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Résumé

Introduction : Il a été démontré récemment que le follicular output rate (FORT)
(défini par le rapport entre le nombre de follicules pré-ovulatoires et le compte
folliculaire antral) était associé a de meilleures chances de succés en assistance
meédicale a la procréation (AMP) chez des femmes présentant des cycles réguliers
ou une infertilité idiopathique. La prise en charge des patientes avec une réserve
ovarienne diminuée reste encore un challenge en AMP car la stimulation ovarienne
contr6lée est moindre dans ce cas (dont la résultante sera un nombre plus faible
d’ovocytes matures exploitables). Nous avons cherché a déterminer si le FORT

pouvait aussi étre prédictif des chances de grossesse chez ces patientes.

Matériels et méthodes : Il s’agit d’'une étude rétrospective qui concerne 252 cycles
de FIV/ICSI réalisés au CHU de Lille entre janvier 2016 et septembre 2018 chez les
femmes présentant une baisse de réserve ovarienne définie par un dosage
d’hormone antimullérienne < 8 pmol/L. Nous avons séparé les 252 cycles en 3
groupes distincts en fonction de la valeur du FORT : si la valeur était en dessous du
33%™ percentile (< 50 %, FORT bas, n = 98), entre le 33°*™ et le 66°™ percentile (51
- 78 %, FORT intermédiaire, n = 71), ou au-dela du 67°™ percentile (= 79 %, FORT
haut, n = 83).

Résultats : Nous avons mis en évidence qu’'une augmentation du FORT
s’accompagnait d’'une augmentation du taux de grossesse clinique (9,2 %, 16,9 % et
21,7 % dans le groupe FORT bas, intermédiaire et haut respectivement, p = 0,0494).
L’analyse multivariée a montré que le nombre de follicules pré-ovulatoires est en
revanche le seul parametre prédictif de la survenue d’'une grossesse (p = 0,04). Par
ailleurs, chez les femmes ayant obtenu au moins 5 follicules pré-ovulatoires, le taux
de grossesse clinique semblait meilleur (mais sans atteindre la significativité
statistique) lorsque le FORT était plus élevé (9,3 % dans le groupe FORT bas,
versus 24,6 % dans le groupe FORT haut, p = 0,11).

Conclusion : Chez les femmes ayant une baisse de réserve ovarienne, le nhombre
de follicules pré-ovulatoires est le paramétre essentiel a prendre en compte dans le
choix de poursuivre le cycle ou d’annuler la tentative. Néanmoins, le FORT (en
complément du nombre de follicules pré-ovulatoires) semble aussi étre un paramétre

pertinent afin d’évaluer les chances de grossesse par cycle.
23



24



I. Introduction

1. Généralités sur la fécondation in vitro

La fécondation in vitro (FIV) est une technique d’assistance médicale a la procréation
(AMP) qui consiste a réaliser une fécondation entre un ovocyte mature et un
spermatozoide en dehors du corps de la patiente. Afin de procéder a la mise en
fécondation proprement dite au laboratoire, les patientes infertiles bénéficient d’'une
stimulation ovarienne contrlée par administration de gonadotrophines exogenes
suivie d’'une ponction ovocytaire. L’objectif de cette stimulation ovarienne est de
permettre la croissance de plusieurs follicules afin d’obtenir un nombre optimal
d’ovocytes matures utilisables. En effet, il a été démontré que le nombre d’ovocytes
matures obtenus a la suite d’une ponction ovocytaire est directement lié au taux de
naissance vivante “2. Obtenir un nombre suffisant d’'ovocytes matures exploitables

est ainsi un garant du succés de la procédure de FIV >4,

Ces derniéres années, il a été observé une augmentation de I'dge des femmes ayant
recours & I'assistance médicale & la procréation >°. Ce vieillissement de la population
s’accompagne d’'une augmentation notable de la prévalence des baisses de réserve
ovarienne en AMP, passant de 19 & 26 % entre 2004 et 2011 . Par ailleurs, la
baisse de réserve ovarienne est reconnue comme étant un facteur de risque de
mauvaise réponse a la stimulation ovarienne contrélée. Entre 9 a 26 % des femmes
prises en charge en AMP sont considérées comme des mauvaises répondeuses a la

stimulation .

Pour maximiser les chances de récupérer un ou plusieurs ovocytes matures et
utilisables, plusieurs protocoles de stimulation existent et ont été comparés.
Cependant, il n’existe aujourd’hui aucun consensus attestant de la supériorité d’'une

stratégie thérapeutique particuliere dans le cadre de la baisse de réserve ovarienne
9

La prise en charge des patientes présentant une baisse de réserve ovarienne et des

mauvaises répondeuses a la stimulation releve d’'un véritable challenge en AMP.
25



Trouver des marqueurs de bonne réponse a la stimulation ovarienne représente une
préoccupation centrale des centres de FIV. Cela permettrait d’optimiser la prise en
charge de ces patientes de mauvais pronostic et d’augmenter leurs chances de
succés en FIV, mais aussi de réduire les conséquences eéconomiques et
psychologiques liées a des arréts de stimulation pour mauvaise réponse ou a des

échecs répétés de tentatives de FIV.
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2. Cycle menstruel

Le cycle menstruel apparait dés la puberté chez les femmes vers I'age de 13 ans en
moyenne °. Le but de ce cycle, caractérisé par des menstruations tous les 26 a 32
jours, est de permettre a la fois le recrutement d’un follicule dominant qui va ovuler
dans une des deux trompes, mais aussi de préparer 'endométre a 'implantation d’un

embryon pour une éventuelle grossesse.

