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Introduction

1 Rationnel scientifique

1.1 Epidémiologie du cancer du sein

1.1.1 Incidence

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez les femmes[1]. Selon les
données publiées par l'Institut National du Cancer (INCa) en 2019, l'incidence du
cancer du sein est en hausse. Au cours de la période d'étude allant de 1990 a 2018,
le nombre de nouveaux cas annuels chez les femmes en France a presque doublé,
passant de 30 000 a 58 400, soit une hausse de 95 %[1]. Cette augmentation est pour
moitié due a un accroissement du risque, tandis que l'autre moitié s'explique par la
croissance déemographique et le vieillissement de la population. Les facteurs de risque
de cancer du sein ayant évolué défavorablement au fil des générations sont
notamment les facteurs hormonaux et reproductifs (diminution de I'age a la puberté,
diminution du nombre moyen d’enfants par femme, augmentation de I'age au premier
enfant, diminution des pratiques d’allaitement et ménopause plus tardive)[1]. Chez les
femmes de 40 ans ou moins, le taux d’'incidence de ce cancer a augmenté en moyenne

de 0,9% par an sur la période d’étude[1].
1.1.2 Mortalité

Concernant le taux de mortalité, on observe une baisse de la mortalité entre
1990 et 2018, avec une diminution moyenne de 1.3 % par an, et méme de 1.9 % par

an chez les femmes de moins de 60 ans[1]. Cette diminution du taux de mortalité est



liée aux progrés thérapeutiques majeurs, tels que I'hnormonothérapie, les taxanes et
les traitements ciblés adaptés au profil moléculaire de la tumeur, ainsi qu'a une
augmentation des diagnostics précoces, notamment grace au dépistage. Le cancer du
sein est donc de bon pronostic, avec un taux de survie nette a 5 ans de 88 % pour
les cas diagnostiqués entre 2005 et 2010. Cependant, en raison du grand nombre de
nouveaux cas chaque année, le cancer du sein demeure la principale cause de

déceés par cancer chez les femmes en France[1].

1.1.3 Impact sur la fertilité

Ces trois caractéristiques épidémiologiques (incidence en augmentation,
mortalité en baisse, taux de survie élevé) expliquent pourquoi le nombre de
survivantes du cancer du sein augmente chaque année, en particulier chez les jeunes
femmes ayant été diagnostiquées avant 40 ans, soulevant ainsi la question de leur
fertilité aprés le cancer. D'aprés les données de I'INCa, 11.9 % des femmes de 40 ans
ou moins au moment de leur diagnostic ont bénéficié d'un bilan de fertilité dans les
cing années suivant leur diagnostic[2]. La question de la fertilité post-cancer du sein
est donc une problématique majeure actuellement et concerne de plus en plus de

femmes.

1.2 Cancer du sein et fertilité

1.21 Aménorrhée chimio-induite (ACI) : généralités

La chimiothérapie, traitement de référence pour de nombreux cancers, a
permis d’améliorer significativement la survie des patientes atteintes de cancer du

sein, mais elle présente des effets délétéres notables sur la fertilité chez les femmes



prémeénopausées. L’un des effets les plus fréquents est 'laménorrhée chimio-induite
(ACI), caractérisée par une absence de menstruations pendant au moins trois
mois consécutifs[3]. Selon sa durée, I'ACI peut étre transitoire, avec un retour des
cycles menstruels aprés quelques mois, ou permanente, résultant en une
insuffisance ovarienne prématurée. La fréquence de I'ACI varie en fonction de
plusieurs facteurs, tels que I'age de la patiente, les drogues utilisées dans le protocole
de chimiothérapie et l'utilisation d’hormonothérapies complémentaires[3]. L'étude de
Yoo et al. (2013) a montré que les femmes de 40 ans et plus présentent une fréquence
accrue d’AClI prolongée (77.4 %) par rapport aux femmes plus jeunes (18.3 %), et que

I'ajout de taxanes ou de tamoxiféene augmente également ce risque[3].

Les patientes présentant une ACI prolongée manifestent souvent des niveaux
élevés de FSH et des taux faibles d’estradiol, caractéristiques d’un profil hormonal
meénopausique. Ces perturbations endocriniennes ont un impact sur la qualité de vie
des patientes, avec des effets négatifs sur les plans vasomoteur, physique et
sexuel[3]. Ces répercussions soulignent I'importance d’identifier les facteurs qui
favorisent la récupération ovarienne, afin de guider le conseil en oncofertilité et

d’optimiser la prise en charge des jeunes patientes atteintes de cancer du sein.

1.2.2 Facteurs connus associés a la récupération ovarienne post-
chimiothérapie

1.2.2.1 Age de la patiente

Parmi les facteurs influencant la récupération de la fonction ovarienne apres la
chimiothérapie, I'age de la patiente apparait comme un déterminant majeur. Silva et

al. (2016) et Lambertini et Demeestere (2018) ont mis en évidence que les femmes de



moins de 40 ans présentent de meilleures chances de reprise menstruelle apres le
traitement. Cette résilience ovarienne relative des jeunes patientes peut s’expliquer
par une réserve ovarienne plus importante, qui confere une meilleure résistance

aux effets gonadotoxiques de certains agents chimiothérapeutiques[4][5].

1.2.2.2 Nature de la chimiothérapie

La nature des agents chimiothérapeutiques utilisés influence fortement la
probabilité de récupération ovarienne. L’étude de Decanter et al. (2010) montre que
les jeunes femmes traitées pour un lymphome avec le protocole Doxorubicine —
Bléomycine — Vinblastine — Dacarbazine (ABVD) ont vu leurs concentrations
d’hormone anti-mullérienne (AMH), un indicateur clé de la réserve ovarienne, se
rétablir progressivement aprés la chimiothérapie[6]. En revanche, les patientes
soumises a des protocoles incluant des agents alkylants plus toxiques, tels que le
cyclophosphamide dans le protocole Rituximab — Cyclophosphamide — Doxorubicine
— Vincristine — Prednisone (R-CHOP), n'ont pas observé de récupération notable des
concentrations d’AMH, soulignant ainsi la toxicité accrue de ces traitements et le
risque de dommages irréversibles aux follicules ovariens[6]. Ces observations
concordent avec les recommandations de Silva et al. (2016) et Lambertini et
Demeestere (2018), qui préconisent d’éviter l'utilisation des agents alkylants chez les
patientes jeunes lorsque des alternatives moins toxiques sont envisageables, afin de

maximiser les chances de récupération menstruelle et de préserver la fertilite[4][5].

1.2.2.3 Hormone anti-miillérienne (AMH)

En outre, certains biomarqueurs hormonaux, comme 'AMH, permettent de
prédire la probabilité de récupération ovarienne. L’AMH, produite par les cellules de

la granulosa des follicules en croissance, est un marqueur stable de la réserve
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ovarienne[7][8]. Anderson et al. (2013) ont démontré que des niveaux d’AMH élevés
avant le traitement sont associés a une meilleure probabilité de reprise
menstruelle, et Kim et al. (2018) ont montré que I'AMH mesurée aprées la
chimiothérapie reste un indicateur utile de la résilience ovarienne[7][8]. Dans ce
contexte, Decanter et al. (2014) ont mis en ceuvre un dosage hypersensible de
I’AMH, la picoAMH, permettant de détecter des concentrations trés faibles d’AMH
dans le sérum[9]. Ce test s’est avéré particulierement utile pour évaluer la récupération
ovarienne post-chimiothérapie chez des patientes présentant des niveaux d’AMH
souvent indétectables avec les dosages conventionnels, malgré un retour des cycles

menstruels[9].

Grace a cette avanceée, I'étude de Decanter et al. (2018) a pu examiner les
variations de 'AMH chez des jeunes patientes traitées pour un cancer du sein, et a

permis d’identifier deux schémas distincts de récupération ovarienne :

- unrétablissement rapide, avec augmentation de I’AMH dés trois mois apres
la chimiothérapie et reprise menstruelle précoce,
- etunrétablissement lent, ou I’AMH restait basse plus longtemps et les cycles

reprenaient plus tardivement[10].

Ces résultats montrent que 'AMH, mesurée en pré- ou post-chimiothérapie, peut
refléeter la résilience ovarienne aprés un traitement gonadotoxique, permettant

d’anticiper les chances de récupération ovarienne.

1.2.2.4 Indice de masse corporelle (IMC)

Par ailleurs, un IMC supérieur ou égal a 25 kg/m? pourrait étre un facteur de
bon pronostic pour la récupération menstruelle, bien que les résultats soient variables

selon les études. Su et al. (2014) et Kim et al. (2018) suggerent que les patientes avec
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un IMC plus élevé pourraient présenter une meilleure résilience ovarienne,
possiblement en raison de facteurs métaboliques qui influencent positivement la
réponse ovarienne apres la chimiothérapie[8][11]. Toutefois, d’autres études sont
nécessaires pour comprendre pleinement l'influence de I'IMC et de ses interactions

avec d’autres facteurs cliniques et biologiques[8][11].

1.2.2.5 Facteurs génétiques

Enfin, des facteurs génétiques jouent un réle potentiel dans la survenue de
I'ACI chez les femmes atteintes de cancer du sein, comme le souligne I'étude de
Ruddy et al. (2019)[12]. Deux polymorphismes mononucléotidiques ont été
identifiés comme étant significativement associés a la reprise des menstruations
aprés chimiothérapie : rs147451859, situé dans un intron du géne PPCDC
(phosphopantothenoylcysteine decarboxylase), et rs17587029, localisé en amont du
pseudogene RPS20P11 (ribosomal protein S20 pseudogene 11). Le géne PPCDC
est impliqué dans la biosynthese du coenzyme A, un cofacteur essentiel pour le
meétabolisme cellulaire et la détoxification des agents chimiothérapeutiques par
'enzyme N-acétyltransférase. Une variation dans ce géne pourrait ainsi influencer la
capacité des ovaires a résister aux dommages induits par la chimiothérapie. De plus,
rs17587029, bien qu’associé a un pseudogene, pourrait réguler I'expression de génes
voisins impliqués dans la fonction ovarienne. Ces résultats suggérent que des

variations génétiques pourraient moduler le risque d’ACI[12].

Ainsi, plusieurs facteurs contribuent a déterminer la probabilité de
récupération ovarienne aprés la chimiothérapie. La prise en compte de ces éléments
dans I'évaluation clinique permettrait de personnaliser le suivi des jeunes patientes

atteintes de cancer du sein. L’identification d’autres facteurs susceptibles de favoriser
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une récupération précoce de la fertilité passe par une meilleure compréhension des

mécanismes a l'origine de I'ACI.

1.2.3 Mécanismes a l’origine de I’ACI

Pour comprendre les mécanismes a l'origine de I'ACI, il est essentiel de
rappeler la régulation physiologique de la folliculogénése. En effet, les follicules
primordiaux, qui constituent la réserve ovarienne, alternent entre un état de
quiescence et un état d’activation vers des stades de maturation ultérieurs jusqu’au
follicule pré-ovulatoire[13][14]. La régulation de la quiescence et de I'activation des
follicules primordiaux repose sur un équilibre complexe entre des facteurs
autocrines, paracrines et endocrines[13][14]. Ces signaux incluent des facteurs de
croissance, des hormones, des facteurs de transcription et des cytokines. L’interaction
entre ces éléments, ainsi que l'intégration de voies de signalisation intrinseques (dans
'ovocyte et les cellules de la granulosa) et extrinséques (microenvironnement
folliculaire), jouent un réle crucial dans le maintien de la réserve ovarienne et le

controdle de I’activation folliculaire[13][14].

1.2.3.1 Régulation physiologique du recrutement folliculaire : mécanismes
inhibiteurs et activateurs des follicules primordiaux dans I'ovaire

1.2.3.1.1 Mécanismes inhibiteurs des follicules primordiaux

1.2.3.1.1.1 Compression mécanique et organisation spatiale

La matrice extracellulaire, en collaboration avec les cellules pré-granuleuses,
exerce une compression physique sur les follicules primordiaux[13][14]. Cette
pression meécanique stabilise les ovocytes en empéchant leur activation

prématurée. Ce mécanisme inclut également une rotation nucléaire, qui participe au
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maintien de la dormance chez les ovocytes. En parallele, les follicules primordiaux
regroupés en clusters présentent une activation réduite, grace a des signaux
inhibiteurs paracrines transmis entre les follicules voisins. Lorsque ces clusters sont
perturbés ou fragmentés, [linhibition est affaiblie, augmentant le risque

dactivation[13][14].
1.2.3.1.1.2 AMH

L’AMH, produite par les follicules en croissance, est un régulateur clé de la
quiescence folliculaire[13][14]. Elle agit en bloquant les voies de signalisation
responsables de I'activation folliculaire, notamment la voie phosphoinositide 3-kinase
(PI3K) / protéine kinase B (Akt) / mammalian target of rapamycin (mTOR). Chez des
souris knock-out pour 'AMH, une activation excessive des follicules et une déplétion
rapide de la réserve ovarienne ont été observées[13][14]. A l'inverse, I'ajout d’AMH
dans des cultures ex-vivo de tissus humains ou animaux inhibe significativement

I'activation folliculaire[13][14].

1.2.3.1.2 Mécanismes activateurs des follicules primordiaux

1.2.3.1.2.1 Voie PISK/Akt/mTOR

La voie PIBK/Akt/mTOR joue un réle central dans l'activation des follicules
primordiaux, contrdlant leur transition vers des stades de développement plus
avances[15][13]. Cette cascade de signalisation est essentielle pour réguler I'équilibre
entre la quiescence et l'activation folliculaire, garantissant ainsi une utilisation

progressive de la réserve ovarienne tout au long de la vie reproductive[15][13].



1.2.3.1.2.1.1 Rdle clé de PI3K et Akt

La signalisation commence par l'activation de la PI3K en réponse a des
signaux externes tels que le ligand Kit (KITL)[15][13]. PI3K génére des
phosphoinositides qui activent Akt. Akt phosphoryle des cibles intracellulaires clés,
notamment Forkhead box O3 (FOXO03), un facteur de transcription qui maintient les
follicules primordiaux en quiescence lorsqu’il est localisé dans le noyau. La
phosphorylation de FOXO3 par Akt entraine son exportation vers le cytoplasme,

supprimant ainsi son activité inhibitrice et permettant I'activation folliculaire[15][13].

1.2.3.1.2.1.2 Réle de mTOR dans la prolifération

Une fois Akt activé, la voie mTOR est mise en jeu. mTOR stimule la synthése
protéique et |la prolifération des cellules folliculaires en activant des protéines en
aval telles que S6 kinase 1 (S6K1) et Ribosomal protein S6 (RPS6)[14][13]. Ces
processus favorisent la croissance des ovocytes et la différenciation des cellules

de la granulosa, essentielles pour le développement folliculaire[14][13].

1.2.3.1.2.1.3 Régulation et interaction avec d’autres voies

Une régulation fine de cette cascade est essentielle pour préserver la fertilité.
Des études sur des modéles murins montrent que la suppression de régulateurs
négatifs de cette voie, comme la phosphatase antagoniste de PI3K phosphatase
and tensin homolog (PTEN) ou les protéines tuberous sclerosis complex (TSC) 1 et 2,
entraine une activation excessive des follicules primordiaux[15][14]. Cette activation
incontrélée conduit a une déplétion rapide de la réserve ovarienne et a une

insuffisance ovarienne prématurée. A l'inverse, I'inhibition pharmacologique de mTOR



ou l'activation de FOXO3 peut préserver la quiescence folliculaire et prévenir une
activation excessive[15][14].

La voie PI3K/Akt/mTOR interagit également avec d’autres signaux, comme
ceux de l'insulin-like growth factor-1 (IGF-1) et de TAMH[14]. LAMH, comme évoqué
précédemment, inhibe l'activation des follicules primordiaux en modulant la voie
PI3K/Akt/mTOR, montrant ainsi I'importance d’'un réseau intégré de régulation pour

maintenir la réserve ovarienne[14].
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Figure 1 : Voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR impliquée dans I’activation des follicules primordiaux
ovariens[16] (Un rond jaune indique la présence d’un résidu phosphate. KL = Kit ligand, ERK = extracellular
signal-regulated kinase, HGF = hepatocyte growth factor, mTORC = mammalian target of rapamycin complex,
PIP2 = phosphatidylinositol-4,5-biphosphate, PIP3 : phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate, PDK1 =
phosphoinositide 3-kinase-dependent kinase 1)
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1.2.3.1.2.2 Signalisation Hippo

La voie Hippo joue un rdle clé dans la régulation mécanique et
transcriptionnelle de 'activation folliculaire[13]. Lorsque I'environnement mécanique
de l'ovaire est perturbé, par exemple lors de la fragmentation du cortex ovarien, la
voie Hippo est désactivée[13]. Cette désactivation permet la translocation des
cofacteurs yes-associated protein (YAP) et transcriptional coactivator with PDZ-
binding motif (TAZ) dans le noyau, ou ils interagissent avec des facteurs de
transcription comme transcriptional enhanced associate domain transcription factors
(TEAD) 1 a 4 pour activer des génes favorisant la prolifération et la croissance
cellulaire[13]. Ce mécanisme est particuliéerement pertinent dans le contexte de la
préservation de la fertilité aprés transplantation ovarienne, ou la fragmentation

tissulaire entraine souvent une activation accrue des follicules[13][14].

1.2.3.1.2.3 Signalisations extracellular signal-regulated kinases (ERK) 1/ 2 et c-Jun

Dans les cellules pré-granuleuses des follicules primordiaux, les signalisations
ERK 1/ 2 et c-Jun jouent un réle fondamental dans I'activation folliculaire[13][14].
Une fois activées, ces voies de signalisation favorisent I'expression de facteurs de
croissance, comme le KITL, qui déclenchent a leur tour I'activation de la voie PI3K/Akt
dans les ovocytes[13][14]. Des études sur des modéles murins ont montré que
I'inhibition de ERK 1 / 2 réduit significativement le nombre de follicules en croissance
et diminue I'activation de mTOR, soulignant 'importance de cette voie dans I'activation

des follicules primordiaux[13][14].
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1.2.3.1.3 Interaction entre mécanismes activateurs et inhibiteurs

L’équilibre entre les mécanismes activateurs et inhibiteurs est essentiel
pour préserver la réserve ovarienne tout en permettant un recrutement contrélé des
follicules[13][14]. Les perturbations de cet équilibre, causées par une chimiothérapie
notamment, peuvent entrainer une activation excessive des follicules, épuisant ainsi
prématurément la réserve ovarienne. A l'inverse, une inhibition trop forte limite la

disponibilité des follicules pour I'ovulation[13][14].

J— Inhibition @ Primary follicle

{ ) Dormant primordial follicle

Secondary follicle

[( ) Activated primordial follicle

. 27 Blood vessel
Antral follicle /_7\./?) vessels
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Hippo pathway - activation 6.  ECM compression - Inhibition

ERK % pathway - activation 7.  Primordial follicles clustering - Inhibition
C-jun pathway - activation

B WN -

Figure 2 : Mécanismes impliqués dans I'activation et la quiescence des follicules primordiaux[13]

1.2.3.2 Meécanismes principaux a I’origine de I’ACI

L’ACI observée durant le traitement est liée a la destruction des follicules en
croissance[13]. Si le stock de follicules primordiaux quiescents reste préserveé, il
est possible de reconstituer la population de follicules en croissance, ce qui rend alors
I'ACI transitoire avec une reprise des cycles menstruels a I'arrét du traitement[13].

Toutefois, les protocoles de chimiothérapie utilisés pour traiter le cancer du sein
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peuvent étre responsables d’'une perte d’'une partie ou de la totalité du stock de
follicules primordiaux[13]. Cette perte des follicules primordiaux entraine chez les
patientes une ACI de longue durée, voire permanente, compromettant alors leur
fertilité[13]. Nous allons voir par quels mécanismes la chimiothérapie peut conduire a
une déplétion des follicules primordiaux, altérant ainsi la réserve ovarienne et la

fertilite.

1.2.3.2.1 Recrutement excessif des follicules primordiaux conduisant a un « burnout
folliculaire »

1.2.3.2.1.1 Recrutement excessif des follicules primordiaux via I'activation de la voie
PI3K/Akt

L’exposition a la chimiothérapie, en particulier les agents alkylants comme le
cyclophosphamide, induit un recrutement excessif des follicules primordiaux via
'activation de la voie PI3K/Akt[13][17]. Ce phénomeéne est caractérisé par une
phosphorylation accrue de protéines clés, notamment Akt, mTOR et FOXO3a, dans
les cellules de la granulosa et les ovocytes[13][17]. Cette activation entraine la
transition des follicules primordiaux vers des stades de croissance active, les
engageant ainsi dans un processus irréversible de maturation. Ces follicules
activés subissent par la suite une atrésie ou une apoptose en raison de l'effet
cytotoxique direct des agents chimiothérapeutiques sur les cellules en

prolifération, comme les cellules de la granulosa des follicules en croissance[13][17].

