochrome P450 sous
famille 19 type Al), de ’AMH, de ’AMHR?2 et d’autres génes impliqués dans la
stéroidogeneése placentaire (CYP 11AL1 : Cytochrome P450 sous famille 11 type A1, 3B
HSD : 3 & hydroxy-stéroide déshydrogénase, 17BHSD : 17 R hydroxy-stéroide

déshydrogénase).
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Préléevements sanguins

L’AMH a été dosée par une méthode immunométrique sur analyseur automatique
Access-Dxi (Beckman Coulter, USA), la testostéronémie totale et 1’oestradiolémie par une
méthode compétitive sur analyseur automatique Architect (Abbott Laboratories, USA) et la
LH par une méthode immunometrique par chimio-luminescence a 1’aide du réactif Architect

LH sur analyseur automatique Architect (laboratoire Abbott, Rungis, France).

Enfin la proAMH a été mesurée comme détaillé dans la premiere partie de ce manuscrit.
Briévement, un Tampon phosphate salé (PBS = Phosphate Buffered Saline, 0,02M, pH=6,8,
37°C) a éte ajouté a un premier échantillon de sérum de 150ul (témoin) et, dans un autre
échantillon, du désoxycholate (DOC) (0,23% de concentration finale) dilué dans du PBS a été
ajouté. Apres une incubation de 30 minutes (en 2 fois) a 37°C, les échantillons ont été analysés
pour le dosage de I’AMH par ’analyseur automatique Access-Dxi (Beckman Coulter, USA).
L’échantillon témoin traité par PBS donnait le résultat de I’AMH totale tandis que 1’échantillon
avec le pré-traitement par DOC permettait la mesure de la proAMH seule. Les résultats sont
rendus sous la forme de ratio de proAMH sur AMH total (ou IPA (index de ProAMH) =
[proAMH/AMH totale]*100) ou de soustraction de la valeur de la proAMH de I’AMH totale

pour obtenir la valeur théorique d’AMH clivée.

Prélevements placentaires

Les placentas ont été récupérés en salle de naissance de la Maternité de Jeanne de
Flandre, placés dans un container a 4°C pendant maximum 12h aprés 1’accouchement puis
transporté a 1I’unité 1172 de ’INSERM ou les prélevements placentaires ont été realisés (Figure
2). Cette étape a été réalisée le plus rapidement possible pour limiter toute dégradation
placentaire et en particulier celle des ARNSs. En pratique, 3 ou 4 cotylédons de chaque placenta
(nommés A, B et C (+/-D)) ont été prélevés et disséqués, apres retrait de la decidua face
maternelle, pour obtenir des biopsies de trophoblaste qui ont été congelées soit dans 1ml de
Trizol*, pour extraction ultérieure des ARN, soit dans un tube sec, pour de possibles études
protéiques ou sur I’ADN. Pour la plupart des placentas, deux échantillons distincts de chaque
cotylédon (Al, A2, B1, B2 etc.) ont été réalisés pour avoir une meilleure représentativité des
expressions et sécrétions placentaires. Par ailleurs, une tranche placentaire a été congelée pour
chaque placenta, pour pouvoir réaliser ultérieurement par exemple des études en immuno-histo-

chimie.
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Culture trophoblastique et traitement des puits

Pour certaines patientes, des échantillons trophoblastiques ont été cultivés pendant 4
heures & 37°C en présence d’AMH (AMHc, R&D Systems, rhMIS 1737-MS-10) a différentes
concentration (10ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml dilué dans du PBS) ou de PBS, en atmosphére
humidifiée a 5% de CO2 dans du milieu contenant du DMEM/F-12 (Figure 2).

Le contrdle correspond aux cellules incubées uniquement dans le milieu de culture et le
PBS. A T’issue des 4 heures de culture, le milicu de culture de chaque puits a été récupéré et
conservé a -80°C. Les échantillons trophoblastiques ont été rincés dans du PBS, séchés puis
congelés dans 1 ml de Trizol* (Thermofisher Scientific, cat # 15596026).

Ces échantillons n’ont pas encore €t¢ traités au moment de I’écriture de ce manuscrit.

échantillon triangulaire de placenta entier congelé
de la face maternelle a la face foetale

7~

‘ ] échantillons de

‘ | trophoblaste dans
\\ / trizol => ARN

Y

biopsies
trophoblastiques
au niveau de trois
cotylédons

échantillons de
trophoblaste dans
tubes secs => ADN
ou protéines

A B C
| | congélation du
~AMH ao ﬂq("“; \ | milieu de culture
T . AMH 50 ng/mi
culture - AMH 100 g/l
d'échantillons o= PBS - \
i d 4 A | _ congélation des
trophgblasthLlJes < a o | échantillons
en presence d'AMH trophoblastiques
4h, 37°, 5% C0O2 mis en culture

dans le trizol

Figure 2 : Schéma des différents traitements des biopsies placentaires. Aprés récupération du placenta celui-ci est
pesé puis des biopsies sont réalisées au niveau de trois cotylédons (A, B et C). Au sein de chacun de ces cotylédons,
le trophoblaste (carré noir sur le schéma de gauche) est isolé et des échantillons trophoblastiques sont congelés a -
80°C pour certains dans 1 ml de Trizol* (pour extraction d’ARN ultérieure), pour certains dans un tube sec (pour
études protéiques ou d’ADN) et d’autres sont mis en culture pendant 4h a 37°C en présence de concentrations
croissantes d’AMH. Apreés la culture les échantillons trophoblastiques de chaque condition sont congelés dans 1 ml
de Trizol* et le milieu de culture dans un tube sec. Enfin, un échantillon placentaire global (le triangle du schéma)

est congelé directement a -80°C. Créé avec Biorender.com
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Extraction des ARN totaux

Aprés décongélation, les échantillons trophoblastiques ont été homogénéisés en utilisant
1 ml de Trizol* (Thermofisher Scientific, cat # 15596026) et un homogéneiseur de tissu
(polytron). Puis les ARNS totaux ont été extraits avec le kit d’extraction RNeasy (RNeasy Mini
Kit ; Qiagen ; cat # 74106) selon les instructions du fabricant. Les ARNSs purifiés ont été élués
dans 30 pul d’eau RNAse free.

Synthése des ADN complémentaires

Les ARN purifiés ont été quantifiés par densitométrie optique a 260 nm a 1’aide d’un
Nanodrop (logiciel ND 100/RNA-40). Pour chaque femme, nous avons utilisé une
concentration équivalente d’ARN des différentes conditions pour permettre une comparaison
fiable (4000 ng/ml).

La synthése des ADN complémentaires (ADNC) est réalisée a I’aide du kit de haute
capacité RNA to cDNA (Applied Biosystems, cat # 4387406)) selon les instructions du
fabricant. Un contrdle négatif est réalisé sans reverse transcriptase (RT-).

PCR (Polymérase Chain Reaction) quantitative en temps réel (Q-PCR)

Les ADNc des génes d’intérét ont été amplifiés par Q-PCR en temps réel selon la
technique TagMan sur I’appareil Applied Biosystems 7900HT (Thermofischer Scientific). Les
amorces humaines d'expression génique TagMan® (Applied Biosystems) sont résumées dans
la Table 1.

Hormone anti-mullerienne AMH Hs00174915 m1l

Récepteur de 'AMH de type 2 AMHR2 Hs01086646_g1 ou
Hs00179718 m1l
Cytochrome P450 sous famille 11 type Al CYP 11A1 Hs00167984 m1l
Cytochrome P 450 sous famille 19 type Al CYP 19A1 Hs00903411 m1l
Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase GAPDH Hs02758991 g1
3 3 hydroxy-steroide déshydrogénase de type 2 HSD 3B2 Hs00605123 m1l
17 R hydroxy-steroide déshydrogénase de type 2 HSD 17B2 Hs00157993 m1l
Succinate déshydrogénase complex sous unité A SDHA Hs00188166_m1

Table 1 : Séquences des amorces TagMan® utilisées pour la Q-PCR
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La PCR en temps réel a été réalisée sur 2 ul d’ADNc dilué au 1/10°™ et 8 ul d’une
solution comprenant les amorces sélectionnées et le kit TagMan Universal Master Mix 11
(Applied Systems, Thermofisher Scientific). Chaque mesure a été dupliquée. Le protocole de
PCR comprend une étape initiale a 50°C pendant 2 minutes puis une étape d’activation de
I’enzyme a 95°C pendant 10 minutes suivie par 49 cycles de dénaturation a 95°C pendant 15
secondes puis hybridation & 60°C pendant 1 minute.

Les résultats de Q-PCR ont été analyses en établissant le rapport de la concentration du
transcrit du géne d’intérét sur la concentration des transcrits des geénes de référence, ici SDHA
et GAPDH (Table 1). Les valeurs d’expression sont exprimées relativement a la valeur dans la
population témoin, placée arbitrairement a 1. Pour une meilleure représentativité de notre
analyse d’expression génique placentaire, les deux échantillons de chaque cotylédon (A1 et A2,
Blet B2, Clet C2) ont été analysés séparément pour la Q-PCR de chaque gene (genes d’intérét
et génes de référence) et en double. La moyenne de tous ces résultats individuels a ensuite été
calculée pour donner une valeur moyenne d’expression placentaire relative du géne d’intérét

par patiente.

Analyses statistiques

Calcul du nombre de sujets nécessaires

Il est connu dans la littérature que le taux d’AMH est supérieur chez les femmes avec SOPK
que chez les femmes témoins. Dans 1’étude de Pigny et al.(Pigny et al., 2016), le taux d’AMH
avant la grossesse était de 72,1 pmol/L (+ 38,2) chez des femmes SOPK versus 19,9 pmol/L (
5,8) chez des femmes témoins. En faisant I’hypothése que le taux d’AMH des femmes SOPK
reste supérieur au taux d’AMH des témoins au cours de la grossesse et compte tenu de la
différence mise en évidence de base, nous nous attendons a un effet élevé. D’aprés Cohen
(Cohen, 1992), une différence standardisée (taille d’effet) de 1 est considérée comme élevée.
Pour mettre en évidence cette taille d’effet avec une puissance de 90% et un risque de premiére
espece de 5%, il est nécessaire d’inclure 23 sujets par bras. Afin de tenir compte d’un taux de
perdu de vue de 20%, il faut recruter 29 patients par groupe, soit 58 patientes au total (Figure
3).
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Figure 3 : Schéma de répartition des patientes & inclure et principales étapes de suivi.

Méthode et stratégie d’analyse

Toutes les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel SPSS 22.0 (SPSS Inc.)
(Chicago, Il, USA).

Les variables qualitatives sont décrites par les effectifs et pourcentages. Les variables
quantitatives sont décrites par la médiane et I’interquartile (i.e. 5°™ et 95°™ percentiles ou 10°™
et 90°™). Les comparaisons entre deux groupes indépendants ont été réalisées par des tests de
Chi2 ou de Mann Whitney et, chez une méme femme au cours de la grossesse, par le test de
Wilcoxon. Les corrélations entre les différents paramétres sont exprimées selon le coefficient
de corrélation de Spearman (r). P<0,05 est considéré comme étant significatif et un r absolu

>0,4 est considéré comme fort.
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Considérations éthiques et légales

Une note d’information a été remise a la patiente (Annexe 4) et son consentement (Annexe
5) recueilli apres réflexion, soit au cours de la consultation soit lors d’une consultation suivante.
Les patientes sont classées en deux groupes : SOPK et témoin. La prise en charge médicale est

la méme dans les 2 groupes.

L'essai est mené conformément au protocole approuvé, au code de la Santé Publique, aux
BPC de I'UE et aux exigences réglementaires applicables. L’essai est enregistré sur la base de
données publique ClinicalTrials.gov : NCT03483792 et a bénéficié de 1’accord du comité de
protection des personnes (CPP) (2017-A02628-45) (Annexe 3).
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Résultats

Descriptif des populations avant et pendant la grossesse

Les inclusions ont débuté le 20 avril 2018 et se sont terminées le 24 ao(t 2021. Le

descriptif de la population au 15 septembre 2021 est détaillé dans la Figure 4.

Au total au 15 septembre 2021, toute la population avec SOPK a été incluse (31 patientes
initialement dont une exclue secondairement car ne répondant pas aux criteéres d’inclusion :
ovaires polykystiques a 1’échographie uniquement (PCOM)) et 3 patientes n’ont pas encore fini
le suivi et doivent encore accoucher. Elles sont en fin de troisieme trimestre de grossesse (apres
le dernier dosage). Dans le groupe témoin, toutes les patientes ont été incluses au premier
trimestre et ont réalisé leur dosage, 13 sont encore entre le premier et le deuxieme trimestre de
la grossesse (en attente du bilan de deuxiéme trimestre), une est entre le deuxiéme et le troisieme

trimestre de la grossesse (en attente du bilan du troisieme trimestre).

Au total a ce jour, 9 patientes dans le groupe SOPK et 6 patientes dans le groupe témoin
ont été perdues du vue ou leur placenta n’a pas pu étre récupéré. Respectivement, 14 patientes
dans le groupe SOPK et 24 patientes dans le groupe témoin avaient du sérum antérieur a la
grossesse encore disponible pour pouvoir réaliser les dosages des formes moléculaires de

I’AMH avant la grossesse.
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Figure 4 : Flow chart des inclusions au 15 septembre 2021. Dans le groupe SOPK toutes les patientes ont éte
incluses (N=30, 1 exclue a posteriori car erreur d’inclusion : aspect morphologique polykystique des ovaires
(PCOM) seul sans SOPK) et 3 patientes sont encore en cours de suivi (fin de troisieme trimestre de grossesse) et
doivent encore accoucher pour terminer le suivi. Dans le groupe témoin, toutes les patientes ont été incluses,
mais 14 patientes sont encore en cours de suivi (actuellement en cours de premier et deuxiéme trimestre de la

grossesse).