Le cycle menstruel est constitué de deux phases. La premiére moitié du cycle
menstruel s’appelle la phase folliculaire et commence au premier jour des
menstruations. Les taux d’cestradiol sont bas au début de la phase folliculaire et
augmentent au cours de cette phase pour ensuite retrouver leur taux basal en phase
péri-ovulatoire au moment du pic de follicle stimulating hormone (FSH) et de
luteinizing hormone (LH). La fonction du pic de LH est triple : 'ovulation, la reprise de
la méiose ovocytaire, I'arrét de la division des cellules de la granulosa et la formation
du corps jaune. La phase lutéale dure habituellement 14 jours et constitue la
seconde partie du cycle menstruel, la FSH et la LH retrouvent leurs concentrations
de base tandis que l'cestradiol s’éleve a nouveau de maniere concomitante a
I'élévation de la progestérone. En I'absence de fécondation de I'ovocyte expulsé au
moment du pic de LH, le corps jaune s’atrésie et ne produit plus de progestérone,

I'endométre s’évacue alors avec les menstruations **.

. Follicular _ Periovulatory _ Luteal _

Menstrual Mid Fallicular Luteal Mid Pre-menstrual

1 2 3 4 5 & 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 1V 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Menses Days in Idealized Menstrual Cycle

— — — Progesterone (ng/mL) ............ Lutenizing Hormone (mUimL) Follicular Stimul ating Hormone (mUimL)

Estradiol (ng/mL})

Figure 1 : Evolution des hormones sexuelles féminines au cours du cycle menstruel, d’aprés Draper
etal., 2018 **.
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3. Folliculogenese

La folliculogenese est un phénoméne long et continu qui va commencer des la
constitution de la réserve ovarienne en follicules durant la vie intra-utérine et finir au
moment de la ménopause. La folliculogenése comprend deux phases. La premiere
appelée phase de croissance basale correspond au recrutement initial des follicules.
En effet, il existe au cours de cette premiere phase des follicules primordiaux qui
vont entrer en croissance en passant par différents stades (follicules primaires,
secondaire puis antraux de petites tailles) et ceci indépendamment de la présence
des gonadotrophines *2. Le nombre de follicules s’engageant quotidiennement dans

cette phase est proportionnel avec la réserve ovarienne et va donc diminuer avec

Ovulation
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Figure 2: Représentation schématique de la folliculogenése du stade primordial au stade pré-
ovulatoire, d’aprées McGee et Hsueh, 2000 13 Limmense majorité des follicules passant du stade
primordial au stade primaire, secondaire et antral vont s’atrésier. Une petite partie va étre recrutée lors
d’un cycle menstruel et seul un follicule va devenir dominant et ovuler lors du pic de LH.

A partir de la puberté, le cycle menstruel se met en place et les follicules ayant atteint
le stade antral (2 mm) deviennent sensibles a la stimulation cyclique en
gonadotrophines. En réponse a cette stimulation, les cellules composant la theque
interne du follicule se différencient et la cavité interne des follicules antraux s’agrandit
en se remplissant progressivement de liquide folliculaire. Ces follicules antraux
deviennent visibles par échographie dés le deuxi@me jour du cycle menstruel. A

chaque cycle menstruel, une cohorte de follicules antraux va entrer en croissance
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cyclique et un follicule va atteindre son dernier stade de maturation, c’est le follicule
pré-ovulatoire. Un phénoméne appelé fenétre de FSH permet de sélectionner un
seul follicule par cycle *. En effet la chute du taux de FSH en fin de phase folliculaire
(secondaire a l'augmentation de la concentration d’cestradiol exercant un
rétrocontréle négatif sur 'axe hypothalamo-hypophysaire) va fermer cette fenétre de
FSH et seul le follicule dominant, possédant le seuil de réponse le plus bas a la FSH,
continuera sa croissance et atteindra le stade pré-ovulatoire pendant que les autres

follicules s’atrésieront >4,

OVULATION (. b
FSH 7
PLASMATIQUE Q Follicule
A sélectionné

i o dominant
Seuls. COHORTE ) 8,
plasmatique FOLLICULAIRE FENETRE DE FSH

-7 @?"o

€ )
y ! ' @ . L J ® ®
.8 e :
. @ e ®
9 ® N .
ATRESIE
]
ment asynchrone
t sélection
I' '2 i '7 JOURS "
DU CYCLE