1.2.3.2.1.2 Cercle vicieux auto-destructeur

L’activation massive et prématurée des follicules primordiaux, souvent décrite

comme un « burnout folliculaire », conduit a une diminution rapide de la réserve
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ovarienne[13][17]. Ce processus est amplifié par 'absence de signaux inhibiteurs
tels que ceux de 'AMH, dont la sécrétion diminue en raison de I'atrésie des follicules
activés. Cela élimine une barriere naturelle a I'activation des follicules dormants,

accélérant davantage leur recrutement[13][17].

1.2.3.2.1.3 Impact sur la fertilité post-chimiothérapie

Enfin, les observations montrent que cette perte de follicules primordiaux via
I'activation excessive compromet gravement la fertilité a long terme, réduisant le temps
pendant lequel les patientes peuvent concevoir apres traitement[13]. Des approches
pharmacologiques comme I'administration d’AMH recombinante ou d’inhibiteurs de la
voie mTOR ont montré un potentiel pour atténuer cet effet et préserver la fertilité dans

des modéles expérimentaux[13].

1.2.3.2.2 Toxicité par altération du stroma ovarien

La toxicité de la chimiothérapie sur les ovaires passe également par une
altération significative du stroma ovarien, qui joue un rdle crucial dans le maintien

de I'environnement nécessaire a la survie et au développement folliculaire[13][18].

1.2.3.2.2.1 Fibrose stromale et dépdts de la matrice extracellulaire

La chimiothérapie induit une fibrose stromale marquée par un dépot excessif
de collagéne et d’autres composants de la matrice extracellulaire[13][18]. Cette
accumulation perturbe I'architecture normale de Il'ovaire, limitant la diffusion des
nutriments et des signaux nécessaires au maintien de la dormance folliculaire et a la

croissance des follicules actives[13][18].
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1.2.3.2.2.2 Perturbation de la vascularisation

Les agents chimiothérapeutiques alterent également la vascularisation
ovarienne en provoquant des dommages aux Vvaisseaux sanguins
corticaux[13][18]. Ces altérations incluent une néovascularisation désorganisée,
une obstruction des vaisseaux existants, et une réduction significative du
volume sanguin ovarien. Ces effets entrainent une diminution de I'apport en oxygene

et en nutriments aux follicules, accentuant leur atrésie et limitant leur viabilité[13][18].

1.2.3.2.2.3 Deéséquilibre immunitaire et stress oxydatif

La chimiothérapie modifie le microenvironnement immunitaire ovarien,
notamment par un recrutement altéré des macrophages et autres cellules
immunitaires[18]. Elle favorise également un déséquilibre entre les espéces
réactives de I'oxygéne et les mécanismes antioxydants, ce qui contribue a une
apoptose accrue des cellules folliculaires et stromales[18]. Ce stress oxydatif

exacerbe les dommages structurels et fonctionnels au stromal[18].

1.2.3.2.2.4 Conséquences sur la réserve ovarienne

Ces mécanismes combinés réduisent indirectement la réserve ovarienne. En
plus de détruire les follicules en croissance, la perturbation du stroma compromet la
capacité des follicules primordiaux a rester quiescents ou a répondre de maniére
adéquate aux signaux de croissance[13][18]. Cela contribue a I'épuisement prématuré
de la réserve folliculaire, conduisant a une insuffisance ovarienne prématurée et a une

perte de fertilité[13][18].
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1.2.3.2.3 Toxicité directe par apoptose des follicules primordiaux

La chimiothérapie induit aussi une toxicité directe sur les follicules
primordiaux en déclenchant 'apoptose des ovocytes via des dommages a l'acide
désoxyribonucléique (ADN) et I'activation de voies apoptotiques

spécifiques[13][19][20].

1.2.3.2.3.1 Dommages a I’ADN induits par la chimiothérapie

Les agents chimiothérapeutiques tels que le cyclophosphamide, le cisplatine et
la doxorubicine causent des cassures double-brin de I’ADN dans les ovocytes des
follicules primordiaux. Ces dommages activent des voies de signalisation de stress qui

meénent a 'apoptose[19][20]. En particulier :

- Le cyclophosphamide produit des altérations chimiques de I'ADN et
déclenche des réponses apoptotiques par la voie ataxia telangiectasia mutated
protein and Rad3-related (ATR) / checkpoint kinase 2 (CHK2) / isoforme a de
la protéine p63 contenant le domaine transactivateur (TAp63a)[19][20].

- Le cisplatine crée des liaisons croisées sur 'ADN, provoquant une inhibition
de la réparation de ’'ADN et une accumulation de cassures double-brin[19].

- La doxorubicine, en plus de son effet direct sur 'ADN, génére des espéces
réactives de l'oxygéne, contribuant a la dysfonction mitochondriale et a

I'apoptose[19][20].

1.2.3.2.3.2 Activation des voies apoptotiques

Les voies apoptotiques clés impliquent des régulateurs tels que TAp63a, une
isoforme de la famille p53 spécifique aux ovocytes, qui active des protéines pro-

apoptotiques comme p53 upregulated modulator of apoptosis (PUMA) et phorbol-12-
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myristate-13-acetate-induced protein 1 (NOXA)[13][20]. Ces derniéres favorisent la
perméabilisation mitochondriale et I'activation des caspases, conduisant a la mort

cellulaire[13][20].

1.2.3.2.3.3 Perte massive de la réserve folliculaire

Cette apoptose massive des follicules primordiaux entraine une diminution
rapide et irréversible de la réserve ovarienne. Ce phénoméne se produit
rapidement apres I'exposition a la chimiothérapie, souvent dans les 24 heures suivant

le traitement[13][19].

1.2.3.2.3.4 Conséquences a long terme

La perte de follicules primordiaux par apoptose directe est une cause majeure
d’insuffisance ovarienne prématurée et d’infertilité[13][20]. Les recherches soulignent
que la protection contre ce mécanisme nécessite des interventions pharmacologiques
capables de bloquer les voies apoptotiques sans interférer avec l'efficacité des

traitements anticancéreux[13][20].
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1.3 Hypothéses

1.3.1 Modulation de la durée de I’ACI par le statut métabolique

1.3.1.1 Impact du statut métabolique sur I’activation des follicules
primordiaux ovariens

Comme nous 'avons vu précédemment, la voie PI3K-Akt-FOXO3 constitue un
régulateur central de l'activation des follicules primordiaux ovariens[14][15]. Sa
dérégulation par les agents chimiothérapeutiques représente I'un des mécanismes
clés a l'origine de I'ACI[13][17]. Dés lors, il est envisageable que la modulation de
cette voie par divers facteurs puisse influencer la durée de I’ACI. Dans cette
perspective, nous allons nous intéresser aux différents facteurs susceptibles d’agir

sur la voie PI3K-Akt-FOXO3.

1.3.1.1.1 ROle de linterleukine-6 (IL-6) sur la voie PI3K-Akt-FOXO3 dans les ovaires

1.3.1.1.1.1 Activation de la voie PI3K-Akt-FOXO3 par I'lL-6 dans les ovaires

De maniére intéressante, Zegeye et al. (2018) ont montré que la voie PI3K-Akt-
FOXO3 peut étre activée par I'lL-6 via un mécanisme précis de signalisation
intracellulaire[21].

En effet, I'lL-6 agit par deux voies principales : la signalisation classique et la
trans-signalisation :
- La signalisation classique implique la fixation de I'lL-6 a son récepteur
membranaire (IL-6R) et son association avec la glycoprotéine 130 (gp130), co-
récepteur. Cette interaction déclenche principalement la voie Janus kinase

(JAK) - signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3)[21].
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- La trans-signalisation, en revanche, nécessite que I'lL-6 se lie a une forme
soluble de son récepteur (sIL-6R) avant de s’associer a la gp130. Cette voie
active non seulement JAK-STAT3, mais également les voies PI3K-Akt et
mitogen-activated protein kinases (MAPK) / ERK][21].

L’IL-6, par le biais de la trans-signalisation, joue donc un réle dans l'activation de

la voie PI3K-Akt-FOXO3[21].
Cette activation de la voie PI3K-Akt-FOXO3 par 'lL-6 a été mise en évidence
dans les follicules ovariens[22][23]. L'IL-6 est donc capable d’activer les follicules

primordiaux ovariens, par la biais de la trans-signalisation.

1.3.1.1.1.2 L’IL-6 en tant qu’hormone métabolique

L’IL-6, traditionnellement reconnue pour son rdle central dans les réponses
inflammatoires et immunitaires, est aujourd’hui considérée comme une hormone
métabolique essentielle. Au-dela de son action immunitaire, I'lL-6 joue un réle majeur
dans la régulation de I'hnoméostasie énergétique et du métabolisme des lipides,
glucides et protéines[24].

L’IL-6 est produite par divers types cellulaires, notamment les cellules
immunitaires, les cellules musculaires et le tissu adipeux[24]. Son impact
meétabolique S’illustre particulierement dans des situations telles que le jelne et

I'exercice physique, ou elle contribue a I'adaptation énergétique[24].

1.3.1.1.1.2.1 Impact de I'lL-6 sur le métabolisme lipidique

Concernant le métabolisme lipidique, I'lL-6 favorise la mobilisation des
graisses stockées et limite leur accumulation dans le tissu adipeux[24]. Lors d’'une
situation de jelne ou d’exercice physique, elle augmente l'utilisation des acides gras
libres comme source d’énergie[24]. Des études ont montré que des souris déficientes
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en IL-6 présentent une prise de poids accrue et une augmentation significative de la

masse grasse, soulignant le réle protecteur de cette cytokine contre I'obésité[24].

1.3.1.1.1.2.2 Impact de I'lL-6 sur le métabolisme des glucides et des protéines

L’IL-6 influence également le métabolisme des glucides et des protéines. Plus
précisément, cette cytokine régule la glycémie, améliore I'utilisation du glucose
pendant les périodes de stress métabolique et contribue a la conservation des
protéines musculaires, notamment en période d’exercice physique[24]. En
particulier, I'lL-6 stimule [l'utilisation du glucose par les muscles squelettiques,
indépendamment de l'action de l'insuline, optimisant ainsi son utilisation pour la

production d’énergie[24].

1.3.1.1.1.2.3 L’IL-6 en tant qu’« exerkine » : un médiateur des effets métaboliques
induits par I'exercice

L’IL-6 est également considérée comme une « exerkine », c’est-a-dire une
molécule sécrétée en réponse a I’exercice physique et qui agit a distance pour
induire des adaptations physiologiques et métaboliques[25]. Les exerkines
regroupent diverses substances (cytokines, peptides, métabolites) produites par les
tissus actifs pendant I'effort, notamment par les muscles squelettiques, et qui exercent
leurs effets via des voies endocrines, paracrines ou autocrines[25]. Ces molécules
sont considérées comme des meédiateurs biologiques des bénéfices de I'activité

physique sur la santé[25].

L’IL-6 répond pleinement a cette définition, car elle est libérée par les fibres
musculaires contractées lors de I'exercice[25]. Cette production est déclenchée
par plusieurs facteurs, notamment l'intensité de I'effort, la durée de I'exercice et la

déplétion des réserves de glycogéne musculaire[25]. Une fois libérée dans la
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circulation, I'lL-6 agit comme une hormone et influence divers tissus cibles impliqués

dans le métabolisme énergétique, I'inflammation et 'adaptation musculaire[25].

Ainsi, il en découle que les effets métaboliques de I'IL-6 décrits
précédemment peuvent étre obtenus par I'exercice physique. L’activité physique
constitue donc un levier naturel et efficace pour exploiter ces mécanismes biologiques,
renforgant ainsi son rdle clé dans la prévention et la gestion des maladies

meétaboliques[25].

1.3.1.1.1.2.4 Implications de I'lL-6 dans les maladies métaboliques

En résume, I'lL-6 agit comme une véritable hormone métabolique, capable de
réguler finement les mécanismes énergétiques[24]. Cependant, les effets de I'lL-6
varient en fonction du contexte. Dans des conditions physiologiques, comme le jeline
ou I'exercice, ses effets sont bénéfiques et favorisent un meilleur équilibre énergétique.
A Tlinverse, dans un contexte pathologique, des niveaux chroniquement élevés d’IL-6
sont associés a des maladies métaboliques telles que le diabéte de type 2,

I'insulinorésistance et les maladies hépatiques métaboliques[24].
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1.3.1.1.1.3 Modulation de la durée de I'’ACI par le statut métabolique : réle de I'lL-6
dans l'activation folliculaire ovarienne

Nous avons vu que la voie PI3K-Akt-FOXO3, essentielle a l'activation des
follicules primordiaux, peut étre modulée par I'lL-6, une cytokine jouant un rdle central
dans le métabolisme et sécrétée notamment en réponse a un exercice
physique[21][24][25]. Ces observations suggérent que le statut métabolique des
patientes et leur niveau d’activité physique, via I'action de I'lL-6, pourraient influencer
I'activité de la voie PI3K-Akt-FOXO3 et ainsi modifier la durée de I'ACI.

Des résultats préliminaires obtenus au laboratoire montrent d'ailleurs que les
concentrations sanguines d'IL-6 mesurées en fin de chimiothérapie different entre
patientes ayant retrouvé leurs régles dans les six premiers mois versus celles ayant

eu un retour différé des régles (1.28 pg/ml vs 0.42 pg/ml, p<0.05).

1.3.1.1.2 Impact de I'insuline sur la voie PI3K-Akt-FOXO3 dans les ovaires

1.3.1.1.2.1 Action de l'insuline sur la voie PI3K/Akt/FOXQO3 dans les ovaires

1.3.1.1.2.1.1 Mécanismes de I'activation de la voie PI3K/AKT par l'insuline

La signalisation de l'insuline commence par la liaison de l'insuline a son
récepteur, un hétérodimere composeé des sous-unités a et B[26][27]. Cette interaction
déclenche une autophosphorylation des résidus tyrosine sur les sous-unités 3, activant
le récepteur. Les protéines Insulin Receptor Substrate (IRS), recrutées par le récepteur
phosphorylé, activent a leur tour la PI3K[26][27].

La PI3K catalyse la conversion de PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate)

en PIP3 (phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate), un second messager clé qui
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recrute Akt a la membrane plasmique. Akt est ensuite activée par

phosphorylation[26][27].

Cette activation d’Akt conduit a la phosphorylation de multiples cibles

intracellulaires, modulant divers processus biologiques :

-  FOXO3 : Akt phosphoryle FOXO3, entrainant son exclusion nucléaire, ce qui
inhibe la transcription des génes pro-apoptotiques[26][27].

- GSK3 : La phosphorylation de la glycogen synthase kinase 3 (GSK3) favorise
la synthése du glycogéne[26][27].

- mTORC1 : Akt active indirectement mTORC1 (mammalian target of rapamycin
complex 1) via l'inhibition de TSC2, stimulant ainsi la prolifération cellulaire et

la biosynthése des protéines[26][27].
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1.3.1.1.2.1.2 Réble de la voie PI3K/Akt dans les tissus sensibles a l'insuline

La voie PI3K/Akt, activée par I'insuline, régule les processus métaboliques clés
des tissus sensibles a I'insuline :

- Dans le foie, elle inhibe la production de glucose et favorise le stockage de
glycogene et de lipides[26][27].

- Dans les muscles, elle stimule I’absorption du glucose et la synthése des
protéines[26][27].

- Dans le tissu adipeux, elle facilite le stockage des graisses, réduit leur
dégradation et régule la libération d’adipokines essentielles pour le

métabolisme global[26][27].

1.3.1.1.2.1.3 Role spécifique de la voie PISK/Akt activée par l'insuline dans les ovaires

Il a été montré que les cellules ovocytaires, de la granulosa et de la theque
expriment le récepteur a l'insuline et peuvent donc répondre a la signalisation induite
par linsuline via la voie PI3K/Akt/FOXO3[29]. Dans les ovaires, la voie
PI3K/Akt/FOXO3 joue un réle fondamental dans le développement folliculaire, comme
vu précédemment. Lors de l'activation de la voie PI3K/Akt par I'insuline, FOXO3 est
phosphorylé et expulsé du noyau, ce qui déclenche [I'activation des follicules
primordiaux. Cette régulation est essentielle pour la maturation des follicules et la
survie des cellules de la granulosa[30][31]. L’'insuline est donc un promoteur majeur
de l'activation et de la maturation folliculaire[29][28]. De plus, elle stimule le
transport du glucose dans les cellules de la granulosa via le glucose transporter type

4 (GLUT4), fournissant I'énergie nécessaire au développement folliculaire[28].
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Dans des contextes pathologiques tels que le syndrome des ovaires
polykystiques (SOPK), la voie PI3K/Akt/mTOR est dérégulée sous l'effet de
'hyperinsulinémie[28][29][30][31]. L'’insuline active excessivement cette voie,
favorisant ainsi une activation prématurée des follicules primordiaux. Cette
suractivation entraine un épuisement progressif de la réserve ovarienne, tandis que
les follicules en croissance ne parviennent pas a maturité en raison d’'une altération de
la réponse des cellules de la granulosa a I'hormone folliculo-stimulante (FSH). Ces
perturbations contribuent aux troubles ovulatoires caractéristiques du SOPK, avec une
accumulation de  follicules antraux bloqués et une  anovulation

chronique[28][29][30][31].

1.3.1.1.2.2 Modulation de la durée de I'’ACI par le statut métabolique : réle de l'insuline
dans l'activation folliculaire ovarienne

En tenant compte de ces éléments, nous pouvons émettre I’hypothése que le
statut métabolique, via l'action de [Il'insuline sur la voie de signalisation
PI3K/Akt/FOXO3 cruciale pour le développement folliculaire, module la durée de
I’ACI. En effet, I'insuline pourrait stimuler I'activation des follicules résiduels aprés la
chimiothérapie, favorisant une reprise plus rapide des cycles menstruels.

Chez les patientes avec une résistance a linsuline, caractéristique des
syndromes meétaboliques, la réduction de [efficacité de cette voie pourrait
compromettre la survie et la régénération folliculaire. Cette hypothése suggére que
des interventions visant a améliorer la sensibilité a I'insuline pourraient protéger la
fonction ovarienne en période de post-chimiothérapie et ainsi réduire la durée de

ACI[27][31].
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1.3.1.2 Impact du statut métabolique sur la régulation centrale de I'axe
gonadotrope

Nous venons de voir que le statut métabolique influence la reprise des cycles
menstruels aprés une chimiothérapie, notamment par I'intermédiaire de 'lL-6 et de
I'insuline, qui favorisent I'activation des follicules ovariens. Toutefois, son action ne se
limite pas a l'ovaire : il joue également un réle clé dans la régulation de I’axe
hypothalamo-hypophyso-gonadique (HPG)[29]. De nombreuses études ont mis en
évidence des liens étroits entre métabolisme et reproduction, suggérant qu’une
modulation métabolique pourrait optimiser la restauration de la fonction
ovarienne[32][33]. Cette approche agirait a la fois sur I'activation folliculaire et sur le
contrble central de I'axe gonadotrope. Nous examinerons ici comment le statut

meétabolique influence cet axe hormonal.

1.3.1.2.1 Rappels sur I'axe gonadotrope
L'’axe HPG est un systtme hormonal central qui orchestre la fonction
reproductive féminine en impliquant trois niveaux de régulation interconnectés :

I'hypothalamus, I'hnypophyse et les ovaires[29].

Au sommet de cet axe, 'hypothalamus joue un rdle clé en libérant de maniere
pulsatile 'hormone de libération des gonadotrophines hypophysaires (GnRH)[29].
Cette secrétion est finement modulée par divers signaux métaboliques et hormonaux
qui ajustent la frequence et I'amplitude des pulsations de GnRH en fonction des

conditions métaboliques[29].

L’action de la GnRH stimule I'hypophyse antérieure, qui sécréte deux
hormones gonadotropes essentielles : la folliculo-stimulante (FSH) et la

lutéinisante (LH)[29]. La FSH favorise le développement des follicules ovariens et
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stimule la production d’cestrogénes par les cellules de la granulosa. La LH, quant
a elle, déclenche I'ovulation et participe a la formation du corps jaune, une structure
temporaire qui sécréte de la progestérone afin de préparer 'endométre a une

éventuelle implantation embryonnaire[29].

Les ovaires, derniers acteurs de cet axe, produisent des hormones
stéroidiennes (cestrogénes, progestérone et androgénes) qui exercent un
rétrocontréle sur I'’hypothalamus et I'hypophyse[29]. Ce mécanisme assure un
equilibre dynamique dans la régulation de la GnRH, de la FSH et de la LH. Lorsqu’un
follicule atteint un stade de maturité avancé, il sécréte une quantité suffisante
d’cestrogénes pour induire un pic de LH, événement clé déclenchant I’ovulation.
Aprés cette libération ovocytaire, le corps jaune prend le relais en produisant de la
progestérone, essentielle a la préparation et au maintien d’un environnement favorable
a la nidation de I'embryon[29].