Le descriptif avant la grossesse de nos populations SOPK et témoin est détaillé dans la
Table 2 et pendant la grossesse dans la Table 3. Lors du bilan initial avant la grossesse, les
patientes avec SOPK présentaient plus de troubles du cycle et d’hyperandrogénie que les
témoins (p<0,001). Leurs taux d’AMH (58,9 pmol/L vs 18,3 pmol/L ; p=<0,001), de LH (5,9
UI/L vs. 3,3 UI/L; p=0,004), de testostérone totale (0,35ng/ml vs. 0,29ng/ml ; p=0,019),
d’androsténedione (1,26 ng/ml vs. 0,95 ng/ml ; p=0,014) et leur CFA de base (57 vs. 21,5;
p<0,001) étaient plus élevés que chez les témoins. La prolactine était plus élevée chez les
patientes témoins mais restait dans la norme (<30 ng/ml). Dans le groupe SOPK, les phénotypes
majoritaires étaient les phénotypes A (43,3%) et D (50%). Les poids et Indice de Masse
Corporelle (IMC) n’étaient pas différents entre nos deux groupes (p=0,812 et 0,781
respectivement). Au début de la grossesse, les patientes avec SOPK étaient significativement
plus jeunes que les témoins (28 ans vs. 33 ans ; p=0,049) et elles obtenaient la grossesse moins
souvent en Assistance Médicale a la Procréation (11U, FIV, ICSI ou TEC) que les témoins
(p<0,001).
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SOPK Témoins
N=30 N= 29 p
Med (5°-95°)/ N (%) Med (5°-95°)/ N (%)
Age au bilan initial (ans) 28 31 0,051
(20-36) (23-38)
Poids au bilan initial (kg) 68,5 67,5 0,812
(51,4-104,4) (53-105) (N=28)
IMC au bilan initial (kg/m?) 24,5 25,76 0,781
(18,8-37,8) (18,5-38,9) (N=28)
Trouble du cycle (oui) 28 (93,3%) 0 <0,001
Hyperandrogénie clinique ou 15 (50%) 0 <0,001
biologique (oui)
CFA total J2 57 21,5 <0,001
(31,8-108,4) (11,4 -36) (N=28)
FSH J2 (UI/L) 5,05 6,10 0,11
(3,0-8,7) (N=28) (1,5-9,4) (N=21)
LH J2 (UI/L) 5,9 3,3 0,004
(1,8-11,5) (N=27) (1,2- 5,9) (N=16)
CEstradiol J2 (pg/ml) 37,5 36,0 0,671
(20,9-72,2) (N=28) (16,3-133,3) (N=21)
AMH (pmol/L) 58,9 18,3 <0,001
(28,4-145) (6,5-34,1)
AMH clivée (pmol/L) 27,8 12,2 <0,001
(20,8-55,4) (N=14) (7,8-19,3) (N= 12)
IPA (%) 37,06 39,9 0,411
(29,7-46,7) (N=14) (32,4- 45,4) (N=12)
Testostérone totale (ng/ml) 0,35 0,29 0,019
(0,19-0,63) (N=26) (0,14-0,41) (N=15)
Androsténedione (ng/ml) 1,26 0,95 0,014
(0,64-2,85) (N=26) (0,22-1,25) (N=15)
17 OH P (ng/ml) 0,53 0,39 0,33
(0,24-1,15) (N=24) (0,12-1,03) (N=15)
Prolactine (ng/ml) 9 13 0,014
(5-35,7) (N=25) (6-21,3) (N=16)
Phénotype si SOPK
A 13 (43,3%)
B 0
C 2 (6,7%)
D 15 (50%)
Poids avant la grossesse (kg) 68,0 70,0 0,36
(48,8-106,6) (N= 28) (50,4-99,6) (N=21)
IMC avant grossesse (kg/m?) 24,8 28,7 0,424

(18,1-38,4) (N=28)

(18,6-39,6) (N=21)

Table 2 : Descriptif des populations SOPK et témoin avant la grossesse. SOPK : syndrome des ovaires polykystiques ;
Med : médiane ; IMC : indice de masse corporelle ; CFA : compte des follicules antraux ; J2 : deuxieme jour du cycle
menstruel ; FSH : folliculo-stimulating hormone ; LH : luteinizing hormone ; AMH : hormone anti-miillerienne ; AMH clivé
= AMH totale — pro AMH ; IPA : index de Pro AMH = (Pro AMH/AMH totale)*100 ; 170HP : 17 hydroxy-progestérone
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Pendant la grossesse, le poids, la prise de poids et I'IMC n’étaient pas différents entre

femmes avec SOPK et femmes témoins (Table 3). Le terme a I’accouchement, les poids de

naissance et le sex-ratio des enfants n’était pas non plus différent entre nos groupes.

Age au début de la grossesse
(ans)
Mode obtention de la grossesse
Spontané
Induction simple
U
FIV ICSI
TEC
Au premier trimestre
Poids (kg)

Prise de poids /avant grossesse (kg)
IMC (kg/m?)

AMH (pmol/L)

AMH clivée (pmol/L)

IPA (%)

Testostérone totale (ng/ml)
Estradiol (pg/ml)

LH (UI/L)

LH indosable
Glycémie a jeun (g/L)

Au deuxieme trimestre
Poids (kg)

Prise de poids /avant grossesse (kg)
IMC (kg/m?)
AMH (pmol/L)

AMH clivée (pmol/L)

SOPK

Med (5°-95¢)/ N (%)

28
(21-37,4)
N=29
4 (16,7%)

11 (45,9%)

4 (16,7%)

3 (12,5%)

2 (8,3%)

N=29
70

(50,5-110,5) (N=25)
+1 kg

(-3,4 +7,1) (N=25)
25,6

(18,6-39,6) (N=25)
42,8

(17,0 -90,9)

26,6

(11,2-56,4) (N=27)
37,82

(29,3 -44,9) (N=27)
0,76

(0,38-2,35)
1496
(455,5-3086,5)
0,6
(0,1-1,2)
1(3,8%)

0,80

(0,66-0,93) (N=22)

N=28

74,0
(55-110,7) (N=24)
45,5 kg
(-1,5 +11,5) (N=24)
26,8
(20,2-39,7) (N=24)
28,8
(8,8-60,1)
19,4
(5,3-39,5)

Témoins
Med (5°-95¢)/ N (%)

33
(24,5 -39)
N=29
1(3,4%)
0
3 (10,3%)
11 (37,9%)
14 (48,3%)
N=29
72 (52-98,4)
(N=13)
+2 kg
(-4 +3) (N=13)
29,7
(19,5 —38,2) (N=13)
13,8
(5,5 -24,3)
9,0
(4,2-15,5) (N=16)
37,2
(31,2 -45,8) (N=16)
0,55
(0,29-1,5)
1426
(570,5 -3853,5)
0,4
(0,1-2)
1(3,8%)
0,80
(0,69-0,91) (N=28)
N=15
72,0
(56-101,2) (N=11)
+6kg
(+1 +9,8) (N=11)
29,4
(20- 40,1) (N=11)
12,5
(4,5-19,9)
7
(3-12,9)

0,049

<0,001

0,451
0,126
0,372
<0,001*
<0,001*
0,862*
0,022
0,883

0,018

0,977

0,859

0,268

0,644
<0,001*

<0,001*
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IPA (%)

Testostérone totale (ng/ml)
Estradiol (pg/ml)

LH (UI/L)

LH indosable

Au troisieme trimestre
Poids (kg)

Prise de poids /avant grossesse (kg)
IMC (kg/m?)

AMH (pmol/L)

IPA (%)

AMH clivée (pmol/L)

Testostérone totale (ng/ml)
CEstradiol (pg/ml)

LH (UI/L)

LH indosable
A I'accouchement
Terme (SA, décimales)

Voie d’accouchement
AVB

Césarienne

Non connu

Poids de I’enfant (kg)

Sexe de I’enfant
Fille
Gargon

N

35,6
(27,8-43,8)
0,82
(0,40 -2,77)
8164,5
(3737,1-15736,1)
0 (0-0,62)

18 (64,3%)

26
79
(61-118,8) (N=22)
+8,5
(-1,1 +16,7) (N=22)
28,5
(22,1-42,4) (N=22)
18,4
(5,8-41,5)
34,15
(26,2-43,2) (N=21)
12,6
(3,4-27,4) (N=21)
0,97
(0,45-4,47)
16138
(4398,2-28910,6)
0
(0-0,67)
15 (57,7%)

N=22

39,6
(35,6-41,8)

20 (76,9%)
6 (23,1%)
1
3375
(2424,5-3998,5)
N=27
11 (40,7%)
16 (59,3%)

35,9
(28,6-46,1)
0,61
(0,23-0,87)
6781
(3194-15175)
0(0-0,4)
10 (66,7%)
N=13
85
(59-108) (N=14)
+ 10 kg
(+4 +17,5) (N=14)
334

(22,7 - 40,8) (N=14)

6,5
(4,1-10,9)
36,7
(27,6 —47,1)
4,2
(2,2-7,3)
0,64
(0,29- 1,57)
15270
(7562 -27118,4)
0,2
(0- 0,66)
6 (46,1%)
N=13
39,9
(36,4-41,6)

14 (100%)
0
2
2880
(2580-3736)
N= 14
7 (50%)
7 (50%)

0,376*
0,013
0,359

0,822
0,575

0,314
0,345
0,180
0,002*
0,263*
0,001*
0,069
0,421
0,537
0,366
0,347

0,06

0,12

0,406

Table 3 : Descriptif et suivi des populations SOPK et témoin pendant la grossesse. SOPK : syndrome des

ovaires polykystiques; Med : médiane; 1lU : insémination intra-utérine ; FIV/ICSI : fécondation in

vitro/injection intracytoplasmique de spermatozoide; TEC : transfert d embryon congelé; IMC : indice de masse

corporelle; CFA : compte des follicules antraux; J2 : deuxieme jour du cycle menstruel ; FSH : folliculo-

stimulating hormone ; LH : luteinizing hormone ; AMH : hormone anti-millerienne ; AMH clivé = AMH totale —
pro AMH ; IPA : index de Pro AMH =(Pro AMH/AMH totale)*100 ; 170HP : 17 hydroxy-progestérone ; *p

corrigé pour l’dge par une analyse univariée de variance
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L’AMH et de ses formes moléculaires pendant la grossesse

Ainsi que le montre la Table 3, I’4ge au début de la grossesse étant significativement
plus faible chez les femmes avec SOPK que chez les témoins, nous avons appliqué une
correction pour 1’age (*) des variables concernant I’AMH en utilisant une analyse univariée de
variance (avec le logiciel SPSS) afin de pouvoir interpréter les différents dosages au cours de

la grossesse.

Au sein de chaque groupe, SOPK ou témoin, les taux d’AMH et d’AMH clivée sont
significativement plus faibles au troisiéme trimestre de la grossesse qu’avant celle-Ci
(respectivement chez les SOPK, p<0,001 et p=0,005 et chez les témoins, p=0,001 et p=0,002)
(Table 3 et Figures 5B et 6B).

Le taux sérique d’AMH au troisieme trimestre de la grossesse reste significativement
plus élevé chez les femmes avec SOPK que chez les femmes témoins (18,4 pmol/L vs. 6,5
pmol/L ; p=0,002*) (Table 3 et Figure 5A). C’est également le cas au premier et au deuxiéme
trimestre de la grossesse (respectivement 42,8 pmol/L vs. 13,8 pmol/L ; p<0,001* puis 28,8
pmol/L vs. 12,5 pmol/L ; p<0,001%).

A tous les temps du suivi, avant et pendant la grossesse, la quantit¢é d’AMH clivée
(AMHNn c) est également plus élevée chez les femmes avec SOPK que chez les femmes témoins
(Table 3 et Figure 6A).

L’TPA (index de ProAMH=(ProAMH/AMHtotale)*100) n’est pas différent entre
femmes avec SOPK et femmes témoins, et ce a chaque temps du suivi (Table 3 et Figure 7A).
De méme, il ne se modifie pas de facon significative au cours de la grossesse chez les patientes

du groupe SOPK (p=0,508) ou celles du groupe témoin (p=0,388) (Figure 7B).
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Figure 5 : AMH totale sérique (pmol/L) avant et au cours de la grossesse chez les patientes avec SOPK et les
témoins. (A) Représentation des dosages individuels d’AMH chez les patientes avec SOPK en rouge et témoin en
bleu a chaque temps du suivi (avant la grossesse, aux premier, deuxiéme et troisiéme trimestres de la grossesse),

médiane et IC 95% en noir. Les taux d’AMH sont significativement plus élevés chez les femmes avec SOPK que
chez les femmes témoins a tous les temps du suivi aprés application d’une correction sur l’'dge par analyse de la
covariance (** ; p<0,01 ; *** ; p<0,001). (B) Représentation du suivi longitudinal des dosages d’AMH chez la

méme patiente aux quatre temps du suivi (SOPK en rouge, témoin en bleu). Les taux d’AMH au troisiéme
trimestre de la grossesse sont significativement plus faible que ceux d’avant la grossesse dans chacun des
groupes, SOPK ou témoin (**; p<0,01, *** ; p<0,001).
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Figure 6 : AMH clivé (pmol/L) avant et au cours de la grossesse chez les patientes avec SOPK et les témoins.
Le calcul du taux d’AMH clivé est obtenu en soustrayant du taux d’AMH total (=proAMH + AMHn c), le taux de
proAMH obtenu par la mesure d’AMH dans le sérum apres adjonction de déoxycholate (DOC). Le DOC
dissocie la liaison non covalente d’AMHn c et n’autorise donc plus le dosage que de la proAMH comme décrit
dans la partie 1. (A) Représentation des dosages individuels d’AMH clivé chez les patientes avec SOPK en
rouge et témoin en bleu & chaque temps du suivi (avant la grossesse, aux premier, deuxieme et troisiéme
trimestres de la grossesse), médiane et IC 95% en noir. Les taux d’AMH clivé sont significativement plus élevés
chez les femmes avec SOPK que chez les femmes témoins a tous les temps aprés application d’une correction sur
[’dge par analyse de la covariance (** ; p<0,01 ; *** ; p<0,001). (B) Représentation du suivi longitudinal des
dosages d’AMH clivé chez la méme patiente aux quatre temps du suivi (SOPK en rouge, témoin en bleu). Les
taux d’AMH clivé au troisieme trimestre de la grossesse sont significativement plus faibles que ceux d’avant la

grossesse dans chacun des groupes SOPK ou témoin (** ; p<0,01).
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Figure 7 : Index de ProAMH (IPA) (%) avant et au cours de la grossesse chez les patientes avec SOPK et les
témoins. L’IPA est obtenu en divisant le taux de proAMH, obtenu par la mesure d’AMH dans le sérum apres
adjonction de déoxycholate (DOC), par le taux d’AMH totale multiplié par 100 (=(proAMH/AMHtotal) *100).
Le DOC dissocie la liaison non covalente de I’AMHnc et n’autorise donc plus le dosage que de la proAMH
comme décrit dans la partie 1. (A) Représentation des dosages individuels d’IPA chez les patientes avec SOPK
en rouge et témoin en bleu & chaque temps du suivi (avant la grossesse, aux premier, deuxiéme et troisieme
trimestres de la grossesse), médiane et IC 95% en noir. Les IPA ne sont pas significativement différents chez les
femmes avec SOPK que chez les femmes témoins a tous les temps aprés application d 'une correction sur ’dge
par analyse de la covariance (NS : non significatif). (B) Représentation du suivi longitudinal des IPA chez la
méme patiente aux quatre temps du suivi (SOPK en rouge, témoin en bleu). Les IPA au troisieme trimestre de la
grossesse ne sont pas significativement différents de ceux d’avant la grossesse dans chacun des groupes SOPK

ou témoin (NS : non significatif).
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Suivi des taux de LH, d’cestradiol et de testostérone totale