Figure 3 : Recrutement de la cohorte de follicules et dominance du follicule sélectionné en fonction du
seuil de réponse a la FSH, d’aprés Jean-Noél Hugues et I. Cédrin-Durnerin, 2005 *. La concentration
de FSH plasmatique va augmenter en début de phase folliculaire (c’est I'ouverture de la fenétre de
FSH) pour ensuite diminuer en fin de phase folliculaire. En fermant la fenétre de FSH les follicules
n’‘ayant pas atteint leur seuil de réponse a la FSH vont s’atrésier. Le follicule possédant le seuil de
réponse le plus bas a la FSH est alors sélectionné.
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4. Ovogenese

L’'ovogenése est un phénomeéne discontinu dont le but est d’obtenir un gamete
féminin capable d’étre fécondé. L’ovocyte Il (appelé MIl) ou ovocyte bloqué en
métaphase de deuxiéme division méiotique est la cellule la plus rare de I'organisme
avec approximativement 450 cycles qui expulseront un ovocyte Il au cours de la vie

génitale *°.

3 phases caractérisent 'ovogenése *° :

- La multiplication avec la division des ovogonies par mitoses de la 5°™

semaine de vie jusqu’au 4 - 7°™ mois de vie foetale. Vient ensuite I'entrée en
méiose dont le but est la réduction du matériel génétique, les ovocytes |
constitués sont alors bloqués parfois pour de nombreuses années en fin de
prophase de premiere division meéiotique et organisés en follicules

primordiaux.

- Apres la naissance la croissance ovocytaire débute. Elle est trés longue et se
termine dans les follicules antraux. Les ovocytes | passent d’une taille allant
de 35 a 40 um de diametre pour atteindre leur taille définitive de 120 um de

diametre, la vésicule germinative est alors visible.

Figure 4 : Ovocyte | au stade de vésicule germinative. Présence d’'un noyau excentré et d’'un nucléole
unigue (grossissement x 400), d’aprés M. Cristina Magli et al., 2012, Atlas of Human Embryology:
from Oocytes to Preimplantation Embryos.
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- Derniére étape, la maturation ovocytaire déclenchée par le pic de LH avec une

reprise de la méiose (achévement de la méiose réductionnelle et début de la

meéiose équationnelle) qui va se réaliser dans le follicule pré-ovulatoire. La

vésicule germinale va se rompre (germinal vesicle breakdown (GVB)) et les

ovocytes vont passer en métaphase de 1% division méiotique (MI) puis

expulser un premier globule polaire pour se bloquer a nouveau en métaphase

I (MIn 7.

La méiose ne se terminera qu’au moment de la fécondation par un spermatozoide ou

plus rarement lors d’'une auto-activation par parthénogenése, un deuxiéme globule

polaire est alors expulsé 2

Follicle and Preovulatory

Oocyte Growth Gonadotropin ‘
‘ . = ‘ .

Meiotically Meiotically

Incompetent Competent Breakdown,
Prophase I- Prophase I- Chromosome
Arrested Arrested Condensation

Mature
Qocyte

Metaphase I1-
Arrested

Period of Oocyte Maturation

Figure 5 : Croissance et maturation ovocytaire, d’aprés Downs, 2010 18

L’ovocyte (en bleu) va d’abord croitre tout en restant bloqué en prophase |. Suite au pic de LH, la
maturation va commencer pour finalement se bloquer a nouveau en métaphase Il. La méiose

reprendra avec la fécondation par un spermatozoide (en vert).
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5. Réserve ovarienne

A partir de 5 mois de vie intra-utérine, les ovaires d’'une femme contiennent plusieurs
millions de follicules primordiaux, intermédiaires et primaires. Ces follicules
représentent la réserve ovarienne qui va décroitre inéluctablement jusqu'a la

ménopause ou il restera approximativement 1000 follicules vers I'age de 50 - 51 ans
15,19

Figure 6 : Distribution et identification des follicules dans 'ovaire humain, d’aprés Hansen et al., 2008
19, (@) Ovaire d'une femme jeune, (b) ovaire d’'une femme d’age reproductif avancé. NGFs : non-
growing follicles = réserve ovarienne constituée de (c) follicules primordiaux, (d) follicules
intermédiaires et de (e) follicules primaires. On retrouve aussi des (f) follicules antraux.

Au cours de sa vie reproductive, une femme aura en moyenne seulement 450 cycles
ovulatoires. Cette diminution progressive du nombre de follicules est donc due a une
mort cellulaire des follicules par apoptose. Wallace et Kelsey ont réalisé un modeéle
mathématique pour estimer le nombre de follicules présents dans les ovaires a un
age donné. Ce modéle suggére que 81 % de la variabilit¢é dans le nombre de

follicules primordiaux est due & I'age seul *°.
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Figure 7 : Evolution du nombre de NGF (réserve ovarienne en follicules) en fonction de I'age, en mois
de la conception a la naissance et en années jusqu’a la ménopause, d’aprés Wallace and Kelsey,
2010 *°.