1.3.1.2.2 Régulation neuroendocrine de la reproduction : organisation des circuits
neuronaux et influence des signaux métaboliques

1.3.1.2.2.1 Les circuits neuronaux hypothalamiques impliqués dans la reproduction

L'hypothalamus constitue le centre intégrateur des signaux régulateurs de la
reproduction[34]. Il regroupe plusieurs populations neuronales qui jouent un role
essentiel dans la modulation de l'axe HPG. Les neurones a kisspeptine, ceux
exprimant le neuropeptide Y (NPY) et 'agouti-related peptide (AgRP) ainsi que ceux
exprimant la pro-opiomélanocortine (POMC) et le cocaine-and amphetamine-

regulated transcript (CART) sont les acteurs clés de cette régulation[34].
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1.3.1.2.2.1.1 Les neurones a Kisspeptine : un lien direct avec les neurones a GnRH

Les neurones a kisspeptine, situés principalement dans le noyau arqué (NA) et
laire préoptique antéroventrale, sont des régulateurs majeurs de [I'axe
gonadotrope. lIs intéegrent divers signaux hormonaux et métaboliques afin d’adapter
la fertilité aux réserves énergétiques de I'organisme[35][36][37][38][39].

Ces neurones jouent un réle central dans la sécrétion pulsatile de GnRH, en
stimulant directement les neurones a GnRH via I'activation du récepteur Kiss1R
(Kiss1-derived peptide receptor) par la kisspeptine[35]. lls coexpriment également la
neurokinine B et la dynorphine, formant le réseau KNDy (Kisspeptin/Neurokinin
B/Dynorphin), essentiel a la synchronisation de leur activité et a la régulation de la

libération pulsatile de GnRH[36][39].

L’axe kisspeptine-GnRH est particulierement sensible aux variations
énergétiques et métaboliques[37][40]. L'expression hypothalamique du géne Kiss1
(codant pour la Kisspeptine) est modulée par des signaux métaboliques tels que ceux
de la leptine, de linsuline et de la ghréline[37][40]. Dans des conditions de stress
meétabolique, comme le jeline prolongé ou le diabéte expérimental, une suppression
marquée de I'expression de Kiss1 a été observée, soulignant le réle clé des neurones

a kisspeptine dans la connexion entre le métabolisme et la reproduction[37].

Les neurones a kisspeptine interagissent également avec d’autres circuits
neuronaux impliqués dans la régulation énergétique, notamment les neurones POMC
et NPY/AgRP, qui sont eux-mémes sensibles aux variations nutritionnelles et
hormonales[36]. Cette intégration permet d’adapter la fonction reproductive en

fonction des ressources énergétiques disponibles, un mécanisme particuliérement
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pertinent dans la mesure ou la grossesse et la lactation représentent un coat

métabolique important[37][39].

Ainsi, les neurones a kisspeptine ne se limitent pas a une fonction
reproductrice mais agissent comme un carrefour entre les systémes hormonaux et
métaboliques, garantissant une reproduction optimisée selon I’état énergétique
de I'organisme[35][36][37][39].

1.3.1.2.2.1.2 Les neurones NPY/AgRP : une inhibition de I'axe gonadotrope en cas de
restriction énergétique

Les neurones NPY/AgRP, situés dans le noyau arqué, sont activés en cas de
déficit énergétique[41][42][39]. lIs produisent les neuropeptides orexigénes NPY et
AgRP, qui ont un effet inhibiteur sur les neurones a kisspeptine et a GnRH,
conduisant ainsi a une réduction de la pulsatilité de la GnRH et a une inhibition de la

reproduction en période de carence énergétique[42][43][39].

1.3.1.2.2.1.3 Les neurones POMC/CART : un signal de disponibilité énergétique
favorable a la reproduction

Les neurones POMC/CART, en opposition aux neurones NPY/AgRP, sont
activés en période d'abondance énergétique[34][39]. lls produisent des peptides
anorexigénes, favorisant la satiété et stimulant la reproduction en activant les
neurones a kisspeptine et a GnRH[41][39]. Cette activation favorise la pulsatilité de

la GnRH et maintient un cycle menstruel normal[34].
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Figure 6 : Organisation des circuits neuronaux faisant le lien entre métabolisme et reproduction[39]

1.3.1.2.2.2 Influence de la leptine, de l'insuline et de la ghréline sur les circuits
neuronaux hypothalamiques

L'activation ou l'inhibition de ces circuits neuronaux hypothalamiques est
directement modulée par les signaux métaboliques périphériques, notamment ceux de
la leptine, de l'insuline et de la ghréline[40]. Ces hormones jouent un rdle essentiel
dans la transmission de l'information sur I'état énergétique aux neurones de

I'hnypothalamus[41].

1.3.1.2.2.2.1 Leptine : un modulateur central de I'axe gonadotrope

La leptine, une hormone produite principalement par les adipocytes, est un
signal clé de la disponibilité énergétique dont les niveaux circulants sont
proportionnels a la masse grasse de I'organisme. Elle agit sur I’hypothalamus pour
réduire la prise alimentaire et augmenter la dépense énergétique, jouant ainsi un role

fondamental dans la régulation du métabolisme[40][44][45][46][47].
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Ce signal énergétique est également essentiel pour la fonction reproductive,
car des niveaux suffisants de leptine sont nécessaires a l'activation de l'axe
gonadotrope. En effet, la leptine stimule les neurones a Kisspeptine, ce qui favorise
la sécrétion de GnRH et, en cascade, la libération des gonadotrophines FSH et LH[40].
La leptine active également les neurones POMC/CART, renforgant ainsi un signal de

satiété et stimulant indirectement I'axe gonadotrope[41][44][45][46][47].

En cas de restriction calorique, la diminution des niveaux de leptine entraine
une inhibition des neurones a Kisspeptine, ce qui perturbe la production de GnRH
et, par conséquent, la fonction reproductive. Ce mécanisme contribue aux troubles tels
que [Il'aménorrhée hypothalamique observée lors d'un déficit énergétique

chronique[43][40][44][45][46][47].

1.3.1.2.2.2.2 Insuline : une hormone essentielle a la fertilité

L'insuline, hormone produite par le pancréas en réponse a lingestion
alimentaire et régulant le métabolisme glucidique, joue également un réle clé dans la

modulation de la reproduction[40][28].

Tout comme la leptine, elle stimule les neurones POMC/CART et a
kisspeptine, favorisant la sécrétion de GnRH et le maintien d'une ovulation réguliére

en situation de ressources énergétiques suffisantes[41][28].

Toutefois, une hyperinsulinémie chronique, comme dans le SOPK, perturbe la

pulsatilité de la GnRH et peut induire une dysovulation[40].

1.3.1.2.2.2.3 Ghréline : un frein métabolique a la reproduction
La ghréline, hormone sécrétée principalement par 'estomac en réponse a une

restriction énergétique, est essentielle dans la régulation du métabolisme et de la
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reproduction. En situation de déficit énergétique, elle exerce un effet inhibiteur sur

I’'axe HPG, compromettant ainsi la fertilité[43][40][48][47].

A Tlinverse de la leptine et de linsuline, la ghréline inhibe les neurones a
Kisspeptine, ce qui entraine une réduction de la sécrétion de kisspeptine et, par

conséquent, une diminution de la libération de GnRH[43][40][48][47].

De plus, la ghréline active les neurones NPY/AgRP, impliqués dans la
stimulation de I'appétit par la libération de peptides orexigenes. Comme ces neurones
exercent un effet inhibiteur sur les neurones a Kisspeptine et a GnRH, leur activation
par la ghréline accentue la suppression de I'axe gonadotrope, réduisant ainsi la
fonction ovarienne[43][40][48][47]. Ce mécanisme explique les irrégularités

menstruelles observées en cas de restriction calorique sévére[40][47].

Ainsi, la ghréline agit comme un signal d’alarme métabolique, limitant la
fonction reproductive lorsque les ressources énergétiques sont insuffisantes. Cette
adaptation physiologique, bien que protectrice en contexte de survie, peut devenir un
facteur limitant pour la fertilité dans des conditions de sous-nutrition chronique ou

de stress métabolique[40][47].

L'axe HPG est donc régulé par une interaction complexe entre circuits
neuronaux et signaux métaboliques[34]. La leptine et I'insuline activent les circuits
reproductifs en contexte de disponibilité énergétique suffisante, tandis que la ghréline

les inhibe en période de restriction énergétique[43].
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Figure 7 : Représentation schématique du lien entre métabolisme et reproduction[38]

1.3.1.2.2.3 Impact du statut métabolique (sous-nutrition et excées nutritionnel) sur la
régulation centrale de 'axe gonadotrope

1.3.1.2.2.3.1 Contexte de sous-nutrition et impact sur 'axe gonadotrope

La sous-nutrition est une condition dans laquelle I'apport énergétique est
insuffisant pour couvrir les besoins physiologiques de I'organisme. Cette situation a un
impact direct sur la fonction reproductive féminine, car 'axe HPG est fortement

dépendant du statut métabolique pour fonctionner de maniére optimale comme nous

venons de le voir[49][32].

Lorsque I'apport calorique est réduit, 'organisme met en place des mécanismes

d’adaptation pour préserver les fonctions vitales au détriment de la reproduction. En
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situation de restriction alimentaire, les niveaux de leptine chutent, ce qui entraine une
inhibition de la sécrétion de GnRH au niveau hypothalamique. Cette inhibition
entraine a son tour une réduction de la libération de LH et FSH par I'’hypophyse,
compromettant ainsi la maturation folliculaire et [l'ovulation[32][49]. De plus,
I'insulinémie diminue, ce qui réduit encore davantage la stimulation de la sécrétion de
GnRH et perturbe la production des hormones stéroidiennes ovariennes[49][32].
Parallélement, la ghréline augmente en réponse a la restriction calorique et exerce un

effet inhibiteur sur I'axe reproducteur en réduisant la sécrétion de LH et FSH[32][49].

La diminution des signaux métaboliques permissifs entraine une série de
dysfonctionnements menstruels pouvant aller d'une oligoménorrhée (cycles
irréguliers) a une aménorrhée hypothalamique fonctionnelle, ou les regles cessent
totalement en raison d’un déficit de stimulation hormonale[32][49]. Ce phénoméne est
frequemment observé chez les femmes souffrant de troubles du comportement
alimentaire ou pratiquant une activité physique excessive sans compensation

énergétique adéquate[32][49].

<:> .1 LH and FSH

ochreli -
lalll('()sv pimein /hypothalamus

- R
\ "™ | hormone
FOODl /' l circulation
—— : stomach 5

secretion
gonads

insulin

Figure 8 : Impact de la ghréline sur I'axe HPG en situation de restriction calorique[43]
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1.3.1.2.2.3.2 Contexte d’exces nutritionnel et impact sur 'axe gonadotrope

L’excés nutritionnel, allant du syndrome métabolique a I'obésité, constitue une
autre forme de stress métabolique ayant un impact négatif sur la fertilité
féminine[32][49]. Contrairement a la sous-nutrition, ou une carence énergétique
inhibe la fonction reproductive, I'obésité entraine une perturbation des signaux
hormonaux due a une résistance aux hormones métaboliques comme l'insuline et

la leptine[32][49].

Chez les femmes obéses, les niveaux circulants de leptine sont élevés en raison
de 'augmentation de la masse adipeuse. Toutefois, cet exces de leptine ne parvient
pas a stimuler correctement la sécrétion de GnRH en raison du développement d’'une
résistance a la leptine au niveau hypothalamique[32][49]. L’'obésité est également
associée a une hyperinsulinémie et a une résistance a l'insuline[32][49]. Cette situation
est comparable a un état de sous-nutrition ou la leptine et I'insuline sont insuffisantes,
suggérant que les mécanismes de suppression reproductive en cas d’obésité et de

restriction énergétique partagent des similitudes physiopathologiques[32].
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1.3.1.2.3 Hypothese que le statut meétabolique, via son action sur la régulation
centrale de I'axe gonadotrope, peut moduler la durée de I’ACI

L’'impact du statut métabolique sur la régulation centrale de I'axe gonadotrope
est donc indéniable, avec des conséquences aussi bien en cas de déficit qu’en cas

d’exceés énergétique[32][49].

Sur cette base, nous pouvons émettre I'hypothése qu'une amélioration de

I'équilibre métabolique chez les femmes ayant subi une chimiothérapie pour un cancer
38



du sein pourrait favoriser la réactivation de I'axe gonadotrope, stimulant ainsi les
follicules ovariens résiduels. Cette optimisation pourrait alors contribuer a réduire la
durée de I'ACI.

1.3.1.2.4 Hypothése que la masse musculaire, via I'impact de la myostatine sur la
synthése de FSH, peut moduler la durée de I'ACI

1.3.1.2.4.1 Découverte du réle de la myostatine comme promoteur de la synthese de
FSH

L’article de Ongaro et al. (2025) explore le réle endocrinien de la myostatine,
une myokine sécrétée par les muscles, dans la régulation de la synthése de la FSH
au niveau hypophysaire[50]. Contrairement au modele conventionnel qui attribue ce
réle aux activines, les auteurs démontrent que la myostatine est un régulateur clé de

la production de FSH chez la souris[50].

1.3.1.2.4.1.1 Identification de la myostatine comme facteur clé

L’équipe a démontré que la myostatine stimule I'expression du géne Follicle-
stimulating hormone beta subunit (Fshb) codant pour la sous-unité béta de la FSH,
dans des cultures cellulaires hypophysaires et dans des lignées gonadotropiques[50].
Des anticorps neutralisants contre la myostatine réduisent significativement les

niveaux de FSH in-vivo[50].

1.3.1.2.4.1.1.1 Lien entre le muscle et la fertilité

En étudiant des souris knock-out pour le géne Myostatin (Mstn) codant pour
la myostatine, les chercheurs ont observé une baisse des niveaux de FSH, une
diminution de la taille des testicules et des ovaires, ainsi qu'une fertilité
réduite[50]. La réintroduction de la myostatine dans les muscles de ces souris permet

de restaurer la production de FSH[50].
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1.3.1.2.4.1.2 Effets potentiels chez d’autres especes

Bien que I'étude ait été menée sur des souris, les auteurs suggérent que des
phénomeénes similaires pourraient exister chez d’autres mammiféres, y compris les
humains[50]. Chez les bovins, certaines races présentant une mutation du géne Mstn
ont des problémes de fertilité, ce qui pourrait étre lié a une réduction de la production

de FSH[50].

Cette étude améliore notre compréhension des mécanismes de régulation de
la FSH en démontrant [I'existence d'un axe muscle-hypophyse via Ila
myostatine[50].

1.3.1.2.4.2 Hypothese que la masse musculaire, via le réle de la myostatine sur la
synthése de FSH, peut moduler la durée de I'ACI

Nous avons vu le role de la myostatine (sécrétée par le muscle) dans la
promotion de la synthése de FSH[50]. Nous pouvons donc émettre '’hypothése que
la masse musculaire des patientes peut impacter la durée de I'ACI via la myostatine
et son influence sur I'axe HPG. En effet, un rapport masse musculaire / masse grasse
plus élevé pourrait étre associé a des concentrations sanguines augmentées de
myostatine et donc a une synthése plus importante de FSH. Cela entrainerait une
stimulation de I'axe HPG en post-chimiothérapie, favorisant une reprise plus rapide

des cycles menstruels.
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1.3.2 Modulation de la durée de I’ACI par les rythmes circadiens

1.3.2.1 Généralités sur les rythmes circadiens

1.3.2.1.1 Définition des rythmes circadiens

Les rythmes circadiens sont des cycles biologiques d’environ 24 heures
qui orchestrent de nombreux processus physiologiques, notamment la régulation du
métabolisme, du sommeil et de la reproduction[32]. Ces cycles permettent aux
organismes d’anticiper et de s’adapter aux changements environnementaux
quotidiens, comme [l'alternance jour-nuit et les variations alimentaires[32][51]. Ces
oscillations sont appelées circadiennes, dérivant du latin circa signifiant « autour » et
dies signifiant « jour »[52].
1.3.2.1.2 ROle des horloges moléculaires internes dans la quasi-totalité des cellules

du corps

Le contréle des rythmes circadiens repose sur des horloges moléculaires,
présentes dans presque toutes les cellules du corps, qui fonctionnent grace a des
boucles de rétroaction transcriptionnelle et traductionnelle[32][51][53][54]. Au
cceur de ce systeme, deux protéines clés, circadian locomotor output cycles kaput
(CLOCK) et brain and muscle aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like
protein 1 (BMAL1), induisent I'expression des génes Period (Per1, Per2) et
Cryptochrome (Cry1, Cry2)[51][53][54][55]. Les protéines codées par ces géenes se
dimérisent avant de pénétrer dans le noyau cellulaire, ou elles exercent un
rétrocontréle négatif en inhibant leur propre expression. Une fois ces protéines
dégradées, le cycle recommence, générant ainsi une oscillation rythmique sur une
période d’environ 24 heures[32][51][53][54][55]. L’ensemble des genes impliqués
dans ces horloges moléculaires sont appelés clock genes (génes de I'horloge

circadienne)[56]. Ces cycles internes sont ajustés aux variations
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environnementales grace aux zeitgebers (terme allemand signifiant « donneurs de
temps »), le principal étant la lumiére[32][57].
1.3.2.1.3 Roéles des noyaux suprachiasmatiques (NSC): horloge circadienne
principale

Bien que toutes les cellules possédent des horloges moléculaires de base,
I'horloge circadienne principale est située dans les NSC, un ensemble d’environ 20
000 neurones dans I'’hypothalamus[58]. Ce « chef d’orchestre » des rythmes
biologiques recoit des informations temporelles provenant notamment de cellules
photosensibles de la rétine et les transmet a d’autres oscillateurs centraux et

périphériques via des signaux neuronaux et humoraux[32][58].

1.3.2.1.4 Lalumiére : principal régulateur des NSC

La lumiére est le principal régulateur des NSC, comme l'ont démontré de
nombreuses études chez I'animal et 'humain[32][58][59]. L'information lumineuse est
transmise via la voie rétino-hypothalamique, reliant les photorécepteurs rétiniens
aux NSC. Ces derniers envoient ensuite des projections vers plusieurs régions
hypothalamiques et d’autres structures cérébrales impliquées dans le contrdle des

fonctions endocrines, métaboliques et comportementales[32][58][59].

1.3.2.1.5 ROole de la mélatonine dans la régulation circadienne

Un autre acteur clé de la régulation circadienne est la mélatonine, une hormone
dérivée de la sérotonine et principalement synthétisée par la glande pinéale en
conditions de faible luminosité[60]. Son taux sanguin atteint un pic nocturne chez
les animaux et les humains, facilitant 'endormissement et la régulation des
processus hormonaux[32]. L'exposition méme modérée a une lumiéere artificielle en

soirée (aussi faible que 100 lux) peut inhiber la production de mélatonine, perturbant
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ainsi I'équilibre circadien[32]. La mélatonine interagit avec plusieurs récepteurs,
présents dans le cerveau et '’hypophyse, jouant un réle clé dans l'intégration des

signaux circadiens[32].

1.3.2.1.6 Impact des mutations des clock genes

Les mutations des clock genes essentiels, tels que Clock, Bmal1, Per1 et Per2,
peuvent entrainer de profondes perturbations des rythmes biologiques et des
altérations de la fertilité, suggérant un lien entre I'horloge circadienne et la

reproduction[32][51].

1.3.2.2 Influence des rythmes circadiens sur la fonction reproductrice

1.3.2.2.1 Contréle du timing du pic pré-ovulatoire de GnRH par les NSC

L’axe HPG, qui contréle la reproduction, est étroitement lié aux rythmes
circadiens. Un élément clé du cycle ovarien est le pic préovulatoire de GnRH,
nécessaire au déclenchement de l'ovulation. Bien qu’une concentration élevée
d’estradiol soit indispensable, un signal temporel des NSC est également requis pour
synchroniser la libération de GnRH et assurer une ovulation
optimale[32][61][62][55].
1.3.2.2.1.1 Rdle des neurotransmetteurs tels que la vasopressine (AVP) et le peptide

vasoactif intestinal (VIP)

Les NSC contrélent la libération de GnRH via des neurotransmetteurs tels que
I'AVP et le VIP[62][55]. Ces neurotransmetteurs, présents dans les neurones des NSC
projetant vers I'aire préoptique (AP), influencent la libération de GnRH et la survenue
de l'ovulation. Leur inhibition retarde ou atténue le pic de GnRH, tandis que
'administration d’AVP dans I'AP restaure ce pic chez des rates ovariectomisées
traitées a I'estradiol et ayant subi une Iésion des NSC[32][62]. Cela suggere que
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'expression rythmique de I’AVP par les NSC contrdle le timing du pic pré-

ovulatoire de GnRH et I'induction de I’ovulation[32].