Le taux de LH est significativement plus bas au troisiéme trimestre qu’avant la grossesse

chez les femmes avec SOPK (p<0,001) et chez les témoins (p=0,012). La LH devient indosable

pour la majorité des patientes du groupe SOPK comme du groupe témoin (64,3% et 68,7% des

patientes respectivement dans chacun des groupes au deuxiéme trimestre ; p=0,575, et

respectivement 57% et 46% au troisieme trimestre ; p=0,366). Au premier trimestre de la

grossesse, le taux sérique de LH reste plus éleve chez les femmes avec SOPK que chez les
témoins (0,6 UI/L vs 0,4 UI/L ; p=0,018) (Table 3 et Figure 8), par contre, aucune différence

N’est ensuite retrouvée aux deuxiéme et troisiéme trimestres de la grossesse.
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Figure 8 : Taux de LH sérique (UI/L)
avant et au cours de la grossesse chez
les patientes avec SOPK et les
témoins. Dosages de LH chez les
patientes avec SOPK en rouge et
témoin en bleu a chaque temps du suivi
(avant la grossesse, aux premier,
deuxiéme et troisiéme trimestres de la
grossesse), médiane et 1C 95% en noir.
Les taux de LH sont significativement
plus élevés chez les femmes avec
SOPK que chez les femmes témoins
avant la grossesse et au premier
trimestre mais plus aprés (** p<0,01 ;
*p<0,05) ; NS : non significatif)
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Par contre le taux d’cestradiol augmente significativement dans chacun des deux groupes
(chez les SOPK p<0,001 et chez les témoins p=0,005) tout au long de la grossesse mais n’est
pas significativement différent entre les femmes avec SOPK ou les témoins a aucun des quatre

temps du suivi (Tables 2 et 3, Figure 9).
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Figure 9 : Taux d’estradiol (E2) sérique (pg/mL) avant et au cours de la grossesse chez les patientes avec
SOPK et les témoins. (A) Représentation des dosages individuels d’E2 chez les patientes avec SOPK en rouge
et témoin en bleu a chaque temps du suivi (avant la grossesse, aux premier, deuxieme et troisiéme trimestres de
la grossesse), médiane et IC 95% en noir. Les taux d’E2 ne sont pas significativement différents chez les femmes
avec SOPK que chez les femmes témoins & tous les temps du suivi (NS : non significatif). (B) Représentation du

suivi longitudinal des dosages d ’E2 chez la méme patiente aux quatre temps du suivi (SOPK en rouge, témoin en
bleu). Les taux d’E2 au troisieme trimestre de la grossesse sont significativement plus élevés que ceux d’avant la

grossesse dans chacun des groupes, SOPK ou témoin (**; p<0,01 ; *** ; p<0,001).
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Dans chaque groupe, SOPK ou témoin, le taux de testostérone totale est
significativement plus €levé au troisiéme trimestre de la grossesse qu’avant celle-Ci
(respectivement p<0,001 et p=0,018) (Figure 10B). Le taux de testostérone totale reste plus
élevé chez les femmes avec SOPK que chez les femmes témoins aux premier (0,76 ng/ml vs
0,55 ng/ml; p=0,022) et deuxieme trimestres de la grossesse (0,82 ng/ml vs 0,61 ng/ml ;
p=0,013). Au troisiéme trimestre, il n’est plus significativement différent entre les femmes avec
SOPK et les témoins (0,97 ng/ml vs 0,64 ng/ml ; p = 0,069) (Tables 2 et 3, Figure 10A).
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Figure 10 : Taux de testostérone totale sérique (ng/ml) avant et au cours de la grossesse chez les patientes avec
SOPK et les témoins. (A) Représentation des dosages individuels de testostérone totale chez les patientes avec
SOPK en rouge et témoin en bleu a chaque temps du suivi (avant la grossesse, aux premier, deuxieme et troisiéme
trimestres de la grossesse), médiane et IC 95% en noir. Les taux de testostérone totale sont significativement plus
élevés chez les femmes avec SOPK que chez les femmes témoins a tous les temps du suivi sauf au troisiéme trimestre
de la grossesse (* p<0,05 ; NS : non significatif). (B) Représentation du suivi longitudinal des dosages de
testostérone totale chez la méme patiente aux quatre temps du suivi (SOPK en rouge, témoin en bleu). Les taux de
testostérone totale au troisieme trimestre de la grossesse sont significativement plus élevés que ceux d’avant la

grossesse dans chacun des groupes, SOPK ou témoin (*; p<0,05, *** ; p<0,001).
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Comparaison des femmes obéses/en surpoids ou de poids normal avant la

grossesse

Au vu des résultats de notre étude précédente sur les formes moléculaires de I’AMH qui
sont plut6t dépendantes de I'IMC que du statut « SOPK » (Peigné et al., 2020), nous avons
voulu regarder, en particulier, les résultats des différentes formes moléculaires de ’AMH
pendant la grossesse en fonction de I’IMC avant celle-ci. Les patientes ont été regroupées en
deux groupes : les patientes obeses ou en surpoids (IMC >25kg/m?) et les patientes avec un
IMC normal (IMC <25kg/m?) a la derniére mesure du poids avant la grossesse. La proportion

de patientes porteuses d’un SOPK dans chacun de ces groupes n’était pas différente.

Avant la grossesse, I’'TPA était significativement plus bas chez les femmes obéses ou en
surpoids que chez les femmes de poids normal (35,8% vs. 41,2% ; p=0,04) (Table 4). Au cours
de la grossesse, plus aucune différence n’est notée pour I’'IPA, en revanche I’AMH totale et sa
forme clivée sont plus basses chez les femmes obeses ou en surpoids que chez les femmes de
poids normal (Table 5 et Figure 11). Ainsi au troisiéme trimestre de la grossesse chez les
femmes obéses/en surpoids ou de poids normal, I’AMH totale est, respectivement, a 6,8 pmol/L
vs 15,3 pmol/L ; p=0,008 et I’AMH clivée a 4,5 pmol/L vs. 13,5 pmol/L ; p=0,013).

Le taux de LH est plus faible au premier trimestre chez les femmes obeses ou en surpoids
que chez les femmes de poids normal (0,4 UI/L vs. 0,6 UI/L ; p=0,038). Au troisiéme trimestre,
le taux d’cestradiol est plus faible chez les femmes obéses ou en surpoids (13580 pg/ml vs.
16522,5pg/ml ; p=0,029) (Table 5). Aucune différence n’apparait entre les groupes avant et
pendant la grossesse concernant le taux de testostérone totale.

Au cours de la grossesse, la prise de poids totale au troisieme trimestre de la grossesse
est plus faible chez les femmes obéses ou en surpoids avant la grossesse que chez les femmes
de poids normal (+8 kg vs +11kg ; p=0,049) (Table 5).
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Age au bilan initial (ans)
Poids au bilan initial (kg)
IMC au bilan initial (kg/m?)
Trouble du cycle (oui)
Hyperandrogénie clinique ou
biologique (oui)

CFA total J2

FSH J2 (UI/L)

LH J2 (UI/L)

CEstradiol J2 (pg/ml)

AMH (pmol/L)

AMH clivée (pmol/L)

IPA (%)

Testostérone totale (ng/ml)
Androsténedione (ng/ml)
17 OH P (ng/ml)

Prolactine (ng/ml)

SOPK
Phénotype si SOPK

o w>»

Obeéses ou surpoids

avant Grossesse
N=26
Med (5°-95¢) N (%)
29,5
(20-38,6)

85
(63,0-106,9)
31,0
(25,0-40,7)

10 (38,5%)

7 (26,9%)

32,5
(11,5-93,7) (N=24)
5,1
(2,7-8,8) (N=21)
3,3
(1,2-10,2) (N=19)
36
(16,3-80,1) (N=21)
29,5
(10,4-131,4)
23,8
(7,8-48,6) (N=15)
35,8
(29,8 -44,8) (N=15)
0,34
(0,14-0,57) (N=18)
1,15
(0,22-2,6) (N=18)
0,43
(0,12-0,97) (N=19)
10
(5,0-24,8) (N=20)
11 (42,3%)

6 (54,5%)
0
1(9,1%)
4 (36,4%)

Poids normal avant

Grossesse
N=30
Med (5°-95°) N (%)
30
(22,9-36)
58,2
(51,6-82,4)
22,3
(18,5- 24,8)
16 (53,3%)
7 (23,3%)

36
(14,5-105) (N=28)
5,45
(2,1-9,3) (N=25)
5,3
(2,3-9,6) (N=22)
37,0
(19,3-118,0) (N=25)
42,8
(7,7-143,6)
19,4
(7,8-50,0) (N=10)
41,2
(34,3-47,5) (N=10)
0,31
(0,15-0,54) (N=21)
1,0
(0,5-2,4) (N=21)
0,51
(0,29-1,1) (N=20)
10,5

(5,0-38,4) (N=19)
17 (56,7%)

6 (35,3%)
0
1(5,8%)
10 (58,9%)

0,967

<0,001

<0,001

0,199
0,498

0,748

0,643

0,073

0,708

0,153

0,934

0,04

0,22

0,155

0,822

0,888

0,421
0,510

Table 4 : Descriptif de la population avant la grossesse obese/en surpoids ou de poids normal. SOPK :

syndrome des ovaires polykystiques ; Med : médiane ; IMC : indice de masse corporelle ; CFA : compte des

follicules antraux ; J2 : deuxiéme jour du cycle menstruel ; FSH : folliculo-stimulating hormone ; LH :

luteinizing hormone ; AMH : hormone anti-millerienne ; AMH clivé = AMH totale — proAMH ; IPA : index de
Pro AMH = (Pro AMH/AMH totale)*100 ; 170HP : 17 hydroxy-progestérone.
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Avant la grossesse

Age au début de la grossesse
(ans)
Poids avant la grossesse (kg)
IMC avant grossesse (kg/m?)
Mode obtention de la
grossesse
Spontané
Induction simple
U
FIV ICSI
TEC
Au premier trimestre
Poids (kg)

Prise de poids /avant grossesse
(kg)

IMC (kg/m?)

AMH (pmol/L)

IPA (%)

AMH clivée (pmol/L)
Testostérone totale (ng/ml)
Estradiol (pg/ml)

LH (UI/L)

LH indosable
Glycémie a jeun (g/L)

Au deuxieme trimestre
Poids (kg)

Prise de poids /avant grossesse
(kg)
IMC (kg/m?)

AMH (pmol/L)

IPA (%)

Obeéses ou surpoids
avant Grossesse

N=26
Med (5°-95°) N (%)
=26

30,5
(21-39,9)
84,5 (67-112,7)
31,1 (26,4 -40,6)

2 (6,7%)
6 (23,1%)
4 (15,4%)
6 (23,1%)
8 (30,8%)
N=25
88
(66-103,6) (N=17)
+1
(-4 +3) (N=17)
31,7
(26 -40,4) (N=17)
18,5
(7,0-48,6)
36,6
(30,2 -45,1) (N=20)
13,2
(4,3 -34,9) (N=20)
0,67
(0,33-1,18)
1277
(416,9 — 4044,4)
0,4
(0,06 —2,16)
1 (4%)
0,78
(0,66-0,92) (N=22)
N=20
89,5

(72 - 108,5) (N=14)

+5
(-2 +8,5) (N=14)
32,9

(29,3 -40,8) (N=14)

15,1
(4,5 -57,9)

36,2
(27,0 -45,4)

Poids normal avant
Grossesse
N=30
Med (5%-95°) N (%)

N=30

31(24,6-36,4)

59 (48,7-76,2)
22,0 (17,8-25,6)

3(9,7%)
9 (29,0%)
3(9,7%)
8 (25,8%)
7 (22,6%)

N=30

59
(50,1-81,3) (N=21)
+2
(-3,8 +8,2) (N=21)
21,8
(18,3-26,7) (N=21)
27
(7,2-83,0)
38,1
(30,5-46,9) (N=22)
25,6
(5,7-60,7) (N=22)
0,74
(0,34 -2,1)
1650
(561,8-3057,6)
0,6
(0,18-1,38)
1(3,3%)

0,82
(0,70-0,92) (N=26)

N=23

65
(55-83,6) (N=21)
+6kg
(+1,1 +12,4) (N=21)
24,2
(20,0-27,7) (N=21)
25,3
(8,9-58,2)

35,6
(29,4 - 43,8)

0,792

<0,001
<0,001
0,908

<0,001

0,211

<0,001

0,038

0,066

0,018

0,966

0,052

0,038

0,061

<0,001

0,334

<0,001

0,027

0,846
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AMH clivée (pmol/L)
Testostérone totale (ng/ml)
Estradiol (pg/ml)

LH (UI/L)

LH indosable
Au troisieme trimestre
Poids (kg)

Prise de poids /avant grossesse

(kg)
IMC (kg/m?)