Le concept de réserve ovarienne décrit le potentiel reproductif d’'une femme en

20 Une réserve

fonction du nombre et de la qualité de ses ovocytes restants
ovarienne diminuée indigue, chez une femme en age de procréer avec des cycles
réguliers, que sa réponse a la stimulation ou sa fécondité est diminuée par rapport
aux femmes du méme age. C’est a distinguer de l'insuffisance ovarienne prématurée
(IOP) qui est définie par une aménorrhée primaire ou secondaire évoluant depuis au
moins six mois, avant I'age de 40 ans, associée a des taux de gonadotrophines

plasmatiques élevées 2?2,

Plusieurs tests sont utilisés pour évaluer la réserve
ovarienne : le dosage de linhibine B, de la FSH et de l'cestradiol, le compte
folliculaire antral (CFA) mesuré par échographie au début d’'un cycle menstruel
(début de phase folliculaire) et le dosage de 'AMH sérique **?*%. Cependant,
plusieurs études ont démontré la supériorit¢é de 'AMH comme marqueur de la

réserve ovarienne par rapport aux autres marqueurs décrits dans la littérature 2>242°,

L’évaluation de la réserve ovarienne a l'aide de ces dosages permet de fournir des
informations a visée pronostique chez les femmes qui vont bénéficier d’'une
stimulation ovarienne contrélée a I'aide d’injections de gonadotrophines en vue d’une
FIV 2. Cependant, avoir une baisse de réserve ovarienne n'implique pas forcément
une incapacité de concevoir naturellement .
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6. Compte folliculaire antral

Le compte folliculaire antral (CFA) correspond a la somme, dans les deux ovaires,
des follicules de 3 a 10 mm de diamétre mesurés par échographie intravaginale au
début du cycle menstruel. Ce compte a une bonne reproductibilité inter-cycles et
inter-opérateurs dans les centres expérimentés *’. Le CFA est augmenté chez les
femmes avec un syndrome des ovaires polykystiques (SOPK) et diminué par la prise

28
|

de contraceptif oral “°. Il est significativement plus bas chez les femmes infertiles

comparé aux femmes fertiles de moins de 40 ans .

7. Hormone antimiillérienne

L’hormone antimullérienne (AMH) est une glycoprotéine produite par les cellules de
la granulosa des follicules pré-antraux et antraux de petites tailles *. Sa production
va ensuite progressivement diminuer avec la croissance folliculaire jusqu’a I'ovulation
31 Dans l'ovaire, le role physiologique de 'AMH est & la fois d’inhiber I'entrée en
croissance des follicules, mais aussi le recrutement du follicule dominant en inhibant

la croissance folliculaire FSH-dépendante .

FSH FSH
2
2
AMH AMH
) A
1 } + | +
|

Primordial Primary Preantral Antral

Figure 8 : Action de I'hormone antimdllérienne dans l'ovaire, d’aprés Durlinger et al., 2002 % ’AMH
va inhiber le recrutement initial (1) et va également inhiber I'effet de la FSH sur la croissance des
follicules pré-antraux et antraux de petites tailles (2).

Les concentrations sériques d’AMH sont gonadotrophine-indépendantes et sont par
conséquent relativement constantes au cours du cycle menstruel a la fois chez les

33

femmes jeunes et ovulatoires mais aussi chez les femmes infertiles Les

concentrations sériques d’AMH sont corrélées avec la réserve en follicules
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primordiaux et avec le nombre de follicules antraux visibles par échographie .

L’AMH a une variabilité inter et intra-cycles moins importante que le CFA, elle est
donc considérée comme le parametre le plus robuste pour évaluer la réserve
ovarienne **. Des études récentes suggérent que la concentration d’AMH pourrait
étre diminuée par la prise de contraceptif oral, I'obésité et I'hypogonadisme
hypogonadotrope. Inversement les concentrations dAMH sont 2 a 3 fois plus

élevées chez les femmes ayant un SOPK par rapport a celles non atteintes 243>,

8. Stimulation ovarienne

La stimulation ovarienne est le point de départ de la fécondation in vitro, elle est
habituellement réalisée avec des administrations exogéenes de gonadotrophines dans
le but de produire un maximum d’ovocytes matures tout en minimisant le risque de
syndrome d’hyperstimulation ovarienne . La réponse ovarienne a la stimulation
varie selon les femmes en fonction de plusieurs paramétres notamment leur age,
leurs antécédents médicaux, leur réserve ovarienne et plusieurs marqueurs sont

utilisés pour prédire cette réponse “°.

En 2010 'ESHRE a établi un consensus a Bologne pour définir et diagnostiquer les
femmes dites mauvaises répondeuses & une stimulation ovarienne **.

Au moins deux des critéres suivants doivent étre présents pour classer une patiente
comme mauvaise répondeuse :

- Age reproductif avancé, c’est-a-dire supérieur ou égal & 40 ans ;

- Un antécédent de réponse diminuée a une stimulation ovarienne, c’est-a-dire
un cycle de stimulation annulé ou avec 3 ovocytes ou moins récupérés a la
ponction ;

- Une baisse de réserve ovarienne définie par une concentration sérique d’AMH
< 0,5 ng/ml - 1,1 ng/ml et/ou un CFA <5 - 7 follicules.