1.3.2.2.1.2 Les neurones a Kisspeptine, relais entre les NSC et les neurones a GnRH

Plus précisément, les neurones a Kisspeptine, puissants stimulateurs de la
libération de GnRH, constituent un relais critique entre les NSC et les neurones a
GnRH[63]. Leur activité est modulée par les signaux circadiens en provenance des
NSC, contribuant ainsi a la synchronisation du pic pré-ovulatoire de LH[64]. En effet,
ces neurones recgoivent des projections directes des NCS via notamment les
neurotransmetteurs AVP et VIP[65]. L’AVP, en particulier, module I'activité des
neurones a Kisspeptine en fonction de I'heure de la journée, permettant ainsi une

activation temporelle spécifique du pic de LH[64].

1.3.2.2.2 Une horloge interne dans les neurones a GnRH

Les neurones a GnRH, essentiels a la regulation hormonale de la reproduction,
sont sous l'influence des NSC, I'horloge centrale de I'organisme. Cependant, ces
neurones possédent également leur propre rythme interne, faisant d’eux des

oscillateurs circadiens semi-autonomes[56][66][67].

1.3.2.2.2.1 Expression des clock genes par les neurones a GnRH

Plusieurs études ont démontré que les neurones a GnRH expriment des clock
genes, notamment Per1, BMAL1 et Per2, qui sont impliqués dans la régulation de leur
activite[56]. Olcese et al. ont été les premiers a observer I'expression de Per1 dans
des cellules a GnRH immortalisées ainsi que chez I'animal[68]. D’autres travaux ont
confirmé que I'expression de ces génes est rythmique dans les neurones a GnRH, et
que leur perturbation entraine une altération de la sécrétion pulsatile de

GnRHI[69][70][71][72]. Ces données suggerent que le rythme et lintensité de la
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libération de GnRH sont régulés par I'activité d’'une horloge fonctionnelle au sein
des neurones a GnRH. La présence d’'un systéme d’horloge interne dans ces
neurones permet d’adapter la libération de GnRH aux variations

circadiennes[56][73].

1.3.2.2.2.2 Impact sur I'axe gonadotrope

Ainsi, cette horloge interne des neurones a GnRH joue un réle clé dans la
sécrétion rythmique des hormones gonadotropes[51]. En effet, la libération
pulsatile de GnRH entraine une sécrétion synchrone de la FSH et de la LH par
I'hypophyse, dictant ainsi les fluctuations circadiennes du cycle ovarien. Cette
dynamique rythmique influence directement la production d'cestrogénes par les
follicules ovariens, assurant une coordination optimale des événements hormonaux
nécessaires a I'ovulation et a la fertilité. Toute perturbation de cette horloge interne

peut ainsi désynchroniser I'axe HPG et altérer la régularité du cycle menstruel[51].

1.3.2.2.3 ROle des rythmes circadiens dans la physiologie ovarienne

1.3.2.2.3.1 Expression des clock genes par les cellules ovariennes

L’ovaire posséde également sa propre horloge biologique interne qui régule
plusieurs aspects de la physiologie ovarienne. Cette horloge interne repose sur
I'expression des clock genes, qui sont présents dans les cellules de la granulosa, les

cellules de la théque, les ovocytes et les cellules stromales[55][56][51][74][75][76].

1.3.2.2.3.2 Influence des rythmes circadiens sur la physiologie ovarienne
Les rythmes circadiens ovariens influencent plusieurs processus essentiels,
notamment la folliculogenése, la stéroidogenése, la réponse aux gonadotrophines et

Povulation[55][56][51][74][75][76].
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1.3.2.2.3.2.1 Rythmes circadiens et folliculogenéese

Le développement des follicules dépend de I'expression rythmée de genes clés,
comme ceux du récepteur de la LH, sous le contrdle de I’horloge moléculaire interne.
Cette horloge interne semble ainsi synchroniser la maturation folliculaire avec les

cycles hormonaux[55][56][77].

1.3.2.2.3.2.2 Rythmes circadiens et stéroidogenese

L’horloge ovarienne contréle la production des hormones stéroidiennes,
notamment la progestérone. Des études montrent que la suppression du clock gene
Bmal1 dans les cellules de la granulosa entraine une baisse significative de la
sécrétion de progestérone, compromettant ainsi la phase lutéale et I'implantation

embryonnaire[55][56][78][79].

1.3.2.2.3.2.3 Rythmes circadiens et réponse aux gonadotrophines
Les rythmes circadiens influencent la sensibilité des cellules de la granulosa a
la FSH et a la LH. Il a été démontré que la réponse a ces hormones fluctue au cours

de la journée[56][80][81].

1.3.2.2.3.2.4 Rythmes circadiens et ovulation

L’ovaire posséde une horloge interne qui module le timing de I'ovulation. Des
expériences ont montré que, méme en bloquant la sécrétion endogéne de LH, un
rythme circadien de sensibilité a la LH persiste dans I'ovaire[56][80][81]. De plus,
chez des souris présentant une mutation du géne Bmal1, on observe une diminution
du nombre d'ovocytes allant jusqu'a l'ovulation, ce qui suggére un réle clé de

I’horloge biologique dans le déclenchement de I’ovulation[56][80][81].
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1.3.2.2.4 Effets de la mélatonine sur la fertilité féminine

La mélatonine, comme vu plus haut, est une hormone sécrétée principalement
par la glande pinéale, jouant un réle crucial dans la régulation des rythmes
circadiens[60]. Au-dela de ses effets sur le sommeil, la mélatonine influence
significativement la physiologie de la reproduction féminine, notamment par ses

propriétés antioxydantes et son interaction avec I'axe HPG[82].

1.3.2.2.4.1 Rdle de la mélatonine dans la régulation hormonale

La mélatonine module l'activité de I'axe HPG en influengant la sécrétion des
gonadotrophines (FSH et LH)[83]. Cette action s'effectue via les récepteurs
melatonin receptor 1 (MT1) et melatonin receptor 2 (MT2) exprimés dans
I'nypothalamus et I'nypophyse[83]. La diminution des niveaux de mélatonine avec I'age
pourrait ainsi contribuer a la baisse de la fertilité féminine en altérant la production

hormonale et la maturation ovocytaire[84].

1.3.2.2.4.2 Effets antioxydants et protection de I'ovocyte

L'ovulation s'accompagne d'un stress oxydatif important, qui peut
endommager les cellules ovariennes et altérer la qualité ovocytaire[60]. La
mélatonine, en raison de ses puissantes propriétés antioxydantes, protége les
ovocytes contre les espéces réactives de l'oxygéne en neutralisant les radicaux libres

et en stimulant les enzymes antioxydantes[60].

1.3.2.2.4.3 Meélatonine et implantation embryonnaire
Des études ont montré que la mélatonine favorise la régulation du cycle
menstruel et améliore I'environnement endométrial en facilitant I'implantation

embryonnaire[84][60]. Les récepteurs de la mélatonine sont présents dans I'utérus
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et pourraient influencer la fonction du myometre et du trophoblaste pendant la

grossesse[84].

La mélatonine apparait donc comme un modulateur essentiel de la fertilité
féminine, notamment par son action sur la régulation hormonale, la protection de

I'ovocyte et I'optimisation de I'implantation embryonnaire.

mechanism in ovarian follicles
Direct effect of melatonin

on ovarian steriogenesis
in PCOS condition
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Figure 10 : Synthése des liens entre les noyaux suprachiasmatiques, la mélatonine, la lumiére et
I'ovaire[84] (SCN = suprachiasmatic nucleus, RHT = retinal-hypothalamic tract, PCOS = polycystic ovarian
syndrome)

1.3.2.2.5 Lien entre I'exposition a la lumiére naturelle et la reproduction

La photoréception a longtemps été attribuée aux photorécepteurs rétiniens,
mais des recherches récentes sur des modeéles animaux ont mis en évidence une
capacité des cellules hypophysaires a détecter directement la lumiére,
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indépendamment des yeux[85]. Cette photoréception non visuelle chez I'animal
repose sur des opsines exprimées dans I'’hypophyse, notamment I'opsin 5 (OPNYS) et

influence divers processus endocriniens, dont la régulation de I’'axe HPG[86][87].

1.3.2.2.5.1 Photoréception hypophysaire et régulation hormonale

1.3.2.2.5.1.1 Détection de la lumiere par I'hypophyse

L’étude de Fukuda et al. (2025) a démontré que les cellules mélanotropes de
'hypophyse du poisson médaka (Oryzias latipes) possédent une capacité de
photoréception directe via ’OPNS5[85]. En réponse a une exposition aux ultraviolets,
ces cellules augmentent leur concentration intracellulaire de Ca?*, entrainant la

libération de 'hnormone mélanotrope (MSH), un acteur clé de la pigmentation[85].

Cette découverte suggére que certaines cellules endocrines hypophysaires
peuvent répondre directement a la lumiére sans l'intermédiaire du systéme nerveux
central, ouvrant la possibilité d’une influence lumineuse directe sur d’autres axes

hormonaux, y compris I'axe HPG.

1.3.2.2.5.1.2 Roéle de 'OPNS5 dans la régulation de 'axe HPG

L’étude de Liufu et al. (2022), réalisée sur le canard de montagne, met en
évidence une implication directe de 'OPN5 dans la régulation des hormones
gonadotropes[86]. L’activation de I'OPN5 par la lumiére module la voie thyroid-
stimulating hormone (TSH) - désiodases 2/3 (DIO2/DI0O3), qui influence I'activation
de la GnRH, et par conséquent la sécrétion de FSH et LH[86]. Les résultats montrent
qu'une exposition prolongée a la lumiére chez les canards entraine une

augmentation des niveaux de LH, FSH, estradiol et progestérone, favorisant la
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croissance folliculaire et la ponte[86]. Inversement, une période courte d’exposition

a la lumiére réduit I'activité ovarienne[86].

Ces résultats démontrent un lien fonctionnel entre la photoréception directe par
I'hypophyse et la régulation de la reproduction chez les oiseaux. Bien que I'extension
de ces mécanismes aux mammiféres reste a démontrer, ils suggerent un réle conservé

de 'OPNS dans I'adaptation saisonniere de la reproduction.

1.3.2.2.5.2 Perspectives et implications pour la recherche humaine

Calligaro et al. (2022) ont étudié la distribution et les roles de '’OPNS chez divers
vertébres, soulignant son implication dans plusieurs processus physiologiques liés a

la lumiere, y compris la régulation des cycles circadiens et de la reproduction[87].

Chez les mammiféres, la présence de I'OPN5 dans I’hypophyse et
I’lhypothalamus suggére un role potentiel dans la régulation de 'axe HPG, mais son
impact direct sur la sécrétion de FSH et LH reste a démontrer[87]. En reproduction
humaine, des recherches sont nécessaires pour évaluer si la lumiére pourrait
influencer directement les fonctions hypophysaires.

1.3.2.3 Conséquences d’une dérégulation des rythmes circadiens sur la
reproduction

1.3.2.3.1 Impact des horaires décalés sur la fertilité
Si la majorité des recherches sur le contréle circadien de la reproduction ont été
menées chez l'animal, les études épidémiologiques confirment l'influence des

rythmes biologiques sur la fertilité humaine[32].

Une perturbation du rythme circadien, due a un travail de nuit ou a

I'exposition a la lumiére artificielle, peut altérer la production de mélatonine et entrainer
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des troubles de I'ovulation et de la fertilité[60][51]. Des altérations dans I'expression
des clock genes ont été associées a une diminution de la fertilité et a une augmentation
du risque de fausses couches précoces, notamment en raison d’'une régulation
anormale de la sécrétion des hormones reproductives, comme la FSH et la LH[88].
Ces perturbations influencent I'axe HPG, entrainant des fluctuations hormonales qui

compromettent la maturation folliculaire et I'ovulation[89].

Les femmes travaillant en horaires décalés présentent des cycles
menstruels irréguliers, un allongement du délai de conception et un risque accru
de fausses couches[56][90][91][92]. Une étude menée sur des infirmieres a montré
que celles ayant travaillé plus de 20 mois en rotation présentaient des cycles plus
courts ou plus longs que la moyenne, suggérant une ovulation irréguliere et une
altération de la phase lutéale[93][88]. Chez les travailleuses de nuit, une diminution du
nombre et de la qualité des ovocytes a également été observée, ce qui pourrait réduire
les chances de conception et affecter les taux de succés en fécondation in vitro
(FIV)[94][89]. Les professionnelles de santé sont particulierement exposées a ces
rythmes de travail[56]. De méme, les femmes travaillant dans les secteurs de la
sécurité publique et des transports présentent un risque élevé de maladies associées

au travail en horaires décalés[56].

Le décalage horaire chronique entraine également des troubles de la
fertilité[32]. Méme une désynchronisation modérée, appelée social jetlag (décalage
entre I'horloge biologique interne et I'’horloge sociale imposée par la société), est

associée a des perturbations endocriniennes et a des risques métaboliques[32].
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1.3.2.3.2 Hypothése que les rythmes circadiens peuvent moduler la durée de I'ACI

Nous avons vu que les rythmes circadiens, via notamment I'exposition a la
lumiere naturelle, influaient sur 'axe HPG et que des horaires décalés étaient associés
a des troubles de la fertilité. Nous pouvons donc émettre I'’hypothése que, chez les
patientes en ACI, leurs rythmes circadiens impactent la durée de cette ACI. Une bonne
hygiene de sommeil et une exposition suffisante a la lumiére naturelle pourraient étre

associées a une reprise plus rapide des cycles menstruels.
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2 Objectifs de I’étude METAB-OV

Nous supposons donc que le statut métabolique et les rythmes circadiens
influencent la durée de I’ACI. De cette hypothése, découlent les objectifs principaux et

secondaires de notre travail.

2.1 Objectif principal

L’'objectif principal est d’évaluer I'association entre I'lL-6 en fin de
chimiothérapie et le statut de récupération de la fonction ovarienne, évalué a 6
mois, durant la premiére année post-chimiothérapie chez des femmes jeunes (25-35
ans) traitées pour un cancer du sein et ayant développé une ACI. La récupération de
la fonction ovarienne est rapide (< 6 mois) ou tardive (au-dela du 6°™® mois post-

chimiothérapie).

2.2 Objectifs secondaires

2.2.1 Objectif secondaire n°1

L’objectif secondaire n°1 est d’étudier 'association entre les marqueurs
biologiques métaboliques (insuline, leptine, ghréline) en fin de chimiothérapie et

le statut de retour des regles.

2.2.2 Objectif secondaire n°2

L’objectif secondaire n°2 est d’étudier I’association entre I'IMC en fin de

chimiothérapie et le statut de retour des regles.
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2.2.3 Objectif secondaire n°3

L’'objectif secondaire n°3 est d’étudier I’association entre les pourcentages
de masse musculaire et de masse grasse en fin de chimiothérapie et le statut de

retour des regles.

2.2.4 Objectif secondaire n°4

L’objectif secondaire n°4 est d’étudier I’association entre le score d’activité

physique en fin de chimiothérapie et le statut de retour des régles.

2.2.5 Objectif secondaire n°5

L’objectif secondaire n°5 est d’étudier I’association entre le rythme circadien

en fin de chimiothérapie et le statut de retour des regles.

2.2.6 Objectif secondaire n°6

L’'objectif secondaire n°6 est de déterminer des facteurs relevés a 3 mois

associés au statut de retour des régles entre 3 et 12 mois.

2.2.7 Objectif secondaire n°7

L’'objectif secondaire n°7 est de décrire les trajectoires des parameétres
cliniques et biologiques sur les 12 mois du suivi dans la population globale et dans

les 2 groupes déterminés par le statut de retour des regles.
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3 Criteres d’évaluation

3.1 Critére d’évaluation pour I’objectif principal

Nous avons dosé a jeun I'lL-6 dans le sang en fin de chimiothérapie.

3.2 Criteres d’évaluations pour les objectifs secondaires

3.2.1 Critére d’évaluation pour I'objectif secondaire n°1

Il s’agit de la mesure, en fin de chimiothérapie, des concentrations

sanguines d’insuline, de leptine et de ghréline.
3.2.2 Critére d’évaluation pour I’objectif secondaire n°2
Le critere est 'IMC établi en fin de chimiothérapie.

3.2.3 Critére d’évaluation pour I'objectif secondaire n°3

Il s’agit de la mesure des pourcentages de masse musculaire et de masse

grasse en fin de chimiothérapie.

3.2.4 Critére d’évaluation pour I'objectif secondaire n°4

Nous avons calculé le score d’activité physique dit score de Dijon, évalué a

I'aide d’'un questionnaire établi en fin de chimiothérapie[95] (Annexe 1).

Ce questionnaire d’activité physique aboutit au calcul d’'un score sur un total de

30 points.

3.2.5 Critére d’évaluation pour I'objectif secondaire n°5

Nous avons calculé |la catégorie de chronotype, ainsi que le social jetlag et

le temps d’exposition a la lumiére naturelle directe, évalués en fin de
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chimiothérapie, a l'aide du questionnaire de chronotype Munich ChronoType

Questionnaire (MCTQ)[96][97][98] (Annexe 2).

3.2.6 Critére d’évaluation pour I'objectif secondaire n°6

Les facteurs suivants (relevés a 3 mois) ont été testés : les marqueurs
biologiques, I'IMC, les pourcentages de masse musculaire et de masse grasse,
le score d’activité physique, la catégorie de chronotype, le social jetlag, le temps
d’exposition a la lumiére naturelle directe.

Le statut de retour des régles est binaire : entre 3 et 6 mois (précoce) ou plus

de 6 mois (tardif).

3.2.7 Critére d’évaluation pour I'objectif secondaire n°7

Les parametres cliniques et biologiques ont été évalués tout au long du

suivi pour répondre a cet objectif.

56



Matériel et méthodes

Notre étude, intitulée METAB-OV (N° national 2021-A00461-40), est une étude
monocentrique de cohorte prospective. Cette étude porte sur I'impact du statut
métabolique et des rythmes circadiens sur la récupération ovarienne post-
chimiothérapie chez des patientes traitées pour un cancer du sein, avec les objectifs
principal et secondaires précédemment décrits. Conformément a l'article L1121-4 du
Code de la Santé Publique, I'étude METAB-OV a regu un avis initial favorable du
Comité de protection des personnes (CPP) ile-de-France VII (IdF-VII), en date du
04/10/2021.

Ce projet de recherche clinique repose sur la participation de deux acteurs ayant
I'habitude de travailler au quotidien pour des activités de soins (bilans d’infertilité
féminine, suivi hormonal des protocoles de stimulation ovarienne), mais aussi pour
des protocoles de recherche clinique sur des thématiques proches du projet présenté
ici. Ces deux acteurs sont :

- linvestigateur principal de I'étude : le Professeur Christine DECANTER,
médecin de la reproduction et cheffe du service d’Assistance Médicale a la
Procréation (AMP) et de Préservation de la fertilité du Centre Hospitalier
Universitaire (CHU) de Lille,

- et le coordinateur de I'étude : le Professeur Pascal PIGNY, responsable de
I’Unité Fonctionnelle (UF) d’Hormonologie et chef du service de Biochimie

« Hormonologie-Métabolisme-Nutrition-Oncologie » du CHU de Lille.
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1 Recrutement des patientes de I’étude METAB-OV

1.1 Acteurs responsables du recrutement des patientes

Le Professeur Christine DECANTER et Madame Emmanuelle D’ORAZIO,
sage-femme coordinatrice du service d AMP et de Préservation de la fertilité, évaluent
la fonction reproductive des patientes atteintes de cancer du sein a différentes étapes
de leur traitement (avant, pendant et en post-chimiothérapie). En fonction des

indications médicales, elles peuvent leur proposer un acte de préservation ovarienne.

Pour notre projet, le Professeur Christine DECANTER et Madame Emmanuelle
D’ORAZIO ont été responsables du recrutement et du suivi des patientes. L’inclusion
a débuté au mois de février 2022 et a duré 36 mois. L’étude a été proposée a toutes
les patientes incidentes prises en charge dans le service dAMP et de Préservation de

la fertilité pendant la période d’inclusion et répondant aux criteres d’éligibilité.
1.2 Criteres d’éligibilité

1.2.1 Critéres d’inclusion

Les criteres d’inclusion de I'étude étaient les suivants :

- patiente présentant une ACI consultant pour suivi de fertilité post-cancer du
sein dans le service ’AMP de I'hépital Jeanne de Flandre et non opposée a
sa participation a I'étude

- femme adulte agée de 25 a 35 ans a la mise en place de la chimiothérapie

- protocole de chimiothérapie réalisé : 3 cycles de 5-Fluoro-uracile —
Epirubicine — Cyclophosphamide (FEC)-100 ou 4 cycles de FEC-75 suivis de 3

cycles de Docétaxel (Taxotére) ou 9 cycles ou 12 cycles de Paclitaxel (Taxol)
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- patiente ayant donné son consentement écrit pour participer a I'étude
- patiente assurée a la Sécurité sociale
- patiente disposée a se conformer a toutes les procédures de I'étude et a sa

durée.