AMH (pmol/L)

IPA (%)

AMH clivée (pmol/L)
Testostérone totale (ng/ml)
Estradiol (pg/ml)

LH (UI/L)

LH indosable
A I'accouchement
Terme (SA, décimales)

Voie d’accouchement
AVB

Césarienne

G en cours

Non connu

Poids de I’enfant (kg)

Sexe de I’enfant
Fille
Garg¢on

9,6
(3-39,0)
0,71
(0,31-2,22)
6372
(3381,1-16075,4)
0
(0-0,69)

11 (55%)

N=17
92,5
(78-112,4)
+8
(-1,5 +14,4)
34,6
(28,7 -42,0)
6,8
(4,1-18,8)
34,7
(27,6 -42,5) (N=16)
4,5
(2,2 -14,4) (N=16)
0,84
(0,29-2,1)
13580
(5589,0-19977,8)
0,1
(0-0,62)
8 (47,0%)
=20
39,7
(36,4 -41,3)
N=18
15
3
6
2
3200
(2690 -3960) (N=17)
N=19
7
12

19,4
(5,8-39,6)
0,68
(0,25-2,91)
8503,5
(3339,0-16196,5)
0
(0-0,67)

17 (73,9%)

N=22
69
(59-86) (N=19)
+11
(+5 +17)
26,6
(22,1 -28,7)
15,3
(4,4-42,9)
35,8
(26,0-47,6) (N=20)
13,5
(2,8 — 28,4) (N=20)
0,76
(0,44 —4,87)
16522,5
(4447,5 -29777,5)
0
(0-0,68)
13 (59,1%)
N=20
39,8
(35,3-41,9)
N=18
18
2
10
0
3252,5
(2420- 873) (N=18)

11
9

0,006

0,942

0,093

0,164

0,114

<0,001

0,049

<0,001

0,008

0,937

0,013

0,723

0,029

0,769

0,336

0,741

0,448

0,934

0,208

Table 5 : Descriptif et suivi des patientes obéses/en surpoids et de poids normal au cours de la grossesse.

SOPK : syndrome des ovaires polykystiques; Med : médiane; 11U : insémination intra-utérine ; FIV/ICSI :

fécondation in vitro/injection intra-cytoplasmique de spermatozoide; TEC : transfert d embryon congelé; IMC :

indice de masse corporelle; CFA : compte des follicules antraux; J2 : deuxiéme jour du cycle menstruel ; FSH :

folliculo-stimulating hormone ; LH : luteinizing hormone ; AMH : hormone anti-mullerienne ; AMH clivé =
AMH totale — pro AMH ; IPA : index de Pro AMH =(Pro AMH/AMH totale)*100 ; 170HP : 17 hydroxy-

progestérone.
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Figure 11 : AMH totale sérique (pmol/L) avant et au cours de la grossesse chez les patientes Obéses/en
surpoids ou de poids normal avant la grossesse. Représentation des dosages individuels d’AMH chez les
patientes obéses/en surpoids avant la grossesse en violet et de poids normal en rose a chaque temps du suivi
(avant la grossesse, aux premier, deuxieme et troisiéme trimestres de la grossesse), médiane et IC 95% en noir.
Les taux d’AMH sont significativement plus élevés chez les femmes avec un poids normal que chez les femmes
témoins a tous les temps du suivi pendant la grossesse mais pas avant celle-ci (* ; p<0,05 ; ** ; p<0,01; NS :

non significatif).
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Sous-groupes SOPK ou témoin chez les femmes obéses/en surpoids ou de

poids normal avant la grossesse

Femmes de poids normal avant la grossesse

Chez les femmes de poids normal avant la grossesse, les valeurs d’AMH totale et
d’AMH clivée restent plus elevées chez les femmes avec SOPK que chez les femmes témoins
avant et tout au long de la grossesse. Avec pour I’AMH totale, avant la grossesse des valeurs
de 68,5pmol/L vs.18,6 pmol/L (p= <0,001), au premier trimestre de 47,7 pmol/L vs. 16,3
pmol/L (p<0,001), puis 30 pmol/L vs. 13,5 pmol/L (p= 0,001) au deuxieme trimestre et a 18,2
pmol/L vs. 9,7 pmol/L (p=0,017) au troisieme trimestre (Figure 12, gauche). Les valeurs
d’AMH clivée sont également plus élevées avant et tout au long de la grossesse avec des p,
respectivement, avant la grossesse a 0,009, au premier trimestre <0,001, au deuxiéme 0,003 et
au troisieme 0,003. L’IPA est plus élevé chez les témoins uniquement au troisieme trimestre

(44% vs. 33,7% ; p=0,003), mais avec uniquement 5 dosages chez les témoins.

La testostéronémie totale est significativement plus élevée chez les femmes avec SOPK
que chez les témoins au premier trimestre de la grossesse (0,87 ng/ml vs. 0,46 ng/ml) (p=0,008)
tout comme la LH (0,8 UI/L vs. 0,5 UI/L) (p=0,033) mais ce n’est plus le cas au cours du suivi

ultérieur de la grossesse.

Femmes obeses ou en surpoids avant la grossesse

Chez les femmes obéses ou en surpoids avant la grossesse, les dosages d’AMH totale
restent plus élevés chez les femmes avec SOPK que chez les femmes témoins avant la grossesse
(51,4 pmol/L vs. 17,7 pmol/L ; p<0,001) et aux premier (30,9 pmol/L vs. 13,4 pmol/L;
p<0,001) et deuxieme trimestres de la grossesse (17,2 pmol/L vs. 9,7 pmol/L ; p=0,017) mais
ne sont plus différent au troisieme trimestre de la grossesse (10,4 pmol/L vs. 6,4 pmol/L ;
p=0,112) (Figure 12). L’AMH clivée présente egalement la méme dynamique avec des p,
respectivement, avant la grossesse a 0,001, au premier trimestre a 0,001, au deuxieme a 0,025
et non significativement différent au troisieme a 0,155. L’IPA n’est jamais significativement

différent a aucun des temps avant et pendant la grossesse.

La testostéronémie totale est significativement plus elevée chez les femmes avec SOPK
gue chez les femmes témoins au deuxiéme trimestre de la grossesse (0,89 ng/ml vs. 0,59 ng/ml ;

p=0,03), mais & aucun autre temps du suivi avant et pendant la grossesse. Il n’y pas non plus
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AMH totale pmol/L

de différence a aucun temps du suivi avant et pendant la grossesse entre les femmes avec SOPK

et les témoins pour les taux d’cestradiol et de LH.
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Patientes obéses/en surpoids avant la grossesse

Figure 12 : AMH totale sérique (pmol/L) avant et au cours de la grossesse chez les patientes de poids normal

avant la grossesse ou obéses/en surpoids, avec SOPK ou témoins. Représentation des dosages individuels

d’AMH chez les patientes obéses/en surpoids avant la grossesse (@ droite) et de poids normal (& gauche) a

chaque temps du suivi (avant la grossesse, aux premier, deuxieme et troisiéme trimestres de la grossesse). Au

sein de chaque sous-groupe de poids, les valeurs individuelles d’AMH sont représentées en bleu pour les

témoins et en rouge pour les femmes avec SOPK, médiane et IC 95% en noir. Les taux d’AMH sont

significativement plus élevés chez les femmes avec SOPK que chez les femmes témoins dans chacun des deux

sous-groupes, sauf au troisiéme trimestre de la grossesse chez les patientes obéses/en surpoids (* ; p<0,05 ; ** ;

p<0,01 ; NS : non significatif).
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Evolution de ’'AMH et de ses formes moléculaires, de I’cestradiol, de la

testostérone totale et de la LH en fonction du phénotype de SOPK

Nous avons ensuite réalisé une analyse selon les sous-groupes phénotypiques des
patientes avec SOPK. Comme seules 2 patientes présentaient le phénotype C, la comparaison a
été effectuée uniquement entre les phénotypes A (N=13) et D (N=15). Aucune différence n’a
été notée sur tous les parametres testés (ceux décrits en Tables 2 et 3 ou 4 et 5) entre les femmes

de phénotype A ou D.

Evolution de 'AMH et de ses formes moléculaires, de I’cestradiol, de la

testostérone totale et de la LH en fonction du sexe feetal

En fonction du sexe feetal, nous avons analysé les différents résultats sur ’ensemble de
la population. 11 n’y avait pas de différence de proportion de SOPK entre femmes enceintes
d’un garcon ou d’une fille (p=0,659). Au total, les patientes qui portaient un garcon (N=22)
étaient plus jeunes que les patientes portant une fille (N=19) (28 ans vs 33 ans ; p=0,049) et
elles avaient un poids (p=0,038) et un IMC supérieurs (p=0,022) avant la grossesse. L’IMC des
patientes portant un garcon restait plus élevé tout au long de la grossesse (respectivement a
chaque trimestre p=0,027 ; p=0,035, p=0,026). Aucune différence de taux d’AMH et de ses
formes moléculaires, de LH ou d’cestradiol n’était notée entre ces deux groupes a tous les temps
du suivi avant et pendant la grossesse. En revanche, la testostéronémie totale était plus élevée
chez les femmes porteuses d’un gar¢on aux deuxieme (0,92 ng/ml vs. 0,61 ng/ml ; p=0,005) et
troisieme (0,64 ng/ml vs. 1,09 ng/ml; p<0,001) trimestres de la grossesse que chez celles

portant des filles.

Nous avons ensuite réalisé une analyse en sous-groupes selon le sexe feetal. Parmi les
femmes portant un garcon, il y avait 7 témoins et 16 patientes avec SOPK. Les patientes avec
SOPK étaient plus minces que les patientes témoins a tous les temps du suivi. Les taux d’AMH
et d’AMH clivé restaient significativement plus élevés tout au long de la grossesse chez les
patientes avec SOPK portant un gargon mais de fagon non significative au troisieme trimestre
(p=0,059 et p=0,065). Il n’y avait pas de différence du taux de testostérone circulant sauf au
deuxiéme trimestre de la grossesse (plus élevé dans le groupe SOPK). Chez les femmes portant
une fille, il y avait 7 femmes témoins et 11 porteuses d’un SOPK. Avant et pendant la grossesse,
les taux d’AMH et de sa forme clivee restaient plus importantes chez les femmes avec SOPK
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que chez les témoins a tous les temps du suivi et ce de fagon significative (p<0,001). Aucune

différence n’était notée concernant les taux de testostérone circulants.

Corrélations

Dans la population générale, au troisieme trimestre de la grossesse, I’IPA, tout comme
le taux d’AMH totale et I’AMH clivée, n’est corrélé a aucun des parameétres testes : poids et
IMC au troisieme trimestre ou avant la grossesse, taux de testostérone totale, d’cestradiol ou de
LH au troisiéme trimestre ou enfin la prise de poids totale au troisieme trimestre de la grossesse.

Expression génique placentaire

Les données actuellement disponibles sur 1’expression placentaire des différents genes
entre femmes avec SOPK et femmes témoins sont encore parcellaires. Aucune analyse sur les

cultures placentaires n’a encore été effectuée.

Sont donc présentés ici les résultats des analyses sur les placentas de 22 femmes : 14
avec SOPK et 8 témoins pour les génes CYP 11A1 et 3 B HSD2. Pour les génes CYP 19A1,
17 BHSD2, AMH et AMHR2 seuls les placentas de 3 femmes témoins et de 13 femmes avec

SOPK ont été analysés a ce jour.

Les genes des enzymes de la stéroidogenése étudiés CYP 11A1, 3 B HSD2, CYP 19A1
et 17 BHSD2 sont tous fortement exprimés dans les placentas humains. L’AMHR2 est
également exprimé, a un plus faible niveau que les genes de la stéroidogenese. En revanche,

aucune expression de I’AMH n’a été retrouvée dans les placentas humains étudiés.

Aucune différence d’expression de ces 5 génes n’a été trouvée au niveau du placenta

entre des femmes avec SOPK et des femmes témoins (Figure 13).
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Figure 13 : Expression placentaire des genes des enzymes de la stéroidogenése et de ’AMHR2.
L’expression placentaire des genes dans le placenta des femmes avec SOPK (en rouge) est exprimée
relativement a l’expression dans le placenta de femmes témoins (en bleu), fixée arbitrairement a 1. AMHR2 :
Récepteur de I’AMH de type 2 ; CYP 11A1 : Cytochrome P450 sous famille 11 type Al ; CYP19A1 : Cytochrome
P 450 sous famille 19 type Al ;3B HSD : 3 B hydroxy-stéroide déshydrogénase de type 2 ; 177B HSD : 17
hydroxy-stéroide déshydrogénase de type 2 ; NS : non significatif.
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Discussion

Dans ce travail unique de suivi dynamique longitudinal de femmes enceintes avec ou
sans SOPK tout au long de la grossesse, nous avons montré que, méme s’ils diminuaient de
fagon significative, les taux d’AMH et d’AMH clivée, bioactive, plus élevés avant la grossesse
chez les femmes avec SOPK que chez les témoins, restaient plus élevés chez les femmes avec

SOPK et ce jusqu’au troisieme trimestre de la grossesse.

Ceci confirme le premier élément de notre hypothese : un taux circulant d’AMH, et en
particulier de sa forme clivée, restant plus élevé chez les patientes avec SOPK en fin de
grossesse, pourrait avoir une action de modification de I’environnement hormonal in utero a
’origine de I’héritabilité du SOPK, comme cela a été le cas dans le modele expérimental de la
souris pAMH (Tata et al., 2018). Des études antérieures, transversales ou longitudinales
partielles, avaient montré également que les taux d’AMH étaient plus élevés chez les patientes
avec SOPK au deuxiéme trimestre de la grossesse et au moment de 1’accouchement (Koninger
et al., 2018; Tata et al., 2018; Detti et al., 2019; Piltonen et al., 2019; Valdimarsdottir et al.,
2019).

Aucune différence de I'TPA (=(proAMH/AMHrtotale)*100) n’a été montrée au cours de
la grossesse et entre nos deux groupes, SOPK et témoin, a tous les temps de suivi, comme ceci
avait été démontré antérieurement dans une population de femmes témoins (Pankhurst et al.,
2016b).