De plus, deux épisodes de réponse diminuée a la stimulation aux doses maximales
suffisent a classer une patiente comme mauvaise répondeuse méme en I'absence

d’autres critéres.

Il a été démontré qu’une réponse adéquate des follicules antraux est le signe que les
cellules de la granulosa sont saines, différenciées et fonctionnelles *2. De plus, une

réponse adéquate suggéere un meilleur potentiel reproductif et les femmes avec un
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plus grand nombre de follicules répondant a la stimulation ont un meilleur taux de

grossesse aprés fécondation in vitro 2,

La concentration d’AMH est utilisée pour identifier chez les patientes infertiles, celles
qui sont & risque d’avoir une réponse diminuée a la stimulation ovarienne **. En effet,
des concentrations basses d’AMH sérique (< 1,1 ng/ml ou < 7,8 pmol/L) sont
associées a des réponses diminuées aux stimulations ovariennes, a une qualité
embryonnaire et un taux de grossesse diminué en FIV **. La concentration d’AMH
sérique permet également d’identifier les patientes qui ont un plus grand risque de
faire un syndrome d’hyperstimulation ovarienne et donc d’ajuster les doses de

gonadotrophines pour diminuer ce risque ***°.

Le CFA pourrait refléter la taille de la réserve de follicules primordiaux chez les
femmes fertiles, il est fortement corrélé au nombre d’ovocytes retrouvés a la ponction
apres stimulation ovarienne. Le CFA est donc utilisé pour prédire la réponse
ovarienne a la stimulation, mais ne peut ni prédire la qualité ovocytaire ou
embryonnaire, ni les résultats en FIV *®. Un CFA bas, compris entre 3 et 6 follicules
antraux est associé a une mauvaise réponse a la stimulation ovarienne mais n’est

pas prédictif d’une incapacité a concevoir naturellement “°.

Plusieurs études suggerent que 'AMH est un meilleur marqueur que le CFA pour

prédire & la fois une réponse faible ou trop élevée a la stimulation ovarienne 3.
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9. Follicular output rate

Le nombre de follicules pré-ovulatoires obtenus a la fin de la stimulation ovarienne
n’est pas un bon reflet de la sensibilité des follicules antraux aux gonadotrophines,
celui-ci étant fortement influencé par le nombre de follicules pré-antraux existants

avant stimulation.

Afin d’évaluer objectivement si la réponse des follicules antraux a la stimulation
ovarienne est adéquate, une équipe francaise a proposé pour la premiere fois en
2010 l'utilisation du ratio entre le nombre de follicules pré-ovulatoires obtenus a la fin

de la stimulation ovarienne et le CFA %',

Ce ratio appelé follicular output rate (FORT) s’avérait étre d’une part négativement
corrélé et de facon indépendante au dosage sérique d’AMH *’. D’autre part, la méme
équipe a mis en évidence que le FORT était positivement corrélé au taux de

grossesse chez des femmes infertiles ayant des cycles réguliers *.
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II. Objectifs de I'étude

Nous nous sommes intéressés dans cette étude aux femmes ayant une baisse de
réserve ovarienne et ’AMH, marqueur de cette baisse de réserve, a été choisie pour

sa reproductibilité, sa sensibilité et sa spécificité 2.

Un dosage sérique d’AMH inférieur ou égal a 8 pmol/L nous indique qu’une
stimulation en vue d'une FIV/ICSI sera moins efficace, le nombre d’ovocytes
recueillis a la ponction sera moins important et le taux de grossesse moindre que

pour une femme avec un dosage d’AMH normal.

Le FORT est un ratio utilisé pour évaluer la réponse a la stimulation ovarienne. Il n’a
pour l'instant été étudié que chez les femmes ayant des cycles réguliers, présentant
une infertilité idiopathique ou ayant un SOPK et a montré son intérét pour déterminer
si une stimulation est réussie et si les chances d’avoir une grossesse sont

importantes ou non.

L’objectif de notre étude est d’évaluer le FORT en termes de taux de grossesse

clinique chez les femmes ayant une baisse de réserve ovarienne.
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III. Matériels et méthodes

1. Type d’étude

Cette étude est rétrospective et concerne 252 cycles de FIV/ICSI réalisés dans le
service de médecine et biologie de la reproduction du CHU de Lille entre janvier
2016 et septembre 2018.

Critéeres d’inclusion : la sélection des patientes a été réalisée via le logiciel JFIV
(version 1.9; RD Services Langlade, France) puis vérifiee dans les dossiers
médicaux. Ont été incluses toutes les patientes agées entre 18 ans a 43 ans ayant
bénéficié d’'une ponction ovocytaire apres stimulation ovarienne contrélée en vue
d’'une FIV/ICSI intraconjugale et présentant une baisse de réserve ovarienne définie
par un dosage d’AMH inférieur ou égal a 8 pmol/L. Les données relatives au couple
ont été collectées : 'dge des hommes et des femmes, I'indice de masse corporelle
(IMC) des patientes, leur statut tabagique, la durée d'’infertilité, le rang de la tentative,
et leur bilan initial comprenant le dosage de la FSH, I'cestradiol, la progestérone, la
LH, ’AMH ainsi que le CFA.