1.2.2 Critéres de non inclusion

Les criteres de non inclusion étaient les suivants :

femme ne présentant pas d’ACI

patiente opposée a sa participation a I'étude

- patiente sous tutelle

- patiente ayant eu un autre protocole de chimiothérapie pour cancer du sein
- patiente dgée de moins de 25 ans ou de plus de 35 ans a [l'initiation de la

chimiothérapie.

1.2.3 Critéeres d’arrét de participation a I’étude et fin anticipée

Les patientes pouvaient arréter I'étude pour les raisons suivantes :

- souhait de la patiente de sortir de I'étude
- décision de mise en place d’'un traitement par analogue de la GnRH, nous
empéchant d’évaluer la récupération ovarienne

- rechute de cancer du sein.
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2 Organisation des visites de suivi des patientes

A chaque visite de suivi dans le service d’AMP et de Préservation de la fertilité
en post-cancer du sein, les patientes ont bénéficié d’'une consultation avec le
Professeur Christine DECANTER et Madame Emmanuelle D’'ORAZIO, et d'un bilan
biologique pour évaluer la réserve ovarienne (dosage d’AMH sérique). En plus de
ces éléments prévus dans la prise en charge habituelle des patientes, d’autres

parameétres cliniques et biologiques ont été recueillis a des fins de recherche.

2.1 Visite V1 : initiation de I’étude

Dans le cadre du soin, les patientes sont vues avant le début de la
chimiothérapie pour cancer du sein afin d’établir un bilan de fertilité de base, il s'agit
de la visite 0 (V0). A cette occasion, les patientes ont recu une information compléte
orale et écrite précisant le déroulement du protocole METAB-OV. Une lettre
d'information et un formulaire de consentement leur ont été remis avant leur
inclusion dans I'étude.

La visite 1 (V1), a la fin de la chimiothérapie, est la visite d’inclusion dans
I'étude des patientes ayant donné leur accord. Lors de cette visite, le consentement
éclairé signé par la patiente a été recueilli pour chacune d’entre elles avant leur entrée

dans l'étude METAB-OV.
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2.2 \Visites de suivi:V2aV5

Les visites de suivi étaient programmeées tous les 3 mois :

- La deuxiéme visite (V2) était réalisée a 3 mois de la fin de la chimiothérapie
(£1 mois)

- La troisiéme visite (V3) avait lieu a 6 mois de la fin de la chimiothérapie (+1
mois). A cette visite, les patientes ont ensuite été classées en deux groupes en
fonction de leur statut menstruel : réglée a la V3 (récupération précoce) ou en
ameénorrhée a la V3 (récupération tardive).

- La quatriéme visite (V4) était prévue a 9 mois de la chimiothérapie (x1 mois)

- La cinquieme visite (V5), correspondant a la visite de fin d’étude, était

programmée a 12 mois de la fin de la chimiothérapie (1 mois)

Metab-0OV

Visites de suivi

\

Examens cliniques
Tests biologiques

=~ 5 mois

Autres...
7\
VO début V1 \'/4 v3 v4 V5
chimio J-8 fin chimio  (J+3 mois) (J+6 mois)  (J+9 mois) (J+12 mois)

R I R N e
N N —

Information  Signature  Inclusion Fin de I'étude
patient  consentement

Figure 11 : Organisation des visites de suivi des patientes de I'’étude METAB-OV
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3 Recueil des données cliniques a chaque visite de suivi

A chacune des 5 visites (V1 a V5), le statut menstruel de la patiente a été
évalué : patiente réglée ou en aménorrhée. Les parameétres cliniques de notre étude
ont également été recueillis a chaque visite : IMC, pourcentages de masse musculaire
et de masse grasse, score d’activité physique, catégorie de chronotype, social jetlag
et temps d’exposition a la lumiére naturelle directe les jours de travail et les jours de
week-end. Dans le cadre de la méthodologie de référence (MR) 001, ces données
cliniques ont été saisies sur le logiciel Research Electronic Data Capture (REDCap)
de maniére anonymisée, dans les conditions de confidentialité définies par la loi du 6
janvier 1978 modifiée relative a lI'informatique, aux fichiers et aux libertés, ainsi que

conformément au Réglement Général sur la Protection des Données (RGPD).

3.1 IMC et pourcentages de masse musculaire et de masse grasse

Chaque patiente a été pesée et mesurée afin de calculer 'IMC. Les
pourcentages de masse grasse et de masse maigre ont été évalués par
impédancemétrie bioélectrique a I'aide d’'un instrument Omron BF-511 validé pour

utilisation médicale[99].

3.2 Score d’activité physique

La patiente a été invitée a répondre a un questionnaire standardisé d’activité
physique (score d’activité physique de Dijon, Annexe 1)[95]. Ce questionnaire
d’activité physique, proposé a chaque visite, aboutit au calcul d’'un score sur un total

de 30 points.
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3.3 Evaluation des rythmes circadiens

A Tinterrogatoire, les rythmes circadiens de la patiente ont été évalués a la
recherche de tout perturbateur de I’horloge biologique (heure de coucher irrégulier,
exposition excessive a la lumiére artificielle, social jetlag, travail posté, horaires
décalés) connu pour impacter 'activité des neurones a GnRH[32].

A chaque visite, la catégorie de chronotype de la patiente a été établie, ainsi
que son social jetlag et sa durée d’exposition a la lumiére naturelle directe. Pour
recueillir ces informations, la patiente a été invitée a répondre a un questionnaire de

détermination du chronotype (Questionnaire MCTQ, Annexe 2)[96][97][98].

Le questionnaire de chronotype MCTQ permet de déterminer si les patientes
sont plutét « du matin » (extrémement, modérément, légerement), « intermédiaires »
ou plutdt « du soir » (extrémement, modérément, légerement) et donc de les classer

en 7 sous-catégories[96][97][98].

Il permet également de calculer le social jetlag qui correspond au décalage
(exprimé en minutes) entre I'horloge biologique de l'individu et I'horloge sociale qui lui
est imposée[96][97][98].

Enfin, ce questionnaire permet de déterminer la durée d’exposition (en
minutes) a la lumiére naturelle directe les jours de travail et les jours de week-end.

Le chronotype reflétant d’avantage un état qu’'une caractéristique individuelle

fixe, le questionnaire a été répété lors des différentes venues de la patiente.
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4 Données biologiques de I'étude METAB-OV

4.1 Recueil et conservation des échantillons biologiques

A chaque visite de suivi (V1 & V5), les patientes ont normalement été vues a
jeun ou a 4h de distance d’un repas. En plus du tube de sang recueilli pour mesure de
'AMH dans le cadre du soin, 2 échantillons sanguins supplémentaires ont été
recueillis et acheminés au Centre de Ressources Biologiques (CRB) du Centre de
Biologie Pathologie (CBP) du CHU de Lille. La participation des patientes au projet n’a
donc pas nécessité de ponction veineuse supplémentaire.

Pour chaque patiente, un premier échantillon collecté sur tube EDTA (acide
éthyléne-diamine-tétra-acétique) a permis la préparation de 3 aliquotes de plasma
en micro-tubes de 1.5 ml. Un second échantillon collecté sur tube sec a permis la
préparation de 3 aliquotes de sérum en micro-tubes de 1.5 ml. Chacun de ces
aliquotes a été identifié par un numéro unique généré par le systéme informatique
du laboratoire puis conservé congelé par le CRB, qui gére également la mise a
disposition des aliquotes en vue de la réalisation des dosages. Le CRB bénéficie d’'une
certification selon la norme International Organization for Standardization (ISO)
20387 (N° 2023/104131.1 en date du 03/04/2023), pour les activités suivantes :
« réception, préparation, conservation et mise a disposition de ressources biologiques

d’origine humaine pour la recherche biomédicale ».

4.2 Techniques de dosages des parameétres biologiques
Les paramétres biologiques de notre étude (IL-6, insuline, leptine, ghréline) ont
été dosés a chaque visite de suivi par des immunodosages spécifiques au sein de 'UF

d’Hormonologie du laboratoire de Biochimie du CBP.
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421 Méthode de dosage de I'lL-6

La concentration d’IL-6 a été mesurée par méthode ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) sur un aliquote de plasma EDTA a l'aide de la trousse
Quantikine High Sensitivity (HS) Human IL-6 ELISA, dont |la référence est HS600C,
distribuée par R&D Systems (Bio-Techne). Les principales caractéristiques

analytiques de cette trousse sont indiquées dans le tableau 1.

4.2.1.1 Principe de la méthode

Il s’agit d'un immunodosage non compétitif, utilisant deux anticorps

spécifiques de I'lL-6 :

- un anticorps monoclonal de capture, fixé dans le fond des puits d’'une plaque
de 96 puits

- et un anticorps polyclonal de révélation, couplé a la biotine.

Le principe du dosage repose sur la double capture de I'lL-6 par ces deux anticorps

(méthode sandwich).

L’ajout d’'une protéine de liaison a la biotine (la streptavidine) couplée a une
enzyme (la peroxydase) entraine une réaction colorimétrique en présence de
substrat, révélant les complexes antigéne-anticorps ainsi formés. L'intensité de la

coloration est proportionnelle a la quantité d’IL-6 dans I'échantillon.

A chaque série, 8 standards de concentration croissante en IL-6 sont utilisés pour
établir une courbe d’étalonnage, exprimant l'intensité du signal mesuré en fonction de
la concentration d’IL-6. Cette courbe d’étalonnage permet de déduire la concentration

d’'IL-6 de chaque échantillon.
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4.2.1.2 Critéres de validation des séries de dosage d’IL-6
Trois niveaux de contrdles de qualité interne (CQlI) (bas, moyen et haut) ont
permis la validation analytique de chaque série de dosage de I'lL-6. Les échantillons

dont la concentration d'IL-6 était supérieure a 10 pg/mL ont été dilués.

Chaque échantillon a été analysé en double, réparti dans deux puits distincts.
Le coefficient de variation (CV) entre les deux mesures obtenues a été calculé, et seuls

les résultats présentant un CV inférieur a 10% ont été retenus.

4.2.2 Méthode de dosage de I'insuline

L’insulinémie a été mesurée sur un aliquote de sérum par chimiluminescence
sur automate d’immunoanalyse Alinity implanté au laboratoire. Cette technique de
dosage, réalisée en routine, est accréditée selon la norme ISO 15189. Le tableau 1
reprend les principales caractéristiques analytiques de ' Alinity i Insulin Reagent Kit,

dont la référence est 04T7520, commercialisé par Abbott.

4.2.2.1 Principe de la méthode

Il s’agit d’'un immunodosage non compétitif, utilisant :

- des microparticules paramagnétiques recouvertes d’anticorps anti-
insuline (anticorps de capture)
- et un conjugué d’anticorps anti-insuline marqué a I’acridinium (anticorps

de révélation).

Le principe de ce dosage repose sur la double capture de l'insuline par ces deux

anticorps.
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Aprés lavage, les solutions de préactivation et d’activation sont ensuite
ajoutées au mélange réactionnel. La réaction chimiluminescente résultante est
mesureée en unités relatives de lumieres (URL). Il existe une relation directe entre la
quantité d’insuline présente dans I’échantillon et le nombre d’URL détectées par

le systéme optique.

4.2.2.2 Critéres de validation des dosages d’insuline

Trois niveaux de CQI (bas, moyen et haut) correspondant aux références
Biorad Liquichek Immunoassay Plus 1, 2 et 3, ont été utilisés pour la validation
analytique de nos résultats, selon la méme procédure que celle appliquée en routine.
Chaque série de dosage de l'insuline a été encadrée par le passage des CQl 1 et 3
en début d’analyse et du CQl 2 en fin d’analyse. Les résultats de chaque série ont
été validés uniquement si les valeurs des 3 CQI se situaient dans l'intervalle
préalablement défini dans le logiciel Unity Real Time. Une dilution a été réalisée

pour les échantillons dont la concentration d’insuline dépassait 300 mUI/L.

4.2.3 Méthode de dosage de la leptine

La leptinémie a été mesurée sur un aliquote de sérum par technique ELISA a
I'aide de la trousse Leptin ELISA EO07 distribuée par Mediagnost (Allemagne). Les
principales caractéristiques de cette trousse sont indiquées dans le tableau 1. Il s’agit
également d’'une technique de dosage de routine qui est accréditée selon la norme

ISO 15189.
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4.2.3.1 Principe de la méthode
La quantification de la leptine repose sur un immunodosage non compétitif,
de type ELISA sandwich, utilisant deux anticorps monoclonaux spécifiques de la

leptine et de forte affinité. Ces deux anticorps sont :

- un anticorps de capture immobilisé sur une microplaque
- et un anticorps de révélation, biotinylé, qui est ensuite incubé avec le

conjugué enzymatique streptavidine - peroxydase.

Lors de l'ajout du substrat, une réaction colorimétrique se produit, son
intensité étant proportionnelle a la concentration en leptine de I'échantillon. A
chaque série, 5 standards de concentration croissante en leptine sont utilisés pour
établir une courbe d’étalonnage. La concentration en leptine de chaque échantillon est
exprimée directement en ng/mL par le lecteur de microplaque a partir de cette courbe

d’étalonnage.

4.2.3.2 Critéres de validation des dosages de leptine

Deux niveaux de CQIl, dosés au début et en fin de plaque, ont permis la
validation analytique de chaque série de dosage. Les résultats ont été validés
uniquement si les valeurs des 2 CQIl se situaient dans l'intervalle préalablement
défini dans le logiciel Unity Real Time. Une dilution a été réalisée lorsque la

concentration en leptine de I'échantillon dépassait 50 ng/mL.

Chaque échantillon a été analysé en double, réparti dans deux puits distincts.
Le CV entre les deux mesures obtenues a été calculé, et seuls les résultats présentant

un CV inférieur a 10% ont été retenus.
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4.2.4 Méthode de dosage de la ghréline

La ghréline totale a été mesurée par méthode de radioimmunoanalyse (RIA)
a l'aide de la trousse Millipore GHRT-89HK sur un aliquote de plasma EDTA. Les
principales caractéristiques analytiques de cette trousse sont détaillées dans le
tableau 1. Il s’agit d'une méthode qui a déja été utilisée au laboratoire dans le cadre

du Protocole OBEDIAB (impact de la chirurgie bariatrique sur I'équilibre glycémique).

4.2.4.1 Principe de la méthode
Le dosage de la ghréline totale par RIA repose sur le principe de la compétition
entre une forme radiomarquée de la ghréline et la ghréline a doser présente dans

I'échantillon, pour un nombre limité de sites de liaison sur un anticorps spécifique.

Une concentration fixe de ghréline marquée a I'iode-125 est incubée avec une
concentration constante d'un anticorps de lapin spécifique de la ghréline.
L’anticorps étant en quantité limitée, seul un pourcentage défini de la ghréline
radiomarquée peut se lier a celui-ci. Lorsqu’un échantillon contenant de la ghréline
non marquée est ajouté, celle-ci entre en compétition avec la ghréline radiomarquée
pour les sites de liaison de I'anticorps. Ainsi, plus la concentration en ghréline non
marquée dans I'échantillon est élevée, moins la ghréline radiomarquée sera capable

de se lier a I'anticorps.

Apres incubation, il est nécessaire de séparer la ghréline radiomarquée liée a
I'anticorps de la ghréline libre. Cette séparation est réalisée grace a la technique du
double anticorps/précipitation au polyéthyléne glycol (PEG). L’anticorps primaire
(spécifique de la ghréline) est précipité par un second anticorps, anti-immunoglobuline

G de lapin, en présence de PEG, permettant ainsi de récupérer le complexe formé.
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La radioactivité est ensuite mesurée a l'aide d’'un compteur gamma, qui
mesure les photons gamma émis par l'iode-125 présent dans le complexe. La
radioactivité mesurée est inversement proportionnelle a la concentration en
ghréline de I'échantillon a doser. A chaque série, une courbe d’étalonnage est
établie a partir de 8 standards de concentration croissante en ghréline. Cette courbe
permet d’établir une relation entre la radioactivité mesurée et la concentration en
ghréline de I'’échantillon. La concentration en ghréline de I'’échantillon a doser est alors

déterminée par interpolation sur cette courbe.

4.2.4.2 Critéres de validation des dosages de ghréline
Deux niveaux de CQIl ont permis la validation analytique de chaque série de
dosage de ghréline. Les échantillons dont la concentration en ghréline était supérieure

a 6000 pg/mL ont été dilués.

Chaque échantillon a été analysé en double. Le CV entre les deux
concentrations obtenues a été calculé, et seuls les résultats présentant un CV

inférieur a 10% ont été retenus.
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Tableau 1 : Caractéristiques analytiques des immunodosages utilisés dans METAB-OV

Analyte IL-6 Insuline Leptine Ghréline totale
Quantikine
HS IL-6 Alinity i
ELISA Insulin Leptin ELISA | Ghrelin (Total)
Trousse HS600C Reagent Kit EO7 RIA Kit GHRT-
(R&D 04717520 (Mediagnost) | 89HK (Millipore)
systems, (Abbott)
Bio-Techne)
Gamme de 0.2-10 1.6 — 300 0.25-100 93 - 6000
mesure pg/mL muUl/L ng/mL pg/mL
Limite de
détection 0.09 pg/mL 0.4 mUI/L 0.25 ng/mL 93 pg/mL
Seuil de
déclenchement 10 pg/mL 300 mUl/L 50 ng/mL 6000 pg/mL
d’une dilution
Reproductibilité
inter-série : 3.9-10.8 1.5-22 7.88 —19.21 14.7-17.8
CV (%)
Femmes avec
un IMC de
Femme 22.3
(20.1 - 24.3)
adulte avec ka/m? - médiane
Ajeun: | unIMCde20 | IM . Medk
0.351-3.48 . 5 (25°me — 75¢eme
27-10.4 a 25 kg/m<: .
Valeurs de pg/mL ; _ percentiles) :
référence 5eme _ g5éme \ mUIL .
. 5eme _ gheme | 243 —-28.0
percentiles percentiles ng/mL : 1012
seme _ 95éme (873 —1466)
. pg/mL ;
percentiles .
médiane

(25éme _ 75éme
percentiles)[100]
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5 Analyses statistiques

5.1 Effectif de la cohorte
Les objectifs de I'étude étaient d’évaluer 'association entre les différents
paramétres biologiques et cliniques et le statut de retour des régles a 6 mois

post-chimiothérapie.

Pour réaliser les analyses statistiques, nous avons donc classé les patientes en
2 groupes selon le statut de retour des réegles a lI'issue de la V3 (a 6 mois post-

chimiothérapie) :

- ungroupe « Réglée alaV3 » : patientes ayant eu un retour précoce des régles
dans les 6 premiers mois post-chimiothérapie
- ungroupe « Aménorrhée alaV3 » : patientes avec un retour des régles différé

(plus de 6 mois aprés la fin de la chimiothérapie)

Nous ne disposions pas de données permettant de calculer un effectif a inclure
sur la base d’'une hypothése statistique. Le nombre de sujets reposait donc sur les
capacités de recrutement. Compte tenu de la file active, nous avions prévu de recruter
50 patientes. D’aprés I'expérience clinique du service dAMP et de Préservation de la
fertilité, la récupération des cycles menstruels des patientes en ACI est variable mais
est proche de 50% a 6 mois. Notre objectif initial était donc d’avoir 2 groupes de 25
patientes et de comparer les paramétres biologiques et cliniques entre ces 2 groupes.

Malheureusement, a la date de cléture de ce travail de thése (février 2025),
seules 17 patientes avaient réalisé les 5 visites prévues par le protocole et ont donc
été analysées a la fois cliniquement et biologiquement. En effet, plusieurs patientes
sont sorties de I'étude pour deux raisons principales : la premiére raison d’arrét était

la mise sous analogue de la GnRH, nous empéchant d'évaluer la récupération
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ovarienne ; la deuxiéme raison d’arrét était la rechute du cancer du sein. En outre, 6
autres patientes ont été recrutées et sont en cours de suivi, mais ne sont donc pas
incluses dans nos analyses. Sur les 17 patientes faisant 'objet de ce travail, 12 sont
dans le groupe « Réglée a la V3 » et seulement 5 font partie du groupe « Aménorrhée

alaVv3».

5.2 Méthode et stratégie d’analyse

Toutes nos analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Prism
GraphPad. Nos tests étaient non paramétriques en raison du faible effectif de notre
cohorte, la distribution de la population ne suivant pas une loi normale.

Pour étudier l'association entre chacun des parameétres cliniques et
biologiques en fin de chimiothérapie et le statut de retour des regles a 6 mois,
nos analyses ont été effectuées sur les paramétres mesurés a la V1. Pour déterminer
les facteurs relevés a 3 mois associés au statut de retour des régles a 6 mois, les
comparaisons ont cette fois été réalisées sur les paramétres mesurés a la V2 (3 mois
post-chimiothérapie).