Dans une précédente étude, nous avons montré que le clivage de I’AMH dans le sérum
pouvait étre influencé par le statut métabolique et, en particulier, par 'TMC (Peigné et al.,
2020), avec un clivage plus important de ’AMH dans les populations obéses. Dans notre
population, avant la grossesse, nous retrouvons également un IPA plus faible chez les femmes
obéses ou en surpoids, cependant ces différences disparaissent pendant la grossesse. En
revanche, au cours de la grossesse, les taux d’AMH et d’AMH clivée, sont plus faibles chez les
femmes obeses/en surpoids que chez les femmes de poids normal alors qu’ils n’étaient pas
différents avant celle-ci. Lorsque 1’on regarde au sein de ces deux groupes, femmes obéses/en
surpoids ou poids normal, les patientes avec SOPK de poids normal ont toujours des taux
d’AMH et d’AMH clivée plus élevés que les patientes témoins alors que dans le groupe
obéses/en surpoids, cette différence n’est plus retrouvée au troisiéme trimestre de la grossesse.
Ainsi, en fonction du phénotype métabolique, I’impact possible de I’AMH pendant la grossesse

pourrait étre différent, peut-étre moins important chez les femmes obéses que chez les femmes
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de poids normal. Ceci avait déja été évoqué dans 1’¢tude de Tata et al. mais, dans cette étude
transversale, nous n’avions pas de données sur les valeurs d’AMH avant la grossesse et donc

les groupes n’étaient peut-étre pas réellement comparables (Tata et al., 2018).

Dans le modele murin, I’injection d’AMH en fin de gestation provoque une
hyperandrogénie maternelle pouvant agir sur le développement foetal et participer a
I’émergence d’un SOPK, comme cela a été bien montré dans de nombreux modeles animaux
(Abbott et al., 2005; Monniaux et al., 2019; Raperport and Homburg, 2019; Stener-Victorin et
al., 2020). Dans notre étude, tout comme ce qui est décrit dans la littérature (Sir-Petermann et
al., 2002; Maliqueo et al., 2013, 2015; Glintborg et al., 2018; Piltonen et al., 2019; Sun et al.,
2020), les taux circulants de testostérone totale augmentent significativement au cours de la
grossesse dans nos deux populations et sont plus élevés dans la population avec SOPK que dans
la population témoin & tous les temps du suivi sauf au troisiéme trimestre. Ceci est sans doute
dd a un manque de puissance au troisieme trimestre puisque pour 14 patientes témoins le dosage
doit encore étre réalise. Dans notre étude, I’hyperandrogénie maternelle semble donc se
confirmer pendant la grossesse des femmes porteuses d’'un SOPK mais puisque seule la
testostérone libre est réellement active, des dosages complémentaires de la SHBG, pour le
calcul de la testostérone libre, et des autres androgénes sont prévus. Ces dosages
complémentaires seront également & prendre en considération en fonction du sexe feetal. En
effet, plusieurs auteurs ont retrouvé un impact du sexe feetal sur le taux circulant des androgenes
ou de I’AMH chez la mére, avec des taux d’androgénes et d’AMH plus élevés chez les femmes
avec SOPK que chez les témoins uniquement lorsqu’elles portent une fille (Caanen et al., 2016;
Piltonen et al., 2019), mais d’autres non (Vanky and Carlsen, 2012; Detti et al., 2019). Dans
notre étude, les taux d’AMH restent plus élevés chez les patientes SOPK que chez les témoins
quel que soit le sexe feetal mais cette différence n’est plus significative au troisiéme trimestre
de la grossesse quand la femme porte un gargon. Aucune différence n’est, par contre, notée
concernant les taux d’androgénes selon le sexe feetal entre les femmes avec SOPK et les femmes

témoins, probablement par manque de puissance statistique.

L’IMC ne semble pas avoir d’impact sur I’hyperandrogénie maternelle tout comme le
phénotype clinique initial du SOPK (A, B, C ou D). Cependant, ceci reste a confirmer avec les
nouveaux dosages, surtout de la SHBG qui est fortement abaissée par I’hyperinsulinisme et
pourrait masquer une hyperandrogenie gestationnelle par une hausse de la testostérone libre

malgré un taux de testostérone totale non différent.
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L’hypothese que ’AMH augmentée puisse étre a I’origine de cette hyperandrogénie
maternelle chez la mére dans I’espéce humaine est renforcée, dans la littérature, par une
corrélation positive entre AMH et androgénes (testostérone totale et androsténedione) retrouvee
dans le sérum des femmes enceintes au deuxieme trimestre de la grossesse et au moment de
I’accouchement (Piltonen et al., 2019; Valdimarsdottir et al., 2019). Pour notre part, nous ne
retrouvons pas de corrélation au troisieme trimestre de la grossesse entre les taux de testostérone
et d’AMH et de ses différentes formes moléculaires, mais ceci devra étre confirmé ou infirmé
une fois les dosages effectués chez toutes les patientes, et les analyses supplémentaires

réalisées, en particulier, les dosages de la testostérone libre.

D’apres les travaux initiaux dans le modele pAMH, cette hyperandrogénie pourrait étre
secondaire a l’action de ’AMH a deux niveaux, soit (1) au niveau central par une
hyperactivation des neurones a GnRH maternels, porteurs de ’AMHR?2, qui seraient a 1’origine
d’une hypersécrétion de LH agissant principalement sur 1’ovaire pour majorer la sécrétion

d’androgénes soit (2) au niveau périphérique par une action sur la stéroidogenése placentaire.

Chez la femme, pendant la grossesse, nous avons montré que le taux de LH sérique
diminue fortement sous 1’effet du rétrocontrole négatif des cestrogénes produits par le placenta.
Il reste plus élevé au premier trimestre de la grossesse chez les patientes avec SOPK, surtout
chez les patientes de poids normal mais a un niveau bien moindre qu’avant la grossesse. La LH
pourrait donc théoriqguement participer a I’hyperandrogénie gestationnelle mais uniquement en
tout début de grossesse. Ceci va également dans le sens de la physiologie, puisqu’en fin du
premier trimestre de la grossesse, le placenta va prendre le relais de 1’ovaire pour devenir
I’organe endocrinien majoritaire pour la production des stéroides pendant la grossesse. L’hCG,
sécrétée par le placenta, va se fixer de facon préférentielle sur le récepteur LH/hCG, rendant
I’action de la LH anecdotique une fois que le relai placentaire est en place. Il ne semble donc
pas, dans I’espece humaine, que I1’action de I’AMH potentiellement a 1’origine de

I’hyperandrogénie gestationnelle soit centrale.

L’impact possible de I’AMH sur la stéroidogenése placentaire n’est possible que par la
présence de son récepteur spécifique, ’AMHR2, sur le trophoblaste. Une seule étude antérieure,
en 2015, avait démontré 1’expression et la présence de I’AMHR?2 sur le trophoblaste humain et
sur les membranes feetales (Novembri et al., 2015). Nous confirmons ici 1’expression de
I’AMHR?2 par le trophoblaste humain, issu de femmes avec SOPK ou de femmes témoins,
méme s’il est relativement faiblement exprimé par rapport aux genes des enzymes de la

stéroidogenése. Des analyses immuno-histo-chimiques et en Western Blot devront étre réalisées
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pour confirmer la présence de la protéine « AMHR2 » sur le trophoblaste humain. En revanche,
contrairement a ce qui avait été démontré par Novembri et al., nous ne retrouvons pas
d’expression de I’AMH sur nos premiéres QPCR. Des contrbles devront étre effectués dans

d’autres conditions expérimentales pour confirmer ou infirmer ce résultat.

Nos analyses d’expression des génes des enzymes de la stéroidogenése sont, pour le
moment, parcellaires mais elles ne montrent, a ce jour, pas de différences significatives entre
les placentas de femmes avec SOPK et ceux des femmes témoins. Dans la littérature,
I’expression de la CYP11A1 etait la seule modifiée, et diminuée, dans le placenta humain de
femmes avec SOPK versus témoins parmi tous les genes des enzymes de la stéroidogenese
testés (Maliqueo et al., 2015). Chez la souris, dans notre modéle pAMH, les expressions de la
CYP 19A1 et de la 3B HSD1 étaient diminuées dans le placenta des souris exposées a I’AMH
alors que celle de la CYP11A1n’était pas modifiée (Tata et al., 2018). En plus de cette analyse
d’expression, une analyse de I’activité de ces génes serait intéressante a réaliser puisque les
résultats de la littérature montrent des résultats discordants entre I’expression et I’activité de
certains genes de la stéroidogenese placentaire. En effet, une autre étude de Maliqueo et al. a
mis en évidence que, malgré I’absence de modification d’expression des génes de la CYP 19A1
et de la 3B HSD1 dans le placenta de femmes avec SOPK versus femmes témoins (Maliqueo
et al., 2015), leur activité était modifiée : diminuée pour la CYP 19A1 et augmentée pour la 3B
HSD1 (Maliqueo et al., 2013). Par ailleurs, des différences entre les expressions géniques et les
sécrétions de stéroides de I’unité foeto-placentaire ont également été montrées en fonction du
sexe feetal (Osei-Kumah et al., 2011, 2011; Yeganegi et al., 2011; Saif et al., 2014). Cela devra

étre analysé dans notre population.

Une autre approche pour étudier 1’activité de la stéroidogenese placentaire chez les
femmes avec SOPK est la recherche de corrélations entre I’expression placentaire des différents
genes des enzymes de la stéroidogenese et le taux circulant de chacun des androgénes (SDHEA,
androsténedione, testostérone libre et totale) individuellement chez chaque femme. En effet,
nous avons dans cette étude longitudinale la possibilité de faire le lien, pour chaque femme avec
SOPK ou témoin, entre les stéroides pendant la grossesse et 1’expression placentaire des

différentes enzymes de la stéroidogenése.

Par ailleurs, puisque des travaux récents de notre équipe ont mis en éevidence des
modifications épigénétiques transmissibles, secondaires a 1’exposition in utero de souris a la
premiere génération a de I’AMH, dont certaines étaient retrouvées dans I’espece humaine

(Mimouni et al., 2021), nous envisageons de mesurer 1’expression de certains genes présentant

154



des modifications épigénétiques dans 1’étude de Mimouni et al.. Plus largement, une étude
extensive de I’expression des geénes placentaires ou des marques épigénétiques entre SOPK et

témoins est envisagee.

Le lien entre ’AMH et les modifications de la stéroidogenése placentaire pourra
également étre affiné par la mesure des corrélations entre les taux d’AMH, et de ses différentes
formes moléculaires, les stéroides circulants et 1’expression des génes des enzymes de la
stéroidogeneése individuellement chez chaque femme. Toutes ces données pourront étre étudiées
en fonction du phénotype du SOPK (A, B, C ou D) et en fonction de I'IMC. Les analyses des
cultures trophoblastiques réalisées en présence d’AMH a différentes concentrations chez des
femmes SOPK et témoin seront méme un élément encore plus concluant du lien entre AMH et

régulation de la stéroidogenése.

Malheureusement, nous ne disposons pas de sang de cordon qui nous aurait permis de
faire des liens également avec les taux circulants d’androgénes ou d’AMH chez le feetus.
Cependant, les taux circulants des stéroides chez I’enfant a la naissance ne sont pas forcément
tres représentatifs de ce qui se passe in utero, le mieux étant de disposer d’échantillons de
liquide amniotique (van de Beek et al., 2004). En effet, a la naissance, 1’axe gonadotrope est au
repos alors qu’il est actif in utero en milieu de gestation. Il reprendra une activé transitoire
quelques jours plus tard pour quelques mois pendant la période de « mini-puberté ». Ainsi, dans
I’étude de van de Beek et al., aucune corrélation n’est retrouvée entre les taux d’androgénes
mesurés dans le liquide amniotique au deuxiéme trimestre de la grossesse et les taux
d’androgénes dans le sang de cordon a la naissance (van de Beek et al., 2004). Dans la
littérature, les résultats sont conflictuels quant au lien entre taux circulants d’androgeénes chez
I’enfant a la naissance et chez la mére atteinte d’'un SOPK : plus élevés, identiques ou plus
faibles (Hickey et al., 2009; Barry et al., 2010; Mehrabian and Kelishadi, 2012; Maliqueo et
al., 2013; Caanen et al., 2016; Daan et al., 2017; Detti et al., 2019; Sun et al., 2020). (Hickey
et al., 2009; Maliqueo et al., 2013; Caanen et al., 2016; Detti et al., 2019). En tout cas, la seule
étude ayant mesureé la testostérone dans le liquide amniotique de filles de femmes avec SOPK
a montreé que celui-ci était augmenté par rapport aux femmes témoins (Palomba et al., 2012).

De méme, les taux d’AMH dans le sang de cordon de filles ou de gargons de femmes
avec SOPK sont parfois retrouvés plus élevés ou non que ceux chez les femmes témoins (Sir-
Petermann et al., 2006; Crisosto et al., 2012; Detti et al., 2019; Tadaion Far et al., 2019) ou
parfois non différents (Caanen et al., 2016; Kollmann et al., 2019). Cependant un méta-analyse

réalisée tres récemment sur le sujet va dans le sens d’une augmentation des taux d’AMH
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circulant chez le nouveau-né d’une femme avec SOPK versus celui d’une femme témoin,
uniquement chez les feetus du sexe féminin (Zhou et al., 2021). Par la suite, les taux d’AMH
chez les filles de femmes avec SOPK sont significativement plus élevés de 2 a 3 fois que chez
les filles de femmes témoins, et ce depuis la petite enfance (2-3 mois) (Sir-Petermann et al.,
2006) jusqu’aux périodes pré ou péri-pubertaires (Sir-Petermann et al., 2006; Crisosto et al.,
2007, 2019; Torchen et al., 2019).

Plus que le sang de cordon, le plus intéressant pour avancer réellement dans la
compréhension de I’héritabilité du syndrome serait de pouvoir étudier les filles de nos patientes

apres la puberté et pouvoir leur proposer des analyses hormonales, génétiques et épigénétiques.