Les criteres d’exclusion étaient les suivants : couples ayant bénéficié d’'un don
d’ovocytes ou de sperme, les cycles de stimulation en protocole de stimulation semi-
naturel, les préservations ovocytaires ainsi que les tentatives avec utilisation de
sperme chirurgical et/ou congelé et les tentatives avec Intracytoplasmic
Morphologically Selected Sperm Injection (IMSI).

2. Bilan d’exploration de la fertilité

Les patientes ont toutes bénéficié dans le service de gynécologie endocrinienne d’un
bilan hormonal et d’'une échographie pelvienne par voie vaginale, en début de phase
folliculaire (entre le 2°™ et le 5°™ jour du cycle menstruel). Le bilan hormonal
complet comprenait un dosage d’'cestradiol (E;), de FSH, de LH, et ’AMH.

Le CFA a été réalisé a I'aide d’'un échographe Voluson E8 Expert équipé d’'une
sonde endovaginale de 5 a 9 Mhtz (General Electrics Systems, Velizy, France).
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3. Dosages hormonaux

Les concentrations sériques de FSH, LH et E, ont été dosées par immuno-
chemiluminescence sur l'automate Architect® de la société ABBOTT (Rungis,
France). LAMH quant a elle a été dosée au laboratoire depuis le 11.01.2016 sur un
Dxl Beckman Coulter® (Villepinte, France) par une technigue de dosage
immunologique par chimiluminescence nommée CLIA. Cette nouvelle technique
fournit des valeurs en moyenne 20 % inférieures a celles de I'ancienne technique
ELISA.

4. Compte folliculaire antral

Le CFA est classiquement réalisé entre le 2°™ et le 5°™ jour du cycle, en amont de
toute stimulation ovarienne afin d’apprécier la réserve ovarienne. Le CFA est
également effectué aprés mise au repos de I'hypophyse (appelé freinage) lors d’'une

stimulation par agoniste de la gonadotropin releasing hormone (GnRH).

5. Protocoles de stimulation ovarienne

Les patientes incluses dans la présente étude ont bénéficié soit d’'un protocole de
stimulation ovarienne de type long agoniste soit de type antagoniste. Une méme
femme pouvant changer de protocole entre deux cycles de stimulation. La
stimulation ovarienne a ¢été réalisée grace a [linjection quotidienne de
gonadotrophines (FSH recombinante (rFSH) ou human menopausal gonadotrophin
(HMG)).

Pour les deux protocoles, la réponse et le suivi des stimulations s’effectuaient par
des échographies pelviennes intravaginales pour mesurer I'évolution de la taille des
follicules et par les dosages hormonaux d’cestradiol, de progestérone et de LH. Cette
réponse a la stimulation pouvait entrainer un changement de dosage du traitement
en cours de stimulation et permettait de choisir le moment optimal du

déclenchement.
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6. Déroulement de la tentative

36 heures apres le déclenchement, c’est-a-dire apres I'administration de 250 ug de
choriogonadotropine alfa (Ovitrelle®, Merck Serono SAS, Lyon, France), une

ponction de liquide folliculaire par voie transvaginale échoguidée était réalisée.

La lecture de la ponction était effectuée sous contréle d’une loupe binoculaire et le
plus rapidement possible aprés transport des seringues dans des valises
thermostatées a 37°C au laboratoire de biologie de la reproduction. Les complexes
cumulo-ovocytaires (CCO) étaient alors récupeérés. La mise en fécondation était
réalisée soit en FIV classique soit en ICSI en fonction de la décision clinico-

biologique basée sur les antécédents et les données médicales du couple.

Pour la FIV classique, apres un délai minimal de 2 heures, les CCO ont été mis en
contact avec les spermatozoides mobiles progressifs préparés dans un milieu de
culture pour fécondation (Ferticult, Fertipro®, Belgique) sous huile minérale (Mineral
Oil, Fertipro®, Belgique).

Pour I'ICSlI, les CCO ont subi une étape supplémentaire préalable de décoronisation
enzymatique a laide de hyaluronidase a la concentration de 80 Ul/ml
(Hyaluronidase, FertiPro®, Belgique) et mécanique par I'utilisation d’'une micropipette
(Stripper, Origio®, Danemark). Les ovocytes matures en métaphase Il (Mll), c’est-a-
dire présentant un globule polaire visible au microscope, étaient ensuite micro-
injectés en microgouttes grace a un microscope inversé (Leica DMIRB, Leica
Microsystems®, Allemagne).

Enfin, les ovocytes mis en fécondation ont été replacés dans du milieu de culture
embryonnaire (Global supplémenté en sérum albumine humaine jusqu’en janvier
2018 puis Global total, LifeGlobal®, Belgique) sous huile minérale (Mineral Oil,
Fertipro®, Belgique) et mis a I'étuve a 37°C et 5 - 6 % de CO..