Les variables quantitatives (parametres biologiques, age, IMC, pourcentages
de masse maigre et grasse, score d’activité physique, social jetlag, temps d’exposition
a la lumiére) ont été décrites par la médiane (5°™ — 95°™¢ percentiles), et ont été
comparées entre les deux groupes par un test de Mann Whitney. La catégorie de
chronotype étant une variable catégorielle, elle a été décrite par la fréquence
relative (pourcentage), et a été comparée entre les groupes par un test de Fisher
exact. La comparaison des temps d’exposition a la lumiére naturelle directe entre

les jours de travail et les jours de week-end pour chacune des patientes a été réalisée
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par un test de Wilcoxon, apparié. Afin de rechercher des corrélations entre les
différents parametres, nous avons effectué des tests de Spearman.

Enfin, nous avons décrit les trajectoires des différents paramétres
biologiques et cliniques tout au long du suivi (V1 a V5). Aprés discussion avec la
biostatisticienne Madame Héléne BEHAL, la construction d’'un modéle mixte linéaire a
été abandonnée compte tenu du faible effectif de notre cohorte. Sur ses conseils, nous
avons comparé, entre les deux groupes, la variation de chaque paramétre entre la
V2 et la V1. Pour cela, nous avons calculé un delta relatif entre la V2 et la V1 pour
chaque variable quantitative, et comparé ce delta entre les deux groupes par un test
de Mann Whitney. Le calcul du delta relatif, exprimé en pourcentage, était le suivant :
[(valeur mesurée a la V2 — valeur mesurée a la V1)/valeur mesurée a la V1 x 100].
L’objectif de cette comparaison était de détecter une variation d’un paramétre entre

la V2 et la V1, pouvant expliquer le statut de retour des régles a la V3.
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Résultats

1 Recherche d’associations entre différents
biomarqueurs évalués a la V1

1.1 Associations entre la leptine et autres parameétres
métaboliques

Nous avons dans un premier temps réalisé des tests de corrélations entre la
leptine et différents paramétres cliniques mesurés a la V1, dans la population globale,

a l'aide de tests de Spearman.

Comme attendu, la masse maigre est inversement corrélée a la masse grasse
(r =-0.808, p = 0.0002), a la leptine (r =-0.777, p = 0.0004), et a 'MC (r = -0.833, p
= 0.0001). La masse grasse est positivement corrélée a la leptine (r = 0.603, p =
0.0120) et a I''MC (r = 0.817, p = 0.0001). La leptine est positivement corrélée a

'IMC (r = 0.621, p = 0.0091).

Dans la continuité des analyses précédentes, une tendance de corrélation
négative a été retrouvée entre I'insuline et la ghréline, ce qui est également attendu

(Test de Spearman, r = -0.433, p = 0.084).

Ces résultats nous ont indiqué que le recueil des données cliniques et les

dosages biologiques dans la population étudiée ont été effectués de maniere correcte.

1.2 Associations entre I'lL-6 et autres parameétres mesurés a la V1
Comme indiqué dans l'introduction, I'lL-6 a de multiples réles métaboliques et
est également impliquée dans I'activation des follicules primordiaux ovariens. Cela
nous a ameneés a effectuer des tests de corrélations entre I'lL-6 mesurée a la V1 et
d’autres paramétres mesurés a la V1, dans la population globale, a I'aide de tests

de Spearman.
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Nous n’avons pas observé de corrélation significative entre I'lL-6 et la masse
maigre (r = -0.1560, p = 0.5612), la masse grasse (r = 0.09118, p = 0.7379), la leptine
(r=0.1382, p = 0.6092), la ghréline (r = 0.2882, p = 0.2782), l'insuline (r = -0.2693, p
= 0.3108) ou I'MC (r = 0.2575, p = 0.3331) dans la population globale. En revanche,
nous avons remarque une corrélation statistiquement significative entre I'lL-6 et

I'’AMH mesurées ala V1 (r = 0.5119, p = 0.0444), comme illustré par la figure 12.
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Figure 12 : Droite de corrélation (trait bleu) et intervalle de confiance (traits noirs pointillés) entre I'IL-6 et
I'AMH mesurées a la V1 dans la population globale

2 Analyse des parameétres évalués a la V1

Pour répondre a nos objectifs, nous avons comparé les paramétres cliniques et
biologiques mesurés en fin de chimiothérapie (V1) entre les deux groupes de

patientes (« Réglée a la V3 » et « Aménorrhée a la V3 »).

2.1 Statistiques descriptives et comparaisons des parameétres
cliniques a la V1

Le tableau 2 présente les principales caractéristiques cliniques des

patientes en fin de chimiothérapie (V1) et les résultats des tests de comparaisons
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effectués entre les groupes Réglée et Aménorrhée. Les masses musculaire et grasse

sont exprimées en pourcentages de la masse corporelle totale de chaque patiente.

Les différents paramétres, excepté la catégorie de chronotype, ont été décrits par
la médiane (5°™¢ - 95°M¢ percentiles) et ont été comparés par un test de Mann-

Whitney.

Pour comparer la catégorie de chronotype entre les deux groupes, nous avons
réparti les patientes, au sein de chaque groupe, en deux classes selon leur catégorie

de chronotype :

- la classe 1 : catégorie 0, 1 ou 2 (correspondant aux patientes « du matin »)
- et la classe 2 : catégorie 3, 4, 5 ou 6 (correspondant aux patientes

« intermédiaires » et « du soir »).

75% des patientes du groupe « Réglée a la V3 » appartenaient a la classe 1 et 25% a
la classe 2. Dans le groupe « Aménorrhée a la V3 », toutes les patientes étaient dans
la classe 1 de chronotype. Nous avons comparé ces fréquences par un test de Fisher

exact.
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Tableau 2 : Caractéristiques cliniques des patientes de I'étude METAB-OV en fin de chimiothérapie (V1)
avec comparaisons statistiques (groupe Réglée a la V3 : n = 12, groupe AménorrhéealaV3:n=5;a=
Test de Mann-Whitney, b = Test de Fisher exact)

Réglée Aménorrhée p=
R , 29 33 a
Age (années) (25 — 35) (30 — 36) 0.0362
25.15 25.4 .
IMC (kg/m2) (18.3 — 28.5) (20.6 — 34.2) 0.5952
Masse 26.45 26.5 s
musculaire (%) (11.1-32) (22 - 31.8) 0.7807
37.6 38.1
(o) a
Masse grasse (%) (21— 44.9) (24.9 - 49.3) 0.7990
Score d’activité 19.5 18 .
physique (/30) (13 -29) (11-19) 0.2437
Classe 1 de
chronotype (%) & 100
0.5147°
Classe 2 de
chronotype (%) 25 0
Social jetlag 85 90 s
(minutes) (25 -210) (30— 105) 0.7017
Temps
d'exposition a la
lumiére naturelle 75 120 0.80172
directe les jours (10 — 840) (30 —120) '
de travail
(minutes)
Temps
d'exposition a la
lumiére naturelle 195 180 0.90382
directe les jours (20 — 360) (120 — 270) '
de week-end
(minutes)

Les patientes du groupe Réglée étaient significativement plus jeunes en fin
de chimiothérapie que les patientes du groupe Aménorrhée (médiane : 29 vs 33 ans,

p = 0.0362, Test de Mann-Whitney). Les comparaisons des autres caractéristiques
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cliniques en fin de chimiothérapie n’étaient pas statistiquement significatives entre les

deux groupes.

Afin de mettre en évidence une éventuelle différence entre la durée d’exposition
a la lumiere entre la semaine et le week-end pour une méme patiente, nous avons
utilisé un test de Wilcoxon, apparié. Aucune différence significative n’a été observée,
que ce soit dans le groupe « Réglée a la V3 » (p = 0.3320) ou dans le groupe

« Aménorrhée a la V3 » (p = 0.1250).

2.2 Statistiques descriptives et comparaisons des parameétres
biologiques a la V1

Le tableau 3 présente les résultats des dosages biologiques réalisés en fin
de chimiothérapie (V1) avec les comparaisons statistiques entre les deux groupes
de patientes. Nous avons décrit les différentes variables par la médiane des valeurs
ainsi que l'intervalle entre le 5°™e et le 95°™¢ percentiles. Les comparaisons entre les

deux groupes ont été effectuées par un test de Mann-Whitney.

Tableau 3 : Résultats des dosages biologiques de I'étude METAB-OV réalisés en fin de chimiothérapie
(V1) avec comparaisons statistiques (Groupe Réglée a la V3 : n = 12, Groupe Aménorrhée alaV3:n=5;
a = Test de Mann-Whitney)

Réglée Aménorrhée p=
AMH (pmol/L) (0.2%2-50.7) (0.2%2—50.9) 0.9644%
IL-6 (pg/mL) (0.6017.?:8(;.875) (0.80%812.706) 0.26742
Insuline (mUI/L) (1 5_'732) (2.3'?25) 0.4906°
Leptine (ng/mL) (1 _149'_623) (5_;2_'%%_1) 0.87882
Ghréline (pg/mL) (7821f225979) 2 ;f639228) 0.5058

Aucune différence significative n'a été observée entre les deux groupes.




3 Analyse des paramétres évalués a la V2

Pour déterminer des facteurs relevés a 3 mois post-chimiothérapie (V2)
associés a une reprise précoce des cycles menstruels, nous avons comparé les
variables cliniques et biologiques mesurées a la V2 entre les deux groupes de

patientes (« Réglée a la V3 » et « Aménorrhée a la V3 »).

3.1 Statistiques descriptives et comparaisons des parameétres
cliniques a la V2

Le tableau 4 présente les principales caractéristiques cliniques des
patientes a 3 mois post-chimiothérapie (V2) et les résultats des tests de

comparaisons effectués entre les deux groupes de patientes.

Comme pour les statistiques a la V1, nous avons décrit les variables
quantitatives par la médiane (5°™¢ — 95°™¢ percentiles) et comparé ces variables par

un test de Mann-Whitney.

Concernant la catégorie de chronotype, nous avons regroupé les patientes
en classes et compare les fréquences de ces classes dans les deux groupes par un
test de Fisher exact. 71.43% des patientes du groupe Réglée étaient dans la classe
1 de chronotype (catégorie 0, 1 ou 2) et 28.57% étaient dans la classe 2 de chronotype
(catégorie 3, 4, 5 ou 6). Dans le groupe Ameénorrhée, toutes les patientes

appartenaient a la classe 1 de chronotype.
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Tableau 4 : Caractéristiques cliniques des patientes de I'étude METAB-OV a 3 mois post-chimiothérapie
(V2) avec comparaisons statistiques (Groupe Réglée a la V3 : n = 12, Groupe Aménorrhée alaV3:n=5;
a = Test de Mann-Whitney, b = Test de Fisher exact)

Réglée Aménorrhée p=
- ) 29.5 33 a
Age (années) (25 — 35) (30 — 36) 0.0611
25.1 26.1 s
IMC (kg/m2) (18.7 = 29.1) (20.8 — 35) 0.r214
Masse 25.4 24.7 .
musculaire (%) (14.5-33.4) (21 -30.9) 0.7807
Masse grasse (%) (203.2.?548) (26.541— 51) 0.87882
Score d’activité 15 15 .
physique (/30) (8 -29) (10 -22) 0.8598
Classe 1 de
chronotype (%) 7143 100
>0.9999°
Classe 2 de
chronotype (%) 28.57 0
Social jetlag 40 60 s
(minutes) (15-75) (30 —105) 0.2917
Temps
d'exposition a la
lumiére naturelle 90 75 0.3826°
directe les jours (60 —720) (30 —150) '
de travail
(minutes)
Temps
d'exposition a la
lumiére naturelle 180 135 0.16282
directe les jours (60 — 840) (60 — 150) '
de week-end
(minutes)

Comme attendu, les patientes du groupe Réglée avaient tendance a étre plus

jeunes a la V2 que les patientes du groupe Aménorrhée (médiane : 29.5 vs 33 ans,
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p = 0.0611, Test de Mann-Whitney). Les comparaisons des autres caractéristiques

cliniques a la V2 n’étaient pas statistiquement significatives entre les deux groupes.

De la méme maniére que pour les statistiques a la V1, nous avons également
comparé, dans chaque groupe de patientes, la durée d’exposition a la lumiére entre
les jours de travail et de week-end par un test de Wilcoxon, apparié. Ces
comparaisons n’étaient pas statistiquement significatives : ni dans le groupe Réglée

(p =0.0977), ni dans le groupe Aménorrhée (p = 0.2500).

3.2 Statistiques descriptives et comparaisons des parameétres
biologiques a la V2

Le tableau 5 présente les résultats des dosages biologiques réalisés a 3 mois
post-chimiothérapie (V2) avec les comparaisons statistiques entre les deux
groupes de patientes. Nous avons décrit les différentes variables par la médiane des
valeurs ainsi que l'intervalle entre le 5°™¢ et le 95°™¢ percentiles. Les comparaisons

entre les deux groupes ont été effectuées par une test de Mann-Whitney.

Tableau 5 : Résultats des dosages biologiques de I'étude METAB-OV réalisés a 3 mois post-
chimiothérapie (V2) avec comparaisons statistiques (Groupe Réglée a la V3 : n = 12, Groupe Aménorrhée
alaV3:n=5;a= Test de Mann-Whitney)

Réglée Aménorrhée p=
AMH (pmollL) (0.25? E)51 1.4) (0.25? '—250.25) 0.0684°
IL-6 (pg/mL) (0.6415. 1—327.489) (0.75517'?6:1 852) 0.9593¢
Insuline (mUI/L) (1.925f57.8) (1 _:1'279) 0.1867°2
Leptine (ng/mL) (2_92_2'37_7) (5.2 _1‘1105_1) 0.79902
Ghréline (pg/mL) (8231i8331 58) (1 14;6_81972) 0.6461°2
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La concentration d’AMH avaient tendance a étre plus élevée a la V2 dans le
groupe Réglée que dans le groupe Aménorrhée (médiane 0.95 pmol/L vs 0.25 pmol/L,
p = 0.0684, test de Mann-Whitney). Les autres comparaisons n’étaient pas

statistiquement significatives.

4 Analyse des évolutions des différents parameétres entre
la V2 et la V1 (Delta V2 — V1)

Comme expliqué précédemment, nous avons comparé, entre les deux groupes,
la variation de chaque parameétre entre la V2 et la V1. Pour cela, nous avons calculé
un delta relatif entre la V2 et la V1 pour chaque variable quantitative, et comparé
ce delta entre les deux groupes par un test de Mann Whitney.

Le calcul du delta relatif, exprimé en pourcentage, était le suivant :

[(valeur mesurée a la V2 — valeur mesurée a la V1)/valeur mesurée a la V1 x 100].
L’objectif de cette comparaison était de détecter une variation d’un paramétre entre

la V2 et la V1, associée au statut menstruel a la V3.

4.1 Delta relatifs V2 — V1 des parameétres cliniques

Les résultats des comparaisons des delta relatifs des paramétres suivants :
IMC, proportions de masses musculaire et grasse, score d’activité physique,
social jetlag, durée d’exposition a la lumiére les jours de travail et de week-end
sont représentés par les figures 13 a 19. Nous n’avons pas calculé de delta relatif pour
I'age car la variation d’age entre la V2 et la V1 est la méme pour toutes les patientes,
étant donné que ces deux visites sont espacées de 3 mois (1 mois). Nous n’avons
pas non plus calculé de delta relatif pour la catégorie de chronotype car le calcul ne

s’appliquait pas a cette variable catégorielle.
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4.1.1 Variation d’IMC entre la V2 et la V1

La médiane de la variation d'IMC entre la V2 et la V1 dans le groupe Réglée
est de +1.13 % (-3.75 % a +7.78 % ; 5°™ et 95°™° percentiles). Dans le groupe
Aménorrhée, la médiane est de +1.08 % (-0.41 % a +2.76 % ; 5°™ et 95°me
percentiles). La comparaison de ces deux delta relatifs n’a pas montré de différence

statistiquement significative (Test de Mann-Whitney, p = 0.9593). Ces résultats sont

représentés sur la figure 13.

p =0.9593
ns
10 - I |
]
]
—
s -
S 9 0
s
\=
Q> A
= 1 H A
~ 8
&
[ o .
[} 0 v
o u A
]
]
.5 |

1
Groupe Réglée Groupe Aménorrhée

Figure 13 : Delta relatif de 'IMC (IMC V2 — IMC V1) /IMC V1 en % dans le groupe Réglée a la V3 et le
groupe Aménorrhée a la V3 (barre horizontale = médiane des delta relatifs)
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4.1.2 Variation de masse musculaire entre la V2 et la V1

Dans le groupe Réglée, la médiane de la variation de masse musculaire entre
la V2 et la V1 est de -0.73 %, avec des différences importantes au sein du groupe : le
5¢me percentile est a -9.77 % et le 95°™e percentile a +30.63 %. Les delta relatifs du
groupe Aménorrhée sont plus homogenes, avec une médiane de -4.55 % (-7.55 % a
+2.74 % ; 5°m¢ et 95°™e percentiles). La comparaison des delta relatifs des deux
groupes n'a pas montré de différence statistiquement significative (Test de Mann-

Whitney, p = 0.4281). Ces résultats sont illustrés par la figure 14.
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Figure 14 : Delta relatif de la masse musculaire (Masse musculaire V2 — Masse musculaire V1) / Masse
musculaire V1 en % dans le groupe Réglée a la V3 et le groupe Aménorrhée a la V3 (barre horizontale =
médiane des delta relatifs)
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4.1.3 Variation de masse grasse entre la V2 et la V1

La variation médiane de masse grasse entre la V2 et la V1 dans le groupe
Réglée est de +2.42 % (-12.93 % a +33.33 % ; 5™ et 95°™® percentiles). La variation
médiane dans le groupe Aménorrhée est de +5.16 % (-10.14 % a +7.61 % ; 5™ et
95¢me percentiles). Aucune différence statistiquement significative n’a été retrouvée
entre les deux groupes (Test de Mann-Whitney, p = 0.5743). Ces résultats sont

représentés par le figure 15.
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Figure 15 : Delta relatif de la masse grasse (Masse grasse V2 — Masse grasse V1) / Masse grasse V1 en %
dans le groupe Réglée a la V3 et le groupe Aménorrhée a la V3 (barre horizontale = médiane des delta
relatifs)
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4.1.4 Variation du score d’activité physique entre la V2 et la V1

La variation médiane du score d’activité physique entre la V2 et la V1 dans le
groupe Réglée est de -9.86 % (-60 % a +15.79 % ; 5™ et 95 percentiles). La
variation médiane dans le groupe Aménorrhée est de +22.22 % (-47.37 % a +37.5
% ; 5°me et 95°me percentiles). La comparaison de ces delta relatifs entre les deux
groupes n'a pas montré de différence statistiquement significative (Test de Mann-

Whitney, p = 0.2960). Ces résultats sont illustrés par la figure 16.
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Figure 16 : Delta relatif du score d'activité physique (Activité physique V2 — Activité physique V1) /
Activité physique V1 en % dans le groupe Réglée a la V3 et le groupe Aménorrhée a la V3 (barre
horizontale = médiane des delta relatifs)
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4.1.5 Variation du social jetlag entre la V2 et la V1

La variation médiane du social jetlag entre la V2 et la V1 dans le groupe Réglée
est de -26.67 % (-85 % a +66.67 % ; 5°™¢ et 95°™ percentiles). La variation médiane
dans le groupe Aménorrhée estde 0 % (-40 % a +16.67 % ; 5™ et 95°™ percentiles).
La comparaison des delta relatifs de social jetlag entre les deux groupes n’a pas
montré de différence significative (Test de Mann-Whitney, p = 0.7000). Ces résultats

sont représentés par la figure 17.
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Figure 17 : Delta relatif du social jetlag (social jetlag V2 — social jetlag V1) / social jetlag V1 en % dans le
groupe Réglée a la V3 et le groupe Aménorrhée a la V3 (barre horizontale = médiane des delta relatifs)
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4.1.6 Variation de la durée d’exposition a la lumiére naturelle directe les
jours de travail entre la V2 et la V1

Dans le groupe Réglée, la médiane des delta relatifs d’exposition a la lumiere

les jours de travail est de 0 % (-71.43 % a +1100 % ; 5™ et 95 percentiles). Dans

le groupe Aménorrhée, la médiane est de +12.5 % (-25 % a +100 % ; 5°™¢ et 95°me

percentiles). La différence des delta relatifs entre les deux groupes n’était pas

statistiquement significative (Test de Mann-Whitney, p = 0.7233). Ces résultats sont

représentés par la figure 18.
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Figure 18 : Delta relatif de la durée d’'exposition a la lumiéere naturelle les jours de travail (durée V2 —
durée V1) / durée V1 en % dans le groupe Réglée a la V3 et le groupe Aménorrhée a la V3 (barre
horizontale = médiane des delta relatifs)
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4.1.7 Variation de la durée d’exposition a la lumiére naturelle directe les
jours de week-end entre la V2 et la V1