Notre étude présente plusieurs limites. Nous ne disposons pas d’informations sur les
pathologies de la grossesse et en particulier sur 1’incidence du diabéte gestationnel qui pourrait,
par I’hyperinsulinisme qu’il peut provoquer, participer a I’état d’hyperandrogénie maternel,
cependant, au premier trimestre de la grossesse, la glycémie a jeun n’était pas différente entre
nos deux groupes. De plus, notre population contrdle est une population de femmes infertiles
qui n’ont pas de probléme ovarien mais qui ont subi, pour la majorité d’entre elles, des
traitements d’AMP pour obtenir la grossesse. Du fait de I’influence connue de ces traitements
sur les pathologies obstétricales ultérieures, et donc de I’impact possible sur la placentation,
nous ne pouvons écarter ce biais pour I’analyse des données placentaires. Enfin, concernant
également les analyses placentaires, celles-ci doivent toujours étre interprétées avec précaution
surtout en fonction du contexte de 1’accouchement et du traitement initial des échantillons.
Certains auteurs indiquent que 1’accouchement par voie basse ou la péridurale par exemple
peuvent impacter les analyses placentaires (Burton et al., 2014). Dans notre étude, puisque nous
faisions un suivi longitudinal des patientes, nous ne pouvions sélectionner a 1’avance la voie
d’accouchement ou demander aux femmes d’accoucher sans péridurale. Cependant, nous
n’observons pas de différence sur la voie d’accouchement entre nos deux groupes. Les biopsies
ont été effectuées rapidement en s’assurant de la bonne conservation & 4°C du placenta dans
I’intervalle et nous avons récupéré au moins trois cotylédons par placenta, analysés séparéement

pour limiter les biais.

L hyperandrogénie pendant la grossesse semble donc étre a Dorigine de cette
reprogrammation feetale favorisant 1’apparition d’un SOPK ultérieur. Celle-ci pourrait avoir
une origine différente selon le profil métabolique des patientes. Chez les patientes minces avec
SOPK, I’AMH et surtout sa forme clivée, pourraient favoriser cette hyperandrogénie, peut-étre,

au premier trimestre par une action de la LH sur I’ovaire, mais surtout par des modifications de
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la stéroidogenése placentaire. Chez les patientes obéses avec SOPK, cette méme
hyperandrogénie pendant la grossesse, secondaire a une hyperactivation de 1’ovaire puis une
modification de la stéroidogenese placentaire, pourrait étre favorisée par 1’hyperinsulinisme.
En effet, I’insuline est connue pour inhiber ’activité de I’aromatase dans le trophoblaste humain
et stimuler DPactivit¢ de la 3B HSD1 (Nestler, 1989, 1993). Ainsi, comme dans la
physiopathologie du SOPK, qui donne une place différence a I’AMH et a I’insuline selon les

profils métaboliques, 1’héritabilit¢ du SOPK pourrait suivre le méme chemin.

Pour conclure, nous avons pu montrer, dans cette premiere étude de suivi longitudinal
pendant toute la grossesse de femmes avec SOPK et de femmes témoins, que I’AMH et, en
particulier ’AMH clivée-bioactive, restait plus élevée chez les femmes avec SOPK tout au long
de la grossesse. Elle pourrait étre un ¢lément déterminant a 1’origine d’une modification de
I’environnement in utero qui puisse favoriser la transmission du syndrome. L’impact de ’AMH
pourrait étre différent selon le phénotype clinique ou métabolique des patientes et nécessite

d’étre exploré plus avant.
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Au total, au cours de ce travail de these, nous avons exploré les liens entre AMH et
SOPK a différents niveaux. Nous avons mis en évidence que la proportion des formes
moléculaires de I’AMH dans le sérum variait selon le statut métabolique des patientes avec une
proportion plus élevée de formes clivées, a priori actives, de I’AMH dans le sérum des patientes
obéses par rapport aux patientes minces. Cette variation n’était pas retrouvée au niveau
folliculaire, ce qui laisse a penser que I’impact de 1’obésité sur le clivage de ’AMH a lieu en
extra-ovarien. La proportion de formes clivées n’était pas différente, en soi, entre femmes avec
SOPK et femmes témoins mais, puisque le taux d’AMH totale est plus €élevé dans le sérum et
dans le liquide folliculaire de femmes avec SOPK, les taux d’AMH clivés dans le sérum et dans
le liquide folliculaire sont également plus importants. Ainsi, I’AMH pourrait jouer un rdle dans
la physiopathologie du SOPK en agissant sur ses tissus cibles a différents niveaux. Au niveau
de I’ovaire, I’AMH pourrait avoir une action auto-ou paracrine directe peu influencée par le
statut métabolique. Au niveau du reste des organes cibles, I'impact de I’AMH pourrait étre
modulé par son clivage, augmenté chez les patientes obéses. Ainsi, I’AMH, par la modulation
de ses formes actives circulantes en fonction de I’environnement métabolique, pourrait avoir

des impacts différents selon les phénotypes métaboliques des patientes.

Pendant la grossesse, nous avons montré que les taux d’AMH, et de sa forme clivée,
bien que décroissants tout au long de la grossesse, restaient plus élevés chez les patientes avec
SOPK que chez les témoins a tous les temps du suivi, sans aucune modification de la proportion
relative dans le sérum de ses formes moléculaires. A ces taux plus élevés d’AMH s’associaient
des taux plus élevés de testostérone chez les femmes avec SOPK que chez les femmes témoins.
Comme dans la premiere partie de notre travail, ’'IMC semblerait avoir également un impact
pendant la grossesse, avec des taux d’AMH et d’AMH clivés qui sont plus faibles chez les
patientes obéses. De plus, au sein du groupe obése/en surpoids, au troisieme trimestre de la
grossesse, les taux d’AMH ne sont plus différents entre femmes avec SOPK et témoins. Ainsi,
en fonction du phénotype métabolique, I’impact possible de ’AMH pendant la grossesse
pourrait étre différent, peut-étre moins important chez les femmes obéses que chez les femmes

de poids normal.

Au cours de la grossesse, I’impact de I’AMH pourrait varier, sur des organes cibles
successivement différents. Au debut de ce travail de thése, il avait été émis I’hypothese, suite
aux expériences sur le modele murin pAMH (Tata et al., 2018), que I’AMH pouvait favoriser
un environnement d’hyperandrogénie in utero possiblement a 1’origine de modifications
d’expressions géniques ou épigénétiques pendant le développement foetal. Ces modifications

pourraient prédisposer au développement ultérieur d’un SOPK a 1’age adulte soit (1) par une
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action centrale positive sur le neurone @ GnRH, conduisant & une augmentation des taux
sériques de LH pouvant stimuler une hyperandrogénie ovarienne, soit (2) par une action
périphérique sur le placenta en modulant la stéroidogenese ovarienne, en particulier

I’aromatase, pour favoriser un état d’hyperandrogénie placentaire.

Dans ce travail, nous avons également montré que les taux de LH étaient tres bas en
cours de grossesse et indosables chez prés de la moitié des patientes, SOPK ou témoin, en fin
de grossesse. Un taux plus élevé de LH chez les femmes avec SOPK est retrouvé uniquement
au premier trimestre de la grossesse et uniquement chez les patientes de poids normal ; la LH

ne pourrait donc jouer un role dans I’hyperandrogénie ovarienne qu’a ces conditions.

L’action de I’AMH pour favoriser I’hyperandrogénie serait donc plutdt placentaire. Nos
résultats parcellaires de I’étude de 1’expression des génes placentaires des enzymes la
stéroidogenése ne nous permettent pas de conclure; cependant, dans la littérature, des
modifications d’activité ou d’expression génique ou protéiques ont été rapportées dans les
placentas de femmes avec SOPK versus ceux de femmes témoins (Maliqueo et al., 2013, 2015;
Sun et al., 2020).

Par ailleurs, il est bien décrit dans la littérature que 1’insuline joue aussi un rdle sur le
placenta en modifiant également la stéroidogenése placentaire et en favorisant un état
d’hyperandrogénie gestationnelle (Barbieri et al., 1986; Nestler, 1989, 1993). Ainsi, chez
certaines patientes avec SOPK en surpoids, obéses, présentant un diabéte gestationnel ou un
hyperinsulinisme, 1’action de I’insuline sur le placenta pourrait se conjuguer a 1’action de
I’AMH. Enfin, I’AMH peut agir également sur le pancréas, qui possede I’AMHR2 au niveau
des Tlots de Langherans, peut-étre en favorisant cet hyperinsulinisme (Segerstolpe et al., 2016).

Nous proposons donc 1’hypothese physiopathologique suivante de I’impact de I’AMH
chez les patientes avec SOPK en fonction de I'IMC et du terme de la grossesse pour

I’héritabilité du syndrome (Figure).
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Figure : Hypothése physiopathologique de I’impact de ’AMH et de I’insuline chez les patientes avec SOPK
en fonction de I’IMC et du terme de la grossesse sur I’hyperandrogénie gestationnelle et la reprogrammation
feetale in utero. Chez la femme avec SOPK de poids normal, en début de grossesse (T1) le taux d’AMH reste
élevé et peut agir (fleches bleues), entre autres, au niveau central sur les neurones a GnRH et au niveau
peripheérique, sur le placenta. L effet central va favoriser le maintien d’'un taux de LH non nul qui va pouvoir
avoir un effet ovarien pour la fabrication des androgénes (fleche verte). Le placenta va ensuite progressivement
prendre le relai de ’ovaire pour la stéroidogenése : synthése d’androgénes, eestrogenes et progestérone (fleches
roses). Par la sécrétion d’hCG il pourra soutenir initialement la stéroidogenése ovarienne jusqu’au relai
placentaire et par la synthése d wstrogeénes et de progestérone, il va exercer un rétrocontrole négatif sur
[’hypothalamo-hypophyse (fleche noire). En fin de grossesse (T2, T3), I’AMH peut favoriser [’hyperandrogénie
gestationnelle par son action sur la stéroidogenese placentaire. Chez la femme obese avec SOPK, I’AMH semble
avoir une action surtout en début de grossesse. L’insuline, produite par le pancréas, pourrait participer a
[’hyperandrogénie gestationnelle, par son action placentaire, pendant toute la grossesse (fleche orange). L état
d’hyperandrogénie in utero pourra ensuite conduire a la reprogrammation feetale in utero, en particulier des
neurones a GnRH qui a leur tour pourront impacter la programmation ovarienne feetale. T1, T2, T2 : premier,
deuxiéme et troisieme trimestres de la grossesse ; AMH : hormone anti-millerienne ; SOPK : syndrome des

ovaires polykystiques
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Pour confirmer ou infirmer cette hypothése et avancer dans la recherche sur les liens
entre AMH et SOPK pendant la grossesse dans 1’espéce humaine, de nombreux travaux peuvent
étre menés. Tout d’abord sur notre cohorte actuelle, il sera nécessaire de terminer le suivi des
dernieres femmes incluses, de réaliser les dosages complémentaires des autres androgenes, et
en particulier de la testostérone libre puisque c’est la seule réellement active, et de compléter
les analyses d’expressions géniques et protéiques placentaires prévues. Toutes ces analyses
seront a prendre en considération en fonction du sexe feetal, mais également en fonction de
I’IMC et du phénotype clinique initial du SOPK (A, B, C ou D). Des corrélations devront étre
recherchées, au niveau individuel puisque cela est possible dans notre étude, méme si elles ne
sont pas la preuve d’un lien de cause a effet. En plus de I'IMC et du poids pendant la grossesse,
des mesures et des données complémentaires sur I’environnement métabolique pendant la

grossesse devront étre recueillies (insulinémie, diabéte gestationnel, etc.).

Puis, plus largement, une étude extensive de 1I’expression des génes placentaires ou des
marques epigénétiques entre SOPK et témoins doit étre envisagée pour permettre de chercher
d’autres pistes de I’impact possible de ’AMH sur le placenta. Les analyses des cultures
trophoblastiques réalisées en présence d’AMH a différentes concentrations chez des femmes
SOPK et témoin permettront d’affiner encore plus I’'impact de I’AMH sur le placenta dans

I’espece humaine.

Pour explorer I’effet de I’AMH sur le pancréas humain, pendant la grossesse mais
également en dehors de la grossesse, des cultures d’ilots de Langherans humains en présence
d’AMH a différentes concentrations pourraient permettre, par mesure de 1’excrétion d’insuline

dans le milieu de culture, de connaitre I’'impact de I’AMH sur cet organe.

Par ailleurs, pour avoir des données encore plus intéressantes et objectives sur 1’impact
de I’environnement in utero, sur 1’héritabilité du SOPK, il serait nécessaire de pouvoir étudier
les enfants, et en particulier les filles, de nos patientes suivies dans cette cohorte, apres la

puberte et pouvoir leur proposer des analyses hormonales, génétiques et épigénétiques.

Enfin, méme si je n’ai pas personnellement travaillé sur les modeles animaux pendant
ma these, la poursuite de 1’expérimentation animale est indispensable pour pouvoir affiner nos
hypotheéses et les tester ensuite dans 1’espece humaine, comme cela est le cas dans 1’équipe ou
je travaille avec les différents travaux cités dans ce manuscrit (Cimino et al., 2016; Tata et al.,
2018; Malone et al., 2019; Mimouni et al., 2021). Par exemple, des études précliniques chez
les souris obeses seraient nécessaires pour savoir si, comme chez I’Homme, les formes

moléculaires circulantes de I’AMH sont modifi¢es par 1’obésité et quels pourraient étre les
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enzymes et les mécanismes a 1’origine des modifications de clivage dans le serum. Pour finir,
puisque ’AMH et I’AMHR2 sont exprimés dans de trés nombreux organes (“The human
protein atlas,” n.d.), le champ de recherche reste large pour explorer, par des modeles animaux

pré-cliniques pour commencer, le role de I’AMH en physiologie et en pathologie.
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RESUME

Le dosage d’hormone anti-mullérienne (AMH) est devenu un incontournable en pratique clinique
quotidienne, en particulier avant une prise en charge en assistance médicale a la procréation (AMP).
Cependant, de nombreuses trousses de dosage existent qui ne rendent pas des résultats équivalents,
pouvant induire une confusion dans linterprétation des valeurs d’AMH par le clinicien. Jusqu'a
récemment, seuls existaient des dosages Elisa manuels (principalement Gen Il Beckman, EIA/AMH
Immunotech et les deux dosages d’Anshlab), dont les résultats n'étaient pas interchangeables. Les
valeurs seuils hautes et basses, utiles en particulier pour I'adaptation thérapeutique en AMP, étaient
variables entre les trousses. L'arrivée sur le marché fin 2014 de deux dosages automatisés (Access Dxi
Beckman et AMH Elecsys Roche) semble améliorer la sensibilité et la reproductibilité des mesures de
I'AMH ce qui pourrait simplifier I'interprétation du dosage et ainsi la prise en charge de nos patients.
Cette revue synthétise les comparatifs entre les différents dosages d’AMH disponibles en 2017 pour aider
le clinicien dans sa pratique quotidienne.