L’évaluation de la fécondation était effectuée entre 16 & 18 heures aprés I'lICSI et
entre 17 a 19 heures apres la FIV classique. Un ovocyte normalement fécondé au
stade zygote présente 2 globules polaires et 2 pronuclei (PN) visibles. La qualité
embryonnaire a été analysée au 2°™ ou au 3°™ jour de leur évolution par

I'évaluation de la cinétique de clivage des blastomeres et du taux de fragmentation.
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Un embryon de qualité optimale correspondait a un embryon a 4 blastoméres de
tailles équivalentes avec peu de fragmentation (< 10 %) au ptme jour de culture ou a
8 blastomeres de tailles équivalentes avec peu de fragmentation (< 10 %) au 3°™®

jour de culture 8.

Le transfert embryonnaire était effectué aprés 2 a 3 jours de culture & 37°C sous 5 —

5éme

6 % de CO; ou plus rarement apres culture prolongée au jour. Les embryons
étaient placés a I'extrémité d’'un cathéter souple (Elliocath®, Ellios Bio Tek, Paris,
France) puis transférés dans la cavité utérine de la patiente sous contrble
échographigue. Les embryons surnuméraires de bonne qualité (entre 4 et 5
blastoméres au 2°™ jour ou entre 7 et 8 blastoméres au 3*™ jour de culture avec un

taux de fragmentation < 10 %) ont été cryopréserves.

Un soutien de phase lutéale a l'aide de progestérone (600 mg par jour) est prévu
pour chaque patiente et initié dés le jour de la ponction. En cas de grossesse, le
soutien de phase lutéale est poursuivi jusqu’a la premiére échographie. La grossesse
débutante était définie par un B-hCG positif 2 semaines apres le transfert
embryonnaire. Elle devait étre confirmée par la présence, 5 a 6 semaines apres la
ponction, d’'un sac gestationnel avec un embryon présentant une activité cardiaque
visible a I'’échographie pelvienne par voie vaginale. La naissance vivante est définie

par I'accouchement d’un enfant né vivant au-dela de 24 semaines d’aménorrhée.

7. Recueil des données

Pour chaque tentative, les données suivantes ont été recueillies :

- le type de protocole : agoniste ou antagoniste de la GnRH,

- le nombre de jours de stimulation,

- la dose totale de FSH utilisée,

- le CFA,

- le nombre de follicules pré-ovulatoires entre 15 et 22 mm au moment du
déclenchement,

- le nombre total de complexes cumulo-ovocytaires (CCO) recuelllis a la
ponction,

- le nombre d’ovocytes en métaphase Il (Mll),

- le nombre de zygotes obtenus,
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- le nombre d’embryons obtenus,

- le nombre d’embryons transféreés,

- le nombre d’embryons congelés,

- s’ily a eu grossesse (B-hCG positif), fausse couche ou non,
- le nombre de sacs gestationnels avec activité cardiaque,

- s’ily a eu accouchement ou non.

Nous avons calculé le taux de fécondation qui correspond au ratio entre le nombre
de zygotes ayant 2 PN et le nombre d’ovocytes MIl injectés.

Le taux d’'implantation a été calculé en faisant le rapport entre le nombre de sacs
gestationnels avec activité cardiaque sur le nombre d’embryons transférés.

Enfin les taux de grossesse clinique (définie par la présence d’un sac gestationnel
avec une activité cardiague) par cycle et par transfert ainsi que les taux

d’accouchement par cycle et par transfert ont été calculés.

8. Calcul du FORT

Le jour du déclenchement une mesure des follicules pré-ovulatoires (FPO) était
réalisée par échographie pelvienne par voie vaginale. Le FORT a été calculé en
faisant le rapport du nombre de follicules pré-ovulatoires, c’est-a-dire entre 15 et 22
mm le jour du déclenchement, sur le compte folliculaire antral (CFA).

FORT = (FPO / CFA) x 100

Dans le cas ou le déclenchement se réalisait le lendemain de la derniére mesure des
follicules, les tailles des follicules pré-ovulatoires étaient déduites en leur ajoutant 2
mm de diamétre, en effet la croissance folliculaire théorique est de 2 mm par jour de

stimulation #°.

Pour simplifier I'interprétation de la possible relation entre la réponse folliculaire a la
stimulation ovarienne et les résultats des FIV/ICSI, nous avons séparé les 252 cycles
en 3 groupes distincts de FORT. Les trois groupes ont été choisis arbitrairement en
fonction de la valeur de FORT : si la valeur était en dessous du 33°™® percentile (< 50
%, FORT bas, n = 98), entre le 33°™ et le 66°™ percentile (51 - 78 %, FORT
intermédiaire, n = 71), ou au-dela du 66°™ percentile (= 79 %, FORT haut, n = 83).
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9. Analyse statistique

Les variables quantitatives ont été exprimées par la moyenne et I'écart type dans le
cas de la distribution gaussienne ou par la médiane et l'intervalle interquartile (les
25°™ et 75°™ centiles) dans le cas contraire. La normalité des distributions a été
vérifiée graphiquement et a l'aide du test de Shapiro Wilk. Les variables catégorielles

ont été exprimées par les effectifs et les pourcentages.