Dans le groupe Réglée, la médiane des delta relatifs d’exposition a la lumiere

les jours de week-end est de 0 % (-80 % a +250 % ; 5™ et 95%™¢ percentiles). Dans

le groupe Aménorrhée, la médiane est de -22.22 % (-66.67 % a +25 % ; 5™ et 95me

percentiles). La différence des delta relatifs entre les deux groupes n’était pas

statistiquement significative (Test de Mann-Whitney, p = 0.6074). Ces résultats sont

représentés par la figure 19.
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Figure 19 : Delta relatif de la durée d’'exposition a la lumiéere naturelle les jours de week-end (durée V2 —
durée V1) / durée V1 en % dans le groupe Réglée a la V3 et le groupe Aménorrhée a la V3 (barre
horizontale = médiane des delta relatifs, WE = week-end)
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4.2 Delta relatifs V2 — V1 des parametres biologiques
Nous allons maintenant étudier les delta relatifs des parametres biologiques :

concentrations sanguines d’AMH, d’'IL-6, d'insuline, de leptine et de ghréline.
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4.2.1 Variation de ’AMH entre la V2 et la V1

L’AMH a évolué a la hausse entre la V1 et la V2 chez 7 patientes du groupe
Réglée. La variation médiane dans ce groupe de +148.3 % (-64.29 % a +4460 % ;
5¢me et 95°Me percentiles). Dans le groupe Aménorrhée, I'AMH est restée stable entre
les deux visites, voire a diminué. La variation médiane dans ce groupe est de 0 % (-
72.22 % a 0 % ; 5°™ et 95°™ percentiles). La comparaison des delta relatifs de
PAMH entre les deux groupes est proche de la significativité (Test de Mann-

Whitney, p = 0.0886). Ces résultats sont illustrés par la figure 20.
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Figure 20 : Delta relatif de 'AMH (AMH V2 - AMH V1) / AMH V1 en % dans le groupe Réglée a la V3 et le
groupe Aménorrhée a la V3 (barre horizontale = médiane des delta relatifs)
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4.2.2 Variation de I'lL-6 entre la V2 et la V1

La concentration plasmatique d’IL-6 a diminué entre la V1 et la V2 chez la
plupart des patientes du groupe Réglée et chez toutes les patientes du groupe
Ameénorrhée. Dans le groupe Réglée, la variation médiane d’IL-6 est de -23.03 % (-
54.36 % a +19.01 % ; 5°™e et 95°m¢ percentiles). Dans le groupe Aménorrhée, la
variation médiane est de -36.89 % (-81.51 % a -5.73 % ; 5°™¢ et 95°™ percentiles). La
comparaison des delta relatifs d’IL-6 entre les deux groupes n’est pas statistiquement

significative (Test de Mann-Whitney, p = 0.2674). La figure 21 illustre ces résultats.
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Figure 21 : Delta relatif de I'lL-6 (IL-6 V2 - IL-6 V1) /IL-6 V1 en % dans le groupe Réglée a la V3 et le groupe
Ameénorrhée a la V3 (barre horizontale = médiane des delta relatifs)
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4.2.3 Variation de l'insuline entre la V2 et la V1

Dans les deux groupes, l'insulinémie a évolué a la hausse chez la moitié des
patientes et a la baisse chez I'autre moitié. Dans le groupe Réglée, la médiane des
delta relatifs de l'insulinémie est de -6.74 % (-83.75 % a +470 % ; 5™ et 95%me
percentiles). Dans le groupe Aménorrhée, la médiane est de -17.08 % (-83.87 % a
+17.24 % ; 5°™e et 95°™ percentiles). Nous n’avons pas mis en évidence de différence
statistiguement significative entre les deux groupes (Test de Mann-Whitney, p =

0.5989). La figure 22 illustre ces résultats.
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Figure 22 : Delta relatif de I'insuline (Insuline V2 - Insuline V1) / Insuline V1 en % dans le groupe Réglée a
la V3 et le groupe Aménorrhée a la V3 (barre horizontale = médiane des delta relatifs)
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4.2.4 Variation de la leptine entre la V2 et la V1

La leptinémie a augmenté entre la V1 et la V2 chez 8 patientes sur 12 dans le
groupe Réglée, et chez 3 patientes sur 5 dans le groupe Aménorrhée. La médiane
des delta relatifs de la leptinémie dans le groupe Réglée est de +54.99 % (-35.68 % a
+571.4 % ; 5°™e et 95°™e percentiles). La médiane des delta relatifs dans le groupe
Aménorrhée est de +14.12 % (-10.34 % a +62.79 % ; 5™ et 95°™¢ percentiles). Nous
n’avons pas mis en évidence de différence statistiquement significative entre les deux

groupes (Test de Mann-Whitney, p = 0.3827). La figure 23 illustre ces résultats.
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Figure 23 : Delta relatif de la leptine (Leptine V2 - Leptine V1) / Leptine V1 en % dans le groupe Réglée a la
V3 et le groupe Aménorrhée a la V3 (barre horizontale = médiane des delta relatifs)
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4.2.5 Variation de la ghréline entre la V2 et la V1

Dans le groupe Réglée, la concentration de ghréline a augmenté entre la V1 et
la V2 chez la moitié des patientes et a diminué chez I'autre moitié. La médiane des
delta relatifs est de +2.22 % (-26.65 % a +68.18 % ; 5™ et 95%™¢ percentiles). Dans
le groupe Aménorrhée, la concentration de ghréline a diminué chez 3 patientes sur 5
et a augmenté chez les deux autres patientes. La médiane des delta relatifs est de -
16.97 % (-39.06 % a +78.4 % ; 5°™¢ et 95°™ percentiles). Nous n'avons pas mis en
évidence de différence statistiquement significative entre les deux groupes (Test de

Mann-Whitney, p = 0.3827). La figure 24 illustre ces résultats.
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Figure 24 : Delta relatif de la ghréline (Ghréline V2 - Ghréline V1) / Ghréline V1 en % dans le groupe
Réglée a la V3 et le groupe Aménorrhée a la V3 (barre horizontale = médiane des delta relatifs)
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5 Evolution des paramétres de laV1 ala V5

Nous allons maintenant décrire les trajectoires des parameétres cliniques et
biologiques tout au long du suivi. Les graphes suivants représentent la valeur
médiane de chaque paramétre dans les deux groupes, en fonction des différents

temps du suivi (V1 a V5).

5.1 Evolution des paramétres cliniques

Nous allons décrire I'évolution de I'IMC, des pourcentages de masses
musculaire et grasse, du score d’activité physique, du social jetlag et des durées
d’exposition a la lumiére naturelle les jours de travail et de week-end. Nous
n’avons pas représenté 'dge dans cette section car ce paramétre évolue de la méme
maniére pour toutes les patientes (chaque visite de suivi étant espacée de 3 mois). La
catégorie de chronotype n’est pas non plus représentée car le modéle que nous avons
choisi pour décrire I'évolution des parametres ne s’appliquait pas a cette variable

catégorielle.
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5.1.1 Evolution de I'IMC

La description de I'évolution de I'lMC au cours du suivi dans les deux groupes
est représentée par la figure 25. Nous observons que I'lMC évolue a la hausse dans
le groupe Aménorrhée, alors que cette variable reste stable, voire diminue, dans le

groupe Réglée.

&% Groupe Réglée ala V3

-4 Groupe Aménorrhée a la V3
30-

28+

IMC (kg/m2)
N
(2]
1

24—

22 1 1 1 1 1 1

Visites

Figure 25 : Evolution de I'lMC (kg/m2) de la V1 a Ia V5 dans les groupes Réglée a la V3 et Aménorrhée a la
V3 (carré bleu = médiane de I'lMC dans le groupe Réglée, triangle rouge = médiane de I'lMC dans le
groupe Aménorrhée)
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5.1.2 Evolution du pourcentage de masse musculaire

L’évolution du pourcentage de masse musculaire par rapport a la masse
corporelle totale tout au long du suivi est représentée par la figure 26. Dans le groupe
Réglée, la proportion de masse musculaire diminue de la V1 a la V3 puis augmente
de la V3 a la V5. Dans le groupe Aménorrhée, la proportion de masse musculaire

diminue de la V1 et a la V2, puis augmente de la V2 a la V3 et diminue a nouveau

delaV3alaVs.
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Figure 26 : Evolution de la masse musculaire (% par rapport & la masse corporelle totale) de Ia V1 a la V5
dans les groupes Réglée a la V3 et Aménorrhée a la V3 (carrés et triangles = valeurs médianes des
pourcentages de masse musculaire)
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5.1.3 Evolution de la masse grasse

L’évolution du pourcentage de masse grasse par rapport a la masse corporelle
totale tout au long du suivi est représentée par la figure 27. Dans les deux groupes
de patientes, la proportion de masse grasse augmente de la V1 a la V2 puis reste a
peu prés stable de la V2 a la V4. De la V4 a la V5, |la proportion de masse grasse

augmente dans le groupe Aménorrhée et diminue dans le groupe Réglée.
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Figure 27 : Evolution de la masse grasse (% par rapport a la masse corporelle totale) de la V1 a la V5 dans
les groupes Réglée a la V3 et Aménorrhée a la V3 (carrés et triangles = valeurs médianes des
pourcentages de masse grasse)
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5.1.4 Evolution du score d’activité physique

L’évolution du score d’activité physique de la V1 a la V5 dans les deux groupes
est représentée par la figure 28. Dans le groupe Réglée, le score d’activité physique
diminue de la V1 a la V2, puis augmente de la V2 a la V4 et diminue a nouveau de
la V4 a la V5. Dans le groupe Aménorrhée, le score d’activité physique diminue
également de la V1 a la V2, puis augmente de la V2 a la V3 et reste a peu prés stable

delaV3 alaVs.
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Figure 28 : Evolution du score d’activité physique (nombre de points / 30) de la V1 & la V5 dans les
groupes Réglée a la V3 et Aménorrhée a la V3 (carrés et triangles = valeurs médianes du score d’activité

physique)
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5.1.5 Evolution du social jetlag

L’évolution du social jetlag, exprimé en minutes, tout au long du suivi dans les
deux groupes, est représentée par la figure 29. Dans le groupe Réglée, le social jetlag
diminue de la V1 a la V2, augmente Iégérement de la V2 a la V3 et reste a peu prés
stable de la V3 a la V5. Dans le groupe Aménorrhée, le social jetlag diminue de la

V1 ala V3, augmente de la V3 a la V4, puis diminue a nouveau de la V4 a la V5.
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Figure 29 : Evolution du social jetlag (minutes) de la V1 a la V5 dans les groupes Réglée a la V3 et
Ameénorrhée a la V3 (carrés et triangles = valeurs médianes du social jetlag)
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5.1.6 Evolution de la durée d’exposition a la lumiére naturelle les jours
de travail

L’évolution de la durée d’exposition a la lumiére naturelle directe les jours de
travail, tout au long du suivi, est représentée par la figure 30. On note une
augmentation de la durée d’exposition a la lumiére les jours de travail de la V1 a la
V5 dans le groupe Réglée, avec une médiane a 150 minutes par jour a la V5.
Inversement, on observe une diminution de la durée d’exposition a la lumiére les jours
de travail tout au long du suivi dans le groupe Aménorrhée, avec une médiane a 60

minutes par jour a la V5.
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Figure 30 : Evolution de la durée d’exposition a la lumiére les jours de travail (minutes) de la V1 a la V5
dans les groupes Réglée a la V3 et Aménorrhée a la V3 (carrés et triangles = valeurs médianes de la durée
d’exposition a la lumiére les jours de travail)
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5.1.7 Evolution de la durée d’exposition a la lumiére naturelle les jours
de week-end

L’évolution de la durée d’exposition a la lumiére naturelle directe les jours de
week-end, tout au long du suivi, est représentée par la figure 31. Dans le groupe
Réglée, la durée d’exposition a la lumiére les jours de week-end reste globalement
stable tout au long du suivi. Dans le groupe Aménorrhée, on note une diminution du
temps d’exposition a la lumiere entre la V1 et la V5, avec des fluctuations au cours
du suivi. Plus précisément, la durée d’exposition diminue entre la V1 et la V2, reste
stable entre la V2 et la V3, augmente entre la V3 et la V4 (sans atteindre la durée

d’exposition initiale) puis diminue a nouveau entre la V4 et la V5.
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Figure 31 : Evolution de la durée d’exposition a la lumiére les jours de week-end (minutes) de la V1 a la V5
dans les groupes Réglée a la V3 et Aménorrhée a la V3 (carrés et triangles = valeurs médianes de la durée
d’exposition a la lumiére les jours de week-end)
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5.2 Evolution des paramétres biologiques
Nous allons maintenant décrire les trajectoires d’évolution des concentrations
d’AMH, d’IL-6, d'insuline, de leptine et de ghréline tout au long du suivi (V1 a V5)

dans les deux groupes de patientes.
5.2.1 Evolution de la concentration sérique d’AMH

La figure 32 illustre les profils évolutifs des concentrations dAMH de la V1 a la
V5. A la V1, TAMH est indétectable dans les deux groupes. Au fur et & mesure du
suivi, la concentration dAMH augmente dans le groupe Réglée, tandis que 'AMH

reste indétectable dans le groupe Aménorrhée.
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Figure 32 : Profils évolutifs des concentrations sériques d'AMH de la V1 a la V5 dans les groupes Réglée
ala V3 et Aménorrhée a la V3 (carrés et triangles = valeurs médianes des concentrations d’AMH, ligne en
pointillés = limite de détection de I'’AMH)
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5.2.2 Evolution de la concentration plasmatique d’IL-6

La figure 33 illustre les profils évolutifs des concentrations plasmatiques d’IL-6
de la V1 ala V5. Dans les deux groupes, on note une tendance a la diminution des
concentrations plasmatiques d’IL-6 au cours du suivi, de fagon plus marquée pour le

groupe Aménorrhée.
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Figure 33 : Profils évolutifs des concentrations plasmatiques d’IL-6 de la V1 a la V5 dans les groupes
Réglée a la V3 et Aménorrhée a la V3 (carrés et triangles = valeurs médianes des concentrations d’IL-6)
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5.2.3 Evolution de la concentration sérique d’insuline

La figure 34 illustre les profils évolutifs des concentrations sériques d’insuline
de la V1 a la V5. Dans le groupe Aménorrhée, les valeurs d’insulinémie sont
inférieures a celles du groupe Réglée aux visites V1 et V2. Une élévation est ensuite
observée entre la V2 et la V3, permettant au groupe Aménorrhée de rejoindre la
trajectoire du groupe Réglée. A partir de la V3, les deux courbes deviennent
superposables, avec une insulinémie globalement stable entre la V3 et la V4, puis une

diminution a la V5.
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Figure 34 : Profils évolutifs des concentrations sériques d’insuline de la V1 a la V5 dans les groupes
Réglée a la V3 et Aménorrhée a la V3 (carrés et triangles = valeurs médianes des concentrations
d’insuline)
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5.2.4 Evolution de la concentration sérique de leptine

La figure 35 illustre les profils évolutifs des concentrations de leptine de la V1 a
la V5. Dans le groupe Aménorrhée, on note une augmentation de la leptinémie au
cours du suivi. Dans le groupe Réglée, la leptinémie est globalement stable entre la
V1 et la V5, avec cependant des variations a la hausse et a la baisse au cours du

suivi.
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Figure 35 : Profils évolutifs des concentrations sériques de leptine de la V1 a la V5 dans les groupes
Réglée a la V3 et Aménorrhée a la V3 (carrés et triangles = valeurs médianes des concentrations de
leptine)
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5.2.5 Evolution de la concentration plasmatique de ghréline

La figure 36 illustre les profils évolutifs des concentrations plasmatiques de
ghréline de la V1 a la V5. Les courbes d’évolution pour les deux groupes de patientes
sont superposables. Dans les groupes Réglée et Aménorrhée, la concentration de
ghréline est globalement stable entre la V1 et la V3 puis on note une augmentation

marquée entre la V3 et la V5.
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Figure 36 : Profils évolutifs des concentrations plasmatiques de ghréline de la V1 a la V5 dans les
groupes Réglée a la V3 et Aménorrhée a la V3 (carrés et triangles = valeurs médianes des concentrations
de ghréline)
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Discussion

1 Limites et forces de I’étude METAB-OV

1.1 Limites de I’étude

1.1.1 Cohorte de faible effectif

Comme mentionné précédemment, nous avions initialement prévu de recruter
50 patientes pendant la période d’inclusion. Toutefois, la cohorte finale de I'étude ne
comptait que 17 patientes. Ce nombre restreint peut s’expliquer en partie par la nature
du protocole. En effet, il s’agissait d’'une étude prospective et longitudinale,
comprenant cinq visites de suivi réparties sur une année. Ce suivi rigoureux
représentait une contrainte importante, difficile a respecter en pratique. Nous avons
choisi de n’inclure dans I'analyse que les patientes ayant complété I’ensemble des
cinq visites prévues. Par ailleurs, plusieurs participantes ont été exclues de I'étude
en raison d’'une mise sous analogue de la GnRH ou d’une rechute de leur cancer

du sein.
1.1.2 Déséquilibre entre les groupes Réglée et Aménorrhée

Dans la population globale, nous avions anticipé un retour des regles précoce
(dans les 6 mois suivant la fin de la chimiothérapie) chez 50% des patientes.
Cependant, parmi les 17 patientes incluses, 12 appartenaient au groupe Réglée a la
V3 (6 mois post-chimiothérapie), contre seulement 5 dans le groupe Aménorrhée a
la V3. Ce déséquilibre entre les groupes a limité la possibilité de détecter des
différences statistiquement significatives. |l serait pertinent de recruter davantage de

patientes présentant une aménorrhée a 6 mois post-chimiothérapie afin
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d’équilibrer les groupes et de réévaluer les différents paramétres dans des conditions

comparables.

1.1.3 Statistiques univariées

Compte tenu de ce faible effectif, nous n’avons pas pu utiliser de modéle mixte
linéaire pour évaluer les courbes évolutives des différents paramétres, comme prévu
initialement dans le protocole. De méme, une cohorte plus large permettrait de
construire un modéle multivarié pouvant prédire le statut menstruel a 6 mois en

fonction de plusieurs parameétres cliniques et biologiques.

1.2 Forces de I’étude

1.2.1 Associations attendues entre les biomarqueurs métaboliques
évalués a l'inclusion

Dans la population globale, nous avons constaté des associations entre les
différents biomarqueurs métaboliques évalués a l'inclusion (V1). La masse maigre
était inversement corrélée a la masse grasse, a la leptine et a 'IMC. La masse
grasse était positivement corrélée a la leptine et a 'IMC. La leptine était
positivement corrélée a I'IMC. Ces associations retrouvées entre la leptine et les
autres paramétres métaboliques sont attendues d’aprés les connaissances actuelles.
En effet, la leptine, une hormone produite principalement par les adipocytes, est un
signal clé de la disponibilité énergétique dont les niveaux circulants sont
proportionnels a la masse grasse de I'organisme. Elle agit sur ’hypothalamus pour
réduire la prise alimentaire et augmenter la dépense énergétique, jouant ainsi un

réle fondamental dans la régulation du métabolisme[40][44][45][46][47].

111



Nous avons également observé une tendance de corrélation négative entre
I'insuline et la ghréline, ce qui est attendu au vu de leurs réles physiologiques
opposés. L’insuline, sécrétée par le pancréas aprés un apport alimentaire, favorise
le stockage de I’énergie : elle inhibe la production hépatique de glucose, stimule
I'absorption du glucose par les muscles, et facilite le stockage lipidique dans le tissu
adipeux[26][27][28][43]. A I'inverse, |la ghréline, produite principalement par I'estomac
en période de restriction énergétique, stimule I’appétit via I'activation des neurones
NPY/AgRP et la libération de peptides orexigénes[42][43][47][48]. Ainsi, lorsque les
niveaux d’insuline sont élevés en postprandial, ceux de ghréline diminuent, traduisant

une balance hormonale entre état de satiété et signal de faim.

Les associations relevées sont donc en adéquation avec les connaissances
actuelles sur la physiologie métabolique. La mise en évidence de ces associations,
malgré le faible effectif de notre cohorte, constitue un indicateur de la robustesse
méthodologique et de la qualité de notre travail. Ces résultats renforcent la
cohérence interne de notre étude et suggerent que les données recueillies sont fiables

et scientifiquement pertinentes.

1.2.2 Différences significatives attendues entre les groupes Réglée et
Ameénorrhée
Nous avons mis en évidence des différences entre les deux groupes, qui, bien
qu’elles ne constituent pas I'objet principal de notre étude, confirment des facteurs déja
établis comme étant associés a la récupération ovarienne post-chimiothérapie. Ces

différences concernent 'age des patientes et la concentration sérique d’AMH.
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1.2.2.1 Influence de I’'age

Les patientes du groupe Réglée a la V3 (6 mois post-chimiothérapie) étaient
significativement plus jeunes en fin de chimiothérapie que les patientes du groupe
Aménorrhée a la V3 (médiane : 29 vs 33 ans, p = 0.0362). Comme vu en introduction,
parmi les facteurs influengant la récupération de la fonction ovarienne aprés la
chimiothérapie, 'dge de la patiente est connu comme étant un déterminant majeur.
Cette résilience ovarienne relative des jeunes patientes peut s’expliquer par une
réserve ovarienne plus importante, qui confére une meilleure résistance aux effets

gonadotoxiques de certains agents chimiothérapeutiques[4][5].