© 2017 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

ABSTRACT

Serum AMH measurement became a key element in clinical practice, especially before using Assisted
reproductive techniques (ART). However, many AMH kits exist giving different AMH results, leading to a
confusion in their interpretation. Until recently, only manual ELISA kits existed (mainly Gen Il Beckman,
EIA/AMH Immunotech and two Anshlab kits) reporting non-interchangeable results. High and low AMH
cut-off values, mainly useful to adapt therapeutics in ART, were different between Kkits. Since the end of
2014, the arrival of two automatic assays (Access Dxi Beckman and AMH Elecsys Roche) seems to improve
the sensitivity and the reproducibility of AMH measurement. It could simplify the interpretation of AMH
values and improve our clinical choices. This review synthetizes the main comparisons between the
different AMH kits available in 2017 to help clinicians in their daily clinical practice.

© 2017 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Chez la femme, I'hormone anti-mullérienne (AMH), membre de
la famille du transforming growth factor 8 (TGF[3), est sécrétée par
les cellules de la granulosa des follicules préantraux et petits

Adresse e-mail : maeliss.peigne@aphp.fr (M. Peigné). antraux [1]. Elle est impliquée dans l'inhibition du recrutement

http://dx.doi.org/10.1016/j.gofs.2017.08.008

2468-7189/© 2017 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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STUDY QUESTION: Is the negative correlation between the numbers of 2-5 and 69 mm follicles influenced by ovarian and/ or metabolic
parameter(s) in young control women and in patients with polycystic ovarian syndrome (PCOS)?

SUMMARY ANSWER: Our study confirmed that the negative correlation between numbers of follicles sized 2-5 and 6-9 mm was stron-
ger in PCOS than in young control women and was not linked to any ovarian or metabolic parameter.

WHAT IS KNOWN ALREADY: Previous reports described a direct negative correlation between the number of small antral follicles
(2-5 mm) and large antral follicle (6—9 mm) during the early follicular phase (cycle Days 2-5) in normal and PCOS women. Numerous factors,
that could be either intrinsic to the ovary or secondary to metabolic influence and/or gonadotropin regulation, might account for this.

STUDY DESIGN, SIZE, DURATION: Six hundred and thirty-nine patients with PCOS according to Rotterdam Criteria and |57 control
women were recruited in this retrospective cross-sectional study from January 2009 to January 201 6.

PARTICIPANTS/MATERIALS, SETTING, METHODS: Data were obtained from a database of clinical, hormonal and ultrasound
(U/S) features recorded consecutively in a single reproductive medicine centre. Univariate correlations between the various parameters
were analysed by the Spearman’s correlation test. All variables significantly related to the 2-5 and/or 6-9 mm follicle numbers were included
in a principal component analysis (PCA) in order to structure the data and to obtain collections of uncorrelated variables, called principal
components (PC), which are linear combinations of the original variables.

MAIN RESULTS AND THE ROLE OF CHANCE: By univariate analysis, the 2-5 and 6-9 mm follicle numbers were strongly but nega-
tively correlated in both populations. Many other variables were correlated to the 2-5 and/or 6—9 mm follicle numbers and to each other. By
PCA, these relationships were gathered into four independent PCs in each population. In both groups, the 2-5 and 6-9 mm follicle numbers
correlated strongly and inversely to a specific PC. Among the other variables tested, only serum oestradiol level correlated weakly to this PC
in the control group. Two other uncorrelated PCs gathered relationships between variables linked to the metabolic status and the gonado-
tropin regulation both in control and PCOS women. Lastly, a fourth PC included relationships which linked to ovarian ageing in controls and
to follicle dysregulation in patients with PCOS.

LIMITATIONS, REASONS FOR CAUTION: Our controls did not represent the general population since they were recruited in an
ART centre; we used a modified Rotterdam classification for PCOS using follicle count and/or serum AMH level with in-house thresholds to
define the follicle excess; the AMH assay used is no longer commercially available.

© The Author(s) 2018. Published by Oxford University Press on behalf of the European Society of Human Reproduction and Embryclogy. Al rights reserved.
For Permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com
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Abstract

Sinceitsinitial discovery in the 1940s, research into the phys-
iological actions of anti-Millerian hormone (AMH), from its
eponymous role in male developmental biology to its rou-
tine clinical use in female reproductive health, has under-
gone a paradigm shifting change. With several exciting stud-
ies recently reporting hitherto unforeseen AMH actions at all
levels in the hypogonadal-pituitary-gonadal axis, the impor-
tance of this hormone for both hypothalamic and pituitary
reproductive control is finding increasing support and sig-
nificance. In this review, we will briefly summarize what is
known about the traditional roles and biology of AMH and
how this could be integrated with new findings of AMH ac-
tions at the level of the hypothalamic-pituitary axis. We also
synthesize the important findings from these new studies
and discuss their potential impact and significance to our
understanding of one of the most common reproductive
disorders currently affecting women, polycystic ovary syn-

Introduction

Anti-Miillerian hormone (AMH) is a homodimeric
glycoprotein belonging to the transforming growth factor
(TGF)-p family [1] and was initially identified for its role
in regression of the Miillerian ducts in male embryos [2].
Prof. Jost [2] found that the Miillerian ducts of the rabbit
would independently differentiate into the female repro-
ductive system (i.e., the uterus, the fallopian tubes, and the
upper two thirds of the vagina) in the absence of testicular
secretions. Following gonadectomy of sexually undiffer-
entiated rabbits, Jost [2] grafted either ovarian or testicu-
lar tissue in rabbits and witnessed the subsequent correct
development of either female or male genitalia, respec-
tively. The paradigm-shifting experiment came when, fol-
lowing gonadectomy, he implanted a testosterone propri-
onate crystal alone, noting that while the wolffian ducts
were stimulated to develop, there was no regression of the
Miillerian ducts - highlighting that a testicular factor oth-
er than testosterone was responsible for gonadal differen-
tiation. Jost and Jost [3] called this factor “hormone in-
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KEY MESSAGE

A lower proportion of proAMH is detectable in the serum of obese versus normal weight women independently
of polycystic ovary syndrome status. In the follicular fluid, this difference is not found, suggesting that conversion
of proAMH into the active isoform occurs in extra-ovarian tissues and is exacerbated in obese individuals.

ABSTRACT
Research question: Does the relative distribution of anti-Mdllerian hormone (AMH) isoforms differ between patien
depending on their body mass index (BMI) and polycystic ovary syndrome (PCOS) status in serum and follicular flu

ts
id?

Design: Obese and normal weight patients (PCOS [n = 70]; non-PCOS [n = 37]) were selected for this case-control study

in the serum. Between 2018 and 2019, obese (n = 19) and normal weight (n = 20) women with or without PCOS who we
receiving IVF treatment were included in the follicular fluid study. The bio-banked serums and follicular fluid were tested

re

for total AMH (proAMH and AMHy ¢ combined) and proAMH using an automatic analyzer. The AMH prohormone index
(APl = [proAMH]/[total AMH]x 100) was calculated as an inverse marker of conversion of preAMH to AMHy ¢, with only

the latter isoform that could bind to the AMH receptor complex.
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The serum proAMH/totalAMH ratio
is linked to metabolic status but not to
Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) per se
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» Study Question

Is the ratio of circulating inactive AMH form

» Material and Methods

Université
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LILLE

v" 71 PCOS women (Rotterdam criteria) (42 obese and 29 lean)
) (prf)AN_'lH.’totaIAMH? decreased in FTCOS women, and 37 controls (16 obese and 21 lean) were selected.
implicating more active AMH forms in their serum ? v A specific assay for serum proAMH measurement was built on
Beckman Dxi Automatic analyzer based on Pankhurst et al.
. experiments '
[> IntrOdUCtlon v' Because Beckman Dxi Automatic analyzer is not able to detect
AMH¢, the molecular AMH forms detected in the serum by
v Anti-mullerian hormone (AMH) inhibits initial and cyclic follicular Beckman Dxi Automatic analyzer are proAMH and AMHy ¢ (=
recruitment total AMH).
v Compared to controls, serum AMH level is higher in women v' Desoxycholate treatment leads to dissociation of the non-
with PCOS and is supposed to actin the follicular arrest covalent link of AMHy. N-term and C-term parts which
v Different molecular forms of AMH exist: one inactive prevents binding of the detection antibody. ProAMH is
(proAMH) and two active which can bind the AMHRII receptor unaffected by the treatment as the molecule is uncleaved. After
and induce AMH specific actions. DOC treatment, only proAMH is detected by Beckman Dxi
v The active forms are obtained after proAMH cleavage: AMHc Automatic analyser.
(C-term domain) and AMHy ¢ (non-covalent association of N- - Ao Desnycheita 006 e st
term and C-term domains).
. . . — . — (e
v Different AMH forms ratio are described in different populations. — |
e . it
e —I_'t [ ]
= - T = i T .
ol T . - -
- 540 N
- S " =t Y comess ), oumionts @ oine
: v Relative levels of pro AMH were expressed as a proAMH ratio:
- [proAMH]/[total AMH]x100.
s - -
" Table 1: Population
- 'L‘ % ; lean(LC)N=21  Obese(OC)N=16  Lean(IP)N=29  Obese (OP) N=42
- B Med (5-35) Med (5-50) Med (5-95) Med (5-95)
: - - Age (V) 32(22.4-38cd 31.5(25-353)c 23(16.5-33)a,b 27(19.1-380)a
% 2 o - 2 Weight (kg) 59 (47.1-65.4)b,d 94.25(810-128.1)ac 55.7(445-725)b,d 91.0(740-1235)ac
BMI {kg/m?) 20.7(164-249)b,d 33.75(29.0-4385ac 20.2(172-260)b,d 34.05(300-42355a,c
Total AMH ‘PD';‘::I‘;S PrOAMH ratic | Total AMH ProAMH ProAMH ratio Waist Circumference (cm) 72(585-789)bd  103.5(735-1332)ac  75(63-100)bd  107.0(951-123ac
(pmol/L) At L] {pmol/L)} (pmol/L) %pro AMH/total AMH Waist/HipRatio 0.75(0.64088)b,cd  0.84(0.67-0.58)a,d 0.24(0.63-1.08)ad 0.31(0.79-1.09a,bc
. . Testosterone (ng/ml) 0.22(0.13-0.4%) c,d 0.31(0.16-0.41)d 0.38(0.17-0.63)a  0.45(0.21-0.88)a,b
Fig 1: Levels of AMH molecular forms in Fig 2 : Levels of AMH molecular forms Androstendione (ng/mi) 094(05-158cd  077(0.42-17cd  13(074-287)ab  143(0.62-2083b
PCOS and control women in obese and lean women Estradiol (pe/mi) 36.0(185576) 38.0(170-605) 340(165-380) 22(28.1-625)
o LH[IUfL) 4.1(153-12.7) 3.05(1.5-5.5)c,d 5.8(2.4-171)b 52(2.2-117)b
=3 Lean Controls. FSH (1U/L) 5.5(3.5-102) 5.35(4-7.67) £1(23-7.3) 50(3.2-8.2)
== Obese Controks SBP (pmol/L) 70.4(40.7-1038)bcd 36.3(172-6575)a  46.9(251-961)a,d 28.8(101-642)a,c
- = Lean PCOS Glycaemia (g/L) 077(0.71-0.9)d 0.85(0.7-0.33) 0.81(0.69-0.55) 0.85(0.72-1.13)a
o - == Obose PCOS Insuli JI/L) 3.4(0.9-130)d 5.6(2.5-1222)d 4.6(20-1245d  11.6(3.1-245)abc
Total cholesterol (g/L) 1.8(1.1-2.4 1.66(1.29-2.36) 172(1.20-2.59) 1.891.45-2.65)
. s — HDL Cholesterol (g/L) 058(0.38-0.77)b,d 0.48(032-061)a 056(0.37-077)d  0.45[0.29-0.58)a,c
LDL cholesterol (g/L) 103(0.57-158) 1.08(0.85-158) 0.53(0.53-1.74) 126(078-181)
Triglycerides (g/L) 0.59(0.36-142)d 0.86(0.44-1.65) 0.65(0.33-1.63)d 1.1(0.58-2.88)a,c
100 . total AFC both ovaries 22(8.5-35)c,d 21(6-30.1)c,d 52(14.6-1217)ab 55(24.2-99.0)a,b
Fig 3 : Levels
of AMH
- aw molecular o .
. — forms in v ProAMH/totalAMH ratio is not different between PCOS and control women
s I';I.'I f obese and v It is decreased in obese versus lean women in the whole group and in PCOS
BT 5 ':T":“;‘g‘g;' and control women groups individually
. %; women v o ltis negati\{ely correlated (S_pear_man)_ to rqetabolic parameters (Weight,
BMI, Waist circumference, Insulinemia, Triglycerids)
Total AMH ProaMH ProAMH ratio ©

(pmel/L) (pmol/L)

» Conclusion

%pro AMH/tot;

al AMH

v' Serum ratio of AMH inactive form (proAMH/total AMH) is not significantly different between PCOS and control women but
is decreased in obese women versus controls.
v' Metabolic status may have an impact on proAMH cleavage enzymes leading to an increased rate of circulating active
AMH forms in obese women (with or without PCOS). Further studies on larger populations are required to study whether
they may contribute to ovulation disorders in PCOS women and control obese women.

1, Pankhurst M, McLennan IS. A specificimmunoassay for proAWH, the uncleaved proprotein precursor of anti-Willerian hormone. ol Cell Endocrinol 2016;418:165-171
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Annexe 4 : Lettre d’'information des patientes pour I’étude HERITOPK

« Héritabilité du Syndrome des Ovaires Polykystiques : réle de ’hormone

antimullérienne, des stéroides et de la leptine »

Etude HERITOPK

Promoteur : CHRU de Lille
Investigateur principal : Pr Sophie CATTEAU-JONARD
Service de gynécologie endocrinienne et médecine de la reproduction
Jeanne de Flandre, CHRU Lille,
Tél: 03.20.44.63.09

Madame,

Le présent document décrit I’étude a laquelle il vous est proposé de participer. Il résume les
informations actuellement disponibles en répondant aux différentes questions que vous pouvez
vous poser dans le cadre de votre participation a cette recherche.

1) Pourquoi me propose-t-on de participer a cette étude ?

Vous avez été suivie dans notre service pour une infertilité et vous étes actuellement enceinte. Lors
de votre bilan initial des dosages hormonaux ont été réalisés : soit vous étes porteuse d’'un syndrome
des ovaires polykystiques (SOPK) soit votre bilan était normal. Nous souhaitons suivre I'évolution de
vos hormones pendant la grossesse et réaliser des préléevements pour dosages sur le placenta apres
'accouchement. Aucun dosage ne sera réalisé chez votre enfant.

2) Quel est 'objectif de la recherche ?

Le syndrome des ovaires polykystiques (SOPK) est une pathologie fréquente dans la population
féminine a l'origine de troubles de I'ovulation pouvant conduire a une infertilité. Il est décrit que les filles
de femmes avec SOPK ont plus de risque de développer a leur tour un SOPK. Pourtant le mécanisme
de transmission n'est pas connu. Nous vous proposons de participer a notre étude qui cherche a
comprendre le réle de différentes hormones dans cette transmission.

3) Comment va se dérouler larecherche ?

Au cours du suivi normal de votre grossesse, nous préléverons des tubes de sang supplémentaires
lors d’'une prise de sang de suivi de grossesse. Seul le premier préléevement sera réalisé a jeun, comme
habituellement pour la prise de sang du 1°' trimestre.

Ces tubes supplémentaires seront prélevés a chaque trimestre de la grossesse. Il s’agit de 4 tubes
de 7 ml au 1¢ trimestre puis 3 tubes de 7 ml au 2¢me et 3¢me trimestre. Aprés I'accouchement une biopsie
du placenta sera également réalisée.

Aucune prise de sang supplémentaire ne sera faite pendant votre grossesse, il s’agit juste de la
récupération de tubes supplémentaires lors de prises de sang habituelles de suivi.

- Parmi ces 3 ou 4 tubes, 1 tube de 7 ml sera conservé a chaque fois au Centre de Ressources
Biologiques (CRB) du CHRU de Lille pour la réalisation de dosages complémentaires pendant une
durée de 10 ans.

- Le préléevement de placenta sera également conservé au Centre de Ressources Biologiques (CRB)
du CHRU de Lille pendant une durée de 10 ans.

Le recueil de votre consentement pour la constitution de ces deux collections biologiques sera
nécessaire.

4) Que se passera-t-il a la fin de ma participation a cette recherche ?
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Nous allons comparer les résultats de ces différents dosages hormonaux entre des patientes
porteuses d’'un SOPK et des patientes non atteintes. Le suivi de votre grossesse et de votre
accouchement ne s’en verront aucunement modifié.

La collection d’échantillons biologiques constituée a partir de vos prélévements sera conservée au
niveau du Centre de Ressources Biologiques (CRB) du CHRU de Lille.

5) Quels sont les bénéfices attendus ?

Votre suivi de grossesse ne sera aucunement modifié. Cette étude nous permettra de connaitre
I’évolution de différentes hormones au cours de la grossesse et de savoir si celles-ci sont modifiées
chez les patientes atteintes d'un SOPK par rapport a des patientes non atteintes. Nous pourrons
connaitre également s'il existe des modifications hormonales dans le placenta de femmes avec SOPK
par rapport a des placentas de patientes non atteintes.

6) Larecherche comporte-t-elle des risques, des effets indésirables et/ou des contraintes
particulieres ?

Puisqu’il n’existe aucune intervention propre a cette étude, aucun risque, effet indésirable ou
contrainte particuliére n’est a déclarer.

7) Existe-t-il des alternatives au traitement/a la prise en charge ?

Non, la prise en charge reste identique que vous participiez ou non a cette étude.

8) Quelles sont les conditions de participation a la recherche ?

Afin de pouvoir participer a cette étude, vous devez étre affilié(e) a un régime obligatoire
d’Assurance Maladie ou ayant droit d’'un assuré social.

Si vous acceptez de participer a cette étude, vous ne pourrez pas étre le sujet d’'une autre
étude interventionnelle pendant toute la durée de votre participation a la recherche.

Votre participation a cette étude nécessite que nous informions votre médecin traitant, sauf
si vous le refusez.

9) Quels sont mes droits en tant gue participant a la recherche ?

Vous étes libre d’accepter ou de refuser de participer a cette recherche sans avoir a vous justifier
et sans que cela ne modifie la relation de soin existant avec I'’équipe médicale vous prenant en charge.

Vous n’étes pas obligé de nous donner votre décision tout de suite ; vous disposez du temps que
vous estimez nécessaire pour prendre votre décision. En cas d’acceptation, vous pourrez a tout moment
revenir sur votre décision, sans nous en préciser la raison, et sans que cela n’altére la qualité des soins
gui vous sont dispenseés.

Par ailleurs, vous pourrez obtenir, au cours ou a l'issue de la recherche, communication de vos
données de santé détenues par votre médecin.

Dans le cadre de la recherche, un traitement de vos données personnelles sera mis en ceuvre pour
permettre d’analyser les résultats de I'étude au regard de I'objectif de cette derniére qui vous a été
présenté. A cette fin, les données médicales vous concernant ou tout autre type de données existantes
seront transmises au Promoteur de la recherche ou aux personnes ou société agissant pour son compte
en France ou a I'étranger. Ces données seront identifiées par un numéro de code et vos initiales. Ces
données pourront également, dans des conditions assurant leur confidentialité, étre transmises aux
autorités de santé francaises.

Conformément aux dispositions de la loi relative a I'informatique, aux fichiers et aux libertés, vous
disposez d’'un droit d’accés et de rectification. Vous disposez également d’un droit d’'opposition a la
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transmission des données couvertes par le secret professionnel susceptibles d’étre utilisées dans le
cadre de cette recherche et d’étre traitées. Ces droits s’exercent auprés du médecin qui vous a proposé
de participer a cette étude.

Vous n‘aurez a supporter aucune charge financiére supplémentaire du fait de votre participation
a cette étude.

10) Le CHRU de Lille est-il autorisé a réaliser ce type de recherche ?

Oui, en application de la loi, cette étude a recu le 05/03/2018 un avis favorable du Comité de
Protection des Personnes lle de France X, organisme officiel et indépendant qui a notamment vocation
a protéger la sécurité des personnes qui se prétent a la recherche.

En outre, le CHRU de Lille, en sa qualité de promoteur, a souscrit une assurance pour la réalisation
de cette étude. (SHAM 144.893)

11) A qui dois-je m’adresser en cas de questions ou de problémes ?

Vous pouvez poser toutes les questions que vous souhaitez, avant, pendant et aprés I'étude en
vous adressant a I'investigateur principal de I'étude : le Pr Sophie CATTEAU-JONARD au 03 20 44 63
09

Nous vous remercions de parapher chague page de ce document (réalisé en trois exemplaires),
afin d’attester que vous I'avez lu et compris. Si vous étes d’accord pour participer a cette étude,
nous vous remercions également de bien vouloir donner votre consentement écrit en signant le
formulaire ci-apres.
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Annexe 5 : Consentement pour I’étude HERITOPK

« Héritabilité du Syndrome des Ovaires Polykystiques : role de I’hormone

antimullérienne, des stéroides et de la leptine »

Etude HERITOPK

Promoteur : CHRU de Lille
Investigateur principal : Pr Sophie CATTEAU-JONARD
Service de gynécologie endocrinienne et médecine de la reproduction
Jeanne de Flandre, CHRU Lille,
Tél : 03.20.44.63.09

Je SouSSIGNEE MME ....cccuviiiiiiiiiiiee e
accepte librement et volontairement de participer a la recherche biomédicale intitulée :
« Héritabilité du Syndrome des Ovaires Polykystiques : role de ’AMH, des stéroides et de la
leptine »
dont le CHRU de Lille est promoteur et qui m’a été proposée par le Professeur (Nom, coordonnées)

Etant entendu que :

- Le médecin qui m’a informée et a répondu a toutes mes questions, m’a précisé que ma participation
a cette étude est libre et que je peux arréter d’y participer a tout moment en informant
préalablement mon médecin.

- J'ai été clairement informée des éléments suivants : But de la Recherche- Méthodologie- Durée de
ma participation- Bénéfices attendus- Contraintes- Risques prévisibles.

- J'ai bien compris que pour pouvoir participer a cette recherche, je dois étre affilié(e) a un régime
de sécurité sociale ou étre ayant-droit d’'un assuré social. Je confirme que c’est bien le cas,

- Sije le souhaite, je serai informée par le médecin des résultats globaux de cette recherche selon
les modalités figurant dans la note d’information qui m’a été remise,

- Mon consentement ne décharge en rien le médecin et le promoteur de I'ensemble de leurs
responsabilités et je conserve tous mes droits garantis par la loi.

La collection d’échantillons biologiques constituée a partir de vos prélévements sera conservée au
sein du Centre de Ressources Biologiques (CRB) du CHRU de Lille sous la responsabilité de M. P.
Gelé.

Cette collection biologique pourra étre réutilisée pour d’autres analyses complémentaires afin
d’étudier d’autres marqueurs hormonaux sauf si vous exprimez votre opposition a I'utilisation ultérieure
de vos prélévements. A tout moment, vous pouvez vous opposer a la réutilisation de vos échantillons a
des fins scientifiques ultérieures en adressant une copie de ce document, aprés avoir coché la case ci-
dessous,aM.......coooiiiiiiiiiii aladresse suivante : ................

o En cochant cette case, j'exprime mon accord concernant la réutilisation a des fins scientifiques
secondaires de mes prélévements biologiques.

Oou
o A lissue de I'étude, mes prélévements biologiques utilisés dans le cadre de la recherche seront
détruits

Signature du participant Signature du médecin investigateur

Le présent formulaire est réalisé en trois exemplaires, dont un est remis a l'intéressé, ou a son représentant légal.
Un exemplaire sera conservé par l'investigateur ; le dernier sera conservé par le promoteur en toute
confidentialité, conformément a la loi.
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Résumé

CONTEXTE : Le syndrome des ovaires polykystiques (SOPK), qui touche 5 a 20 % des femmes, est caractérisé par
une hyperandrogénie, des troubles de 1’ovulation ou un aspect échographique d’ovaires polykystiques. L’hormone
anti-mallerienne (AMH), dont le taux sérique est 2-3 fois plus élevé chez les femmes avec SOPK que chez les
témoins, a pour rdle I’inhibition du recrutement folliculaire initial et cyclique et pourrait jouer un rdle dans la
physiopathologie de ce syndrome. Elle existe sous différentes formes moléculaires, clivée et non-clivée.
L’injection d’AMH chez la souris en fin de gestation provoque, dans la descendance, 1’apparition d’un phénotype
« SOPK » possiblement via une hyperandrogénie gestationnelle. L’ AMH pourrait donc, également, jouer un role
dans I’héritabilité du SOPK qui est estimée entre 35 et 70%, mais n’est expliquée que dans moins de 10% des cas

par une cause génétique.

PARTIE 1: Dans la premiére partie, nous nous sommes intéressés a la proportion des différentes formes
moléculaires de I’AMH dans le sérum et dans le liquide folliculaire des femmes en fonction de la présence ou non
d’un SOPK et de I’indice de masse corporelle. Aprés un prétraitement de 1’échantillon par déoxycholate (DOC),
seule la forme non-clivée, inactive, de I’AMH était dosable. Ainsi, par comparaison des mesures d’AMH avec ou
sans prétraitement par DOC, nous avons obtenu la proportion des formes moléculaires clivées et non-clivées de
I’AMH. Cette proportion n’est pas différente entre les femmes atteintes d’un SOPK et les femmes témoins. En
revanche, la proportion de formes clivées est plus élevée dans le sérum de femmes obéses par rapport aux femmes
de poids normal, alors qu’elle n’est pas différente dans le liquide folliculaire. Ainsi, nous avons pu montrer que le
clivage de la forme inactive de I’AMH, en sa forme clivée active, semble survenir plutdt en dehors de I’ovaire et

est majoré chez les patientes obéses.

PARTIE 2 : Dans la deuxiéme partie de ce travail, nous avons exploré, chez la femme, 1’impact possible de I’AMH
pendant la grossesse sur 1’héritabilité du SOPK. Nous avons réalisé un suivi longitudinal trimestriel de femmes
enceintes porteuses ou non d’un SOPK. Nous avons mis en évidence que le taux d’AMH, et de sa forme clivée,
diminuaient significativement pendant la grossesse mais restaient plus élevés chez les femmes avec SOPK que
chez les témoins. En revanche la proportion de ces différentes formes moléculaires n’était pas modifiée pendant
la grossesse. Une hyperandrogénie gestationnelle est retrouvée chez les femmes avec SOPK mais nécessite d’étre
confirmée par des dosages complémentaires. A la différence de ce qui a été montré chez la souris, le taux de LH
chez les femmes avec SOPK n’est pas plus élevé que chez les témoins en fin de grossesse. Enfin, les analyses
d’expressions géniques placentaires ne sont que parcellaires mais 1’expression des génes de la stéroidogenése et
de I’AMHR?2 est bien retrouvée, sans différence significative entre femmes avec SOPK et femmes témoins, pour

le moment.

CONCLUSION : Ce travail a permis de mettre en évidence que le lien entre AMH et SOPK, cette pathologie
hétérogene, est complexe. L’AMH, par la modulation de ses formes actives circulantes en fonction de
I’environnement métabolique, pourrait avoir des impacts différents selon les phénotypes métaboliques des
patientes. En particulier pendant la grossesse, I’ AMH pourrait participer, peut-étre de fagon différente en fonction
des phénotypes métaboliques des patientes, a moduler un état d’hyperandrogénie gestationnelle possiblement a
I’origine de modifications d’expressions géniques ou épigénétiques pendant le développement feetal a 1’origine

d’une prédisposition au développement ultérieur du SOPK.