1.2.2.2 Influence de ’AMH

Nous avons observeé des différences de concentration sérique d’AMH entre
les deux groupes, avec des résultats proches de la significativité a la visite V2 (3
mois post-chimiothérapie) ainsi que dans la comparaison des delta relatifs V2-V1.
Pour rappel, une augmentation de 'AMH entre la V1 (inclusion) et la V2 (3 mois post-
chimiothérapie) a été observée chez 7 patientes du groupe Réglée, tandis que dans
le groupe Aménorrhée, les concentrations sont restées stables ou ont diminué au
cours de la méme période. La comparaison des delta relatifs dAMH entre les deux
groupes approche le seuil de significativité (p = 0.0886).

En cohérence avec ces observations, les concentrations d’AMH a la V2
avaient tendance a étre plus élevées dans le groupe Réglée par rapport au groupe
Aménorrhée (médiane : 0.95 pmol/L vs 0.25 pmol/L, p = 0.0684).

Dans le prolongement de ces résultats, I'analyse de [I'évolution des
concentrations d’AMH entre la V1 et la V5 met en évidence une dynamique

différente selon les groupes : alors que 'AMH était indétectable a la V1 dans les deux
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groupes, une augmentation progressive est observée jusqu’a la V5 chez les
patientes du groupe Réglée, tandis que dans le groupe Aménorrhée, les
concentrations restent globalement stables et indétectables tout au long du suivi.

Ces résultats sont cohérents entre eux et en accord avec les données de la
littérature. Comme vu en introduction, ’AMH, produite par les cellules de la granulosa
des follicules en croissance, constitue un marqueur stable de la réserve ovarienne
et permet d’anticiper la récupération ovarienne aprés chimiothérapie. Des études
ont montré que des taux élevés d’AMH avant traitement sont associés a une meilleure
reprise menstruelle et que ’AMH mesurée apreés la chimiothérapie reste un indicateur
pertinent de la résilience ovarienne[7][8]. Pour détecter des concentrations tres faibles
d’AMH, Decanter et al. (2014) ont utilisé le dosage hypersensible picoAMH, plus
performant chez les patientes présentant des concentrations d’AMH indétectables
avec les tests classiques[9]. Cette méthode a permis a Decanter et al. (2018) de
distinguer deux profils de récupération : un profil rapide, caractérisé par une élévation
de 'AMH dés trois mois aprés la chimiothérapie chez les patientes ayant repris
rapidement des cycles menstruels, et un profil plus lent, marqué par une persistance
de faibles taux d’AMH chez celles présentant un retard dans la reprise menstruelle[10].
Nos résultats concordent avec ces données confirmant la valeur prédictive de 'AMH

dans I'évaluation de la résilience ovarienne aprés un traitement gonadotoxique.

Les différences significatives ou proches de la significativité observées
pour I'age et les concentrations d’AMH sont donc en accord avec les données de la
littérature, qui identifient ces deux paramétres comme des facteurs majeurs de la

récupération ovarienne aprés chimiothérapie. Le fait d’observer ces différences
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significatives, malgré la taille réduite de notre cohorte, témoigne de la cohérence et

de la qualité des données recueillies dans le cadre de I'étude METAB-OV.

2 Eléments de réponse a nos hypothéses de recherche

2.1 Modulation de la durée de I’ACI par le statut métabolique

Dans le cadre de I'hypothése portant sur I'influence du statut métabolique sur
la récupération ovarienne aprés chimiothérapie, nous avons analysé plusieurs
paramétres cliniques et biologiques. Les données cliniques comprenaient 'IMC, les
proportions de masse maigre et de masse grasse, ainsi que le score d’activité
physique, tandis que les marqueurs biologiques incluaient I'lL-6, l'insuline, la
leptine et la ghréline. Aucune différence statistiquement significative n’a été observée
entre les deux groupes pour ces paramétres. Toutefois, certains résultats étaient

proches de la significativité, suggérant une possible tendance.

L’'insulinémie mesurée a 3 mois post-chimiothérapie (V2) était plus élevée
dans le groupe Réglée a la V3 (6 mois post-chimiothérapie) que dans le groupe
Aménorrhée a la V3 (médiane : 5.6 mUI/L vs 3.5 mUI/L, p = 0.1867). Bien que cette
différence ne soit pas statistiquement significative, elle pourrait le devenir avec un
nombre plus important de patientes incluses dans I'analyse. Ce constat est d’autant
plus pertinent que, comme mentionné en introduction, I'insuline exerce une influence
sur I'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique (HPG) a plusieurs niveaux selon les
données de la littérature.

Sur le plan mécanistique, I'insuline pourrait jouer un réle clé dans la reprise des
cycles menstruels aprés chimiothérapie, via ses actions combinées sur I'axe HPG. Au
niveau ovarien, les cellules ovocytaires, de la granulosa et de la théque expriment le

récepteur a l'insuline, leur permettant de répondre a la signalisation insulinique
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par la voie PI3K/Akt/FOXO3[29]. Cette voie est essentielle dans le développement
folliculaire : I'activation de PI3K/Akt induit la phosphorylation de FOXOS3, son
expulsion du noyau, et par conséquent, I'activation des follicules primordiaux[30][31].
L’insuline agit ainsi comme un promoteur majeur de l’activation folliculaire et
soutient la maturation des follicules, en favorisant notamment la survie des cellules
de la granulosa[28][29]. Elle stimule également le transport du glucose dans ces
cellules via le transporteur GLUT4, fournissant I'énergie nécessaire a leur

développement[28].

En paralléle, I'insuline exerce une action centrale sur I’axe HPG. A 'image de
la leptine, elle stimule les neurones POMC/CART et les neurones a kisspeptine,
deux populations neuronales impliquées dans l'activation de la sécrétion de GnRH,
condition essentielle au maintien d’'une ovulation réguliere en situation de balance

energétique suffisante[28][40].

Ainsi, par son action a la fois périphérique sur les ovaires et centrale sur
I’'axe hypothalamo-hypophysaire, I'insuline favoriserait la reprise de I'activité
ovarienne en post-chimiothérapie. Cette hypothése offre une piste d’explication a
I'insulinémie plus élevée observée chez les patientes du groupe Réglée par rapport a
celles du groupe Aménorrhée. Bien que cette différence ne soit pas statistiquement
significative dans notre étude, elle s’en approche et pourrait atteindre le seuil de
significativité avec une cohorte plus large. Ces données suggérent donc une
implication possible de I'insuline dans la reprise menstruelle post-chimiothérapie, un

réle qui mérite d’étre exploré dans des études a plus grande échelle.

Ce réle favorable de l'insuline doit toutefois étre nuancé : dans des contextes

pathologiques tels que le SOPK, une hyperinsulinémie chronique entraine une
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dérégulation de la voie PIBK/Akt/mTOR, conduisant a une activation folliculaire
excessive, un épuisement prématuré de la réserve ovarienne et des troubles
ovulatoires[28][29][30][31][43]. Elle altére également, au niveau central, la
pulsatilité de la GnRH, perturbant ainsi la régulation de I'axe HPG et contribuant a la
dysovulation[43]. Cela souligne l'importance d'un équilibre métabolique optimal

pour une fonction ovarienne efficace.

2.2 Modulation de la durée de I’'ACI par les rythmes circadiens

Afin d’explorer I'nypothése d’un lien entre les rythmes circadiens et la
récupération ovarienne post-chimiothérapie, nous avons comparé plusieurs
paramétres cliniques : la catégorie de chronotype, le social jetlag, ainsi que les
durées d’exposition a la lumiére les jours de travail et de week-end. Aucune
différence statistiquement significative n’a été observée entre les deux groupes de

patientes, bien que certains résultats tendent vers la significativite.

Parmi les paramétres étudiés, la durée d’exposition a la lumiére naturelle
directe présente des résultats particuliérement intéressants. A trois mois post-
chimiothérapie (V2), les patientes du groupe Réglée a la V3 (6 mois post-
chimiothérapie) s’exposaient davantage a la lumiére naturelle les jours de week-
end comparées a celles du groupe Aménorrhée a la V3 (durée médiane par jour : 180
minutes vs 135 minutes, p = 0.1628). Bien que cette différence ne soit pas
statistiquement significative, elle tend vers la significativite. De méme, dans le groupe
Réglée, la comparaison intra-individuelle de la durée d’exposition entre les jours
de travail et de week-end a la V2 montre une difféerence proche du seuil de

significativité (durée médiane par jour : 90 minutes en semaine vs 180 minutes en
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week-end, p = 0.0977), suggérant une variabilité du rythme d’exposition

potentiellement favorable.

Cette tendance est également étayée par I'évolution des durées d’exposition
a la lumiére naturelle au cours du suivi. Dans le groupe Réglée, I'exposition a la
lumiére s’accroit au fil du suivi les jours de travail (atteignant une médiane de 150
minutes par jour a la V5) et se maintient de fagon stable les week-ends. A l'inverse,
les patientes du groupe Aménorrhée présentent une diminution progressive de leur
temps d’exposition, aussi bien les jours de travail que les week-ends, avec une

meédiane de seulement 60 minutes par jour en semaine a la V5.

Ces données suggérent une exposition plus soutenue et réguliére a la
lumiére naturelle dans le groupe Réglée a la V3 (6 mois post-chimiothérapie), ce
qui pourrait contribuer, au moins en partie, a la reprise de I'activité ovarienne dans ce
groupe. L'exposition a la lumiére jouerait donc potentiellement un réle dans la reprise
des cycles menstruels, a confirmer sur un effectif plus large de patientes. Cette
interprétation repose a la fois sur nos résultats et sur les données de la littérature,
présentées en introduction, qui montrent l'influence des rythmes circadiens et de

I'exposition a la lumiéere sur la régulation de I'axe HPG.

Plus précisément, la différence d’exposition a la lumiére observée entre les
groupes Réglée et Aménorrhée pourrait s’expliquer par le réle central de la lumiére
dans la régulation des rythmes circadiens, eux-mémes impliqués dans le contréle
de I'axe HPG. En effet, la lumiére constitue le principal synchroniseur de I'horloge
biologique centrale, localisée dans les noyaux suprachiasmatiques (NSC) de
I'hypothalamus, comme l'ont démontré de nombreuses études chez I'animal et

'humain[32][58][59]. L’information lumineuse est transmise aux NSC par la voie

118



rétino-hypothalamique, reliant les photorécepteurs rétiniens a ces structures. Les
NSC projettent ensuite vers plusieurs régions de I'hypothalamus et d’autres structures
cérebrales impliquées dans la régulation des fonctions endocriniennes, métaboliques

et comportementales[32][58][59].

L’axe HPG, qui contréle la reproduction, est étroitement synchronisé par cette
horloge centrale. Le pic préovulatoire de GnRH, essentiel au déclenchement de
I'ovulation, dépend non seulement d’'une concentration suffisante d’estradiol, mais
également d'un signal temporel précis émanant des NSC[32][55][61][62]. Les
neurones a GnRH, cibles directes des NSC, possédent également leur propre
rythme circadien, faisant d'eux des oscillateurs semi-autonomes[56][66][67].
Toutefois, leur activité reste dépendante des signaux de I’horloge centrale pour
maintenir une synchronisation optimale de la libération de GnRH[32]. De la méme
maniére, l'ovaire posseéde une horloge circadienne interne, reposant sur
I'expression de clock genes dans différents types cellulaires[51][55][56][74][75][76].
Ces horloges locales participent a la régulation de fonctions clés telles que la
folliculogenése ou la stéroidogenése, mais leur bon fonctionnement repose sur une
coordination avec les rythmes circadiens centraux, eux-mémes régulés par

Iexposition a la lumiére[32][55][56][51][74][75][76].

En favorisant la synchronisation de I’horloge centrale, une exposition réguliére
et suffisante a la lumiere naturelle permettrait de maintenir des rythmes
circadiens cohérents, condition essentielle a une régulation efficace de I’axe HPG.
Ce bon alignement des rythmes circadiens pourrait notamment optimiser la libération
rythmique de GnRH, la sécrétion des gonadotrophines, ainsi que la production

ovarienne d’'cestrogenes, facilitant ainsi la reprise des cycles menstruels aprés la
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chimiothérapie. A I'inverse, une exposition lumineuse réduite ou irréguliére pourrait
entrainer une désynchronisation des rythmes biologiques et perturber la reprise

de l'activité ovarienne.

Par ailleurs, des données expérimentales chez I'animal suggérent que la
lumiére pourrait agir de maniére plus directe sur la régulation hormonale,
indépendamment des photorécepteurs rétiniens. Des études ont en effet mis en
évidence une photoréception non visuelle, médiée par des opsines exprimées dans
I'hypophyse, notamment I'opsin 5 (OPNS), capable de détecter directement la lumiére
et d’influencer certaines fonctions endocriniennes, dont 'axe HPG[85][86][87]. Chez
les mammiféres, la présence dOPN5 dans I'hypophyse et I’hypothalamus ouvre la
voie a I'hypothése d’une régulation hormonale directe par la lumiére. Toutefois, ces
mécanismes n’ont pour l'instant été décrits que chez I'animal, et leur pertinence en

reproduction humaine reste a établir.

3 Perspectives et implications cliniques

En conclusion, les résultats de I'étude METAB-OV, bien que limités par un effectif
restreint, ouvrent plusieurs pistes de réflexion et de recherche. Certaines différences
observées entre les groupes Réglée et Aménorrhée, notamment concernant
linsulinémie et l'exposition a la lumiére naturelle, se rapprochent du seuil de
significativité statistique. Ces tendances, cohérentes avec les données de la littérature,
mériteraient d’étre confirmées sur une cohorte plus large de patientes, afin de

valider leur robustesse et leur portée clinique.

Sur le plan métabolique, nos résultats montrent une insulinémie plus élevée a 3

mois post-chimiothérapie chez les patientes du groupe Réglée par rapport a celles du
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groupe Aménorrhée, suggérant un lien possible entre I'insuline et la reprise de I'activité
ovarienne post-chimiothérapie. Associés aux données de la littérature, ces résultats
aménent a penser qu’une insulinémie trop basse, potentiellement en lien avec un
apport énergétique insuffisant, pourrait freiner la reprise des cycles menstruels, tandis
qu’une insulinémie trop élevée, dans un contexte de syndrome métabolique, serait
également défavorable. Ces éléments convergent vers 'idée qu’'un excés comme un
déficit d’'insuline peut compromettre la récupération ovarienne. Il s’agirait donc de viser
un équilibre métabolique optimal, en évitant a la fois la sous-nutrition et I'insulino-
résistance. Cette perspective pourrait encourager la mise en place de
recommandations nutritionnelles et d’'une activité physique adaptée, dans le
cadre d’'un accompagnement global des patientes, afin de soutenir au mieux leur

rétablissement hormonal et ovarien aprés chimiothérapie.

Par ailleurs, la différence d’exposition a la lumiére naturelle entre les deux
groupes, combinée aux connaissances actuelles sur le réle de la lumiere dans la
régulation des rythmes circadiens, ouvre une autre piste d’intervention. L’'exposition
suffisante a la lumiére du jour, en particulier le matin, pourrait étre encouragée chez
les patientes afin de soutenir la synchronisation de I'horloge circadienne, et ainsi,
potentiellement, de favoriser la reprise de 'axe HPG. De maniére plus large, 'adoption
d’'un mode de vie respectant les rythmes circadiens biologiques (incluant un
rythme veille-sommeil régulier, une bonne qualité de sommeil, la limitation du travail
posté et la réduction du social jetlag) pourrait constituer une stratégie simple et non

invasive pour soutenir la récupération ovarienne aprés chimiothérapie.

L’ensemble de ces éléments souligne [lintérét d'une approche

multidimensionnelle de la récupération ovarienne post-chimiothérapie, intégrant
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non seulement les aspects oncologiques et hormonaux, mais aussi les dimensions
meétaboliques, circadiennes et comportementales. Des études complémentaires,
combinant une approche clinique, biologique et chronobiologique, seront nécessaires
pour approfondir ces hypothéses et envisager, a terme, des recommandations

globales et intégrées en faveur de la récupération ovarienne post-chimiothérapie.
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Annexe 1 : Score d’activité physique

Score d’activité physique de Dijon[95]

1) Vous considérez-vous comme :

1. trés actif et de caractéere sportif 3
2. moyennement actif physiquement 2
3. plut6t peu actif physiquement 1
4. franchement sédentaire 0

2) Considérez-vous que vos activités quotidiennes (sociales et/ou professionnelles : déplacements, manutentions, bricolage, courses, ménages, vaisselle,
repassage...) correspondent :
1. & une sollicitation physique intense
2. a une sollicitation physique moyenne
3. a une sollicitation physique modérée
4. al’absence de sollicitation physique véritable
3) Vos activités quotidiennes vous prennent environ :
1. plus de 10 heures par semaine
2. entre 6 et 10 heures par semaine

O = N W

3. entre 2 et 6 heures par semaine
4. moins de 2 heures par semaine
5. aucun temps consacré par semaine
4) L’activité sportive ou de loisir que vous exercez est

S - WA

1. de forte intensité : fatigue musculaire importante
2. d’intensité modérée : fatigue musculaire modérée
3. d’intensité 1égere : sans fatigue musculaire

4. vous n’en exercez pas

== "SRR

5) Vous avez I’habitude de pratiquer cette ou ces activités (sport, loisir) :
1. Quotidiennement
2. 3 a 6 fois par semaine
3.1 a2 fois par semaine
4. de fagon irréguliére
5. jamais
6) La durée moyenne de vos séances d’activité physique (sport, loisir) :
1. 60 minutes et plus
2. 30 a 60 minutes
3. 15 a 30 minutes
4. moins de 15 minutes

O = N W B

S - N W A

5. aucune activité
7) Combien de mois par an exercez-vous cette ou ces activités (sport, loisir) ?
1. plus de 9 mois
2. entre 4 et 9 mois
3. moins de 4 mois

S =W

4. jamais
8) L’activité physique (sport, loisir) entraine-t-elle habituellement chez vous :

w

1. une fatigue importante et/ou un essoufflement important
2. une fatigue et un essoufflement modérés 2
3. pas de sensation de fatigue ni d’essoufflement

9) Vous restez au repos (sommeil, sieste ou repos éveillé)

—

1. moins de 12 heures par jour
2. entre 12 et 16 heures par jour
3. entre 16 et 20 heures par jour
4. plus de 20 heures

TOTAL = /30

(= B
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Annexe 2 : Questionnaire de
chronotype

Version frangaise adaptée du Munich ChronoType Questionnaire (MCTQ)[96][97][98]

Les jours de la semaine ol je travaille :

« Je dois me réveiller a heures.

« Il me faut minutes pour me lever.

+ Je me réveille réguliéerement : O avant le réveil O a l'aide du réveil

« A partir de heures je suis pleinement réveillée.

* Les nuits précédant une journée de travail, je vais au lita heures et il me faut minutes pour
m'endormir.

Les jours de week-end normaux (c’est-a-dire sans fétes...) :

* Mon réve serait de dormir jusque heures.

« Je me réveille normalement (sans réveil) & heures.

« J'ai besoin de minutes pour me lever.

» A partir de heures je suis pleinement réveillée.

* Les nuits précédant une journée de week-end normal, je vais au lit a heures et il me faut
minutes pour m'endormir.

* Une fois allongée dans le lit, jaime lire pendant minutes, mais généralement je m'endors aprés
minutes.

« Je préfére dormir dans une piéce totalement obscure : O oui I non
« Je me réveille plus facilement quand la lumiére du jour brille dans ma chambre : O oui [ non

Combien de temps chaque jour passez-vous a I'extérieur exposée a la lumiére naturelle directe ?

* Les jours de travail : heure(s) ; minutes

* Les jours de week-end : heure(s) ; minutes

Encadré a remplir par le service :

« DSR (Durée Sommeil Repos) = heures

« DST (Durée Sommeil Travail) = heures

* DMS (Durée Moyenne de Sommeil sur la semaine) = (2 x DSR +5x DST) /7 = heures

* MSR (Milieu du Sommeil Repos) = Heure de réveil les jours de week-end — 2 x DSR = heures

« MST (Milieu du Sommeil Travail) = Heure de réveil les jours de travail — ¥z x DST = heures

« MSR corrigé = MSR — %2 x (DSR — DMS) = heures

MSR corrigé (en heures) Catégorie de chronotype Interprétation

0aZ2 0 patiente extrémement du matin
2a3 1 patiente modérément du matin
3a4 2 patiente legérement du matin
4a5 3 patiente intermédiaire
546 4 patiente légérement du soir
6ar7 &) patiente modérément du soir
7a12 6 patiente extrémement du soir

« Catégorie de Chronotype : 00 01 02 O3 04 O5 06

« Social Jetlag = MSR — MST = heures
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