Les caractéristiques des couples et les criteres d’efficacité de la FIV ont été
comparés entre les trois groupes de FORT par des équations d’estimation
généralisée (GEE, distribution binomiale, fonction de lien logit) pour les variables
binaires et par des modeles linéaires mixtes pour les variables quantitatives, afin de
prendre en compte la corrélation entre plusieurs tentatives réalisées chez la méme
femme. Les variables de comptage (nombre de jours de stimulation, nombre total de
follicules pré-ovulatoires, nombre d’ovocytes ponctionnés, nombre de MIl, nombre de
zygotes, nombre total d’embryons, nombre de transferts, nombre d’embryons
transférés, nombre d’embryons congelés, nombre de grossesses cliniques, nombre
de fausses couches, nombre d’accouchements) ont été comparées entre les trois
groupes a l'aide d’'un modele GEE avec une distribution binomiale négative et une
fonction de lien logit. Pour comparer le taux de fécondation et le taux d'implantation
entre les trois groupes, un modele GEE avec une distribution binomial négative et
une fonction de lien logit a également été utilisée, avec comme variable dépendante
le nombre de zygotes ou le nombre de sacs gestationnels avec activité cardiaque et
comme variable offset le nombre de MIl ou d'embryons transférés (apres

transformation logarithmique).

Les liens entre les caractéristiques des couples et la grossesse clinique ont été
etudiés par des analyses bivariees a I'aide du modele GEE (fonction de lien logit,
distribution binomiale). Les facteurs associés a une grossesse clinique avec une p-
value inférieure a 0,1 en bivariée ont été inclus dans un modele multivarié avec une

sélection pas a pas descendante au seuil de sélection de 0,05.

Les données ont été analysées a l'aide du logiciel SAS version 9.4 (SAS Institute
Inc., Cary, Caroline du Nord, Etats-Unis) et tous les tests statistiques ont été réalisés

avec un risque alpha bilatéral de 0,05.
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IV. Résultats

Au total, 155 couples ayant bénéficié d’au moins un cycle de FIV/ICSI au CHU de

Lille ont été étudiés, représentant 252 cycles de stimulation avec ponction.

Aucune différence significative n’a été retrouvée entre les trois groupes de FORT
concernant les caractéristiques générales des couples (cf. tableau 1). En effet, 'age
de 'homme et de la femme, I'IMC de la femme, son statut tabagique, les
concentrations dAMH ou de FSH, la durée d’infertilité, le rang de la tentative, la
technique FIV ou ICSI utilisée, le type de stimulation utilisée (agoniste/antagoniste)

et la dose totale de FSH administrée n’étaient pas différents.

Comme attendu, le CFA et le FPO étaient significativement différents selon les
groupes car ils entrent dans le calcul du FORT.
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Tableau 1 : Caractéristiques des patients et des stimulations selon le FORT.

FORT bas FORT  FORT haut
intermédiaire

(S 50%) (51-78%) (2 79%) p
n 08 71 83
AAge de lafemme 3505+4,02 3525+399 34454373 0,41
(années)
A B e 37,32+646 37,86+6,17 37,48+ 6,09 0,85
(années)
IMC (kg/m?) 23,60 + 3,49 24,52 + 4,54 2425 + 4,49 0,32
VEISEE (e e 20 (20,41%) 16 (22,54%) 24 (28,92%) 0,45
fumeuses)
Durée d'infertilite 414+254  399+255 423+224 0,83
(années)
Technique d’ICSI utilisée 42 (42,86%) 29 (40,85%) 33 (39,76%) 0,73
Rang de la tentative 1,49+0,74 152+0,71 1,61+0,85 0,64
Dose totale de FSH (Ul) 4557 + 9759 4805 + 1031 4765 + 1034 0,22
CFA 11,39+3,66  9,69+354 7,02+264 <0,0001
AMH (pmol/L) 566+152 546+165 543%1,65 0,57
FSH (UI/L) 769277 740222 7,38+2,08 0,63
Protocole de stimulation
(nombre de protocoles 64 (65,31%) 41 (57,75%) 54 (65,06%) 0,64
agonistes)
Nombre defollicules pré- /41, 148 625+214 758257 <0,0001

ovulatoires (FPO)

Les résultats sont exprimés par la moyenne * déviation standard ou en pourcentage. La comparaison

est significative si p < 0,05.
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Les caractéristiques des tentatives et des issues des FIV/ICSI selon le FORT sont
résumées dans le tableau 2. Le nombre de jours de stimulation était significativement
différent entre les trois groupes de FORT mais n’était pas significatif deux a deux.
Les groupes FORT intermédiaire et haut avaient un nombre d’ovocytes recueillis a la
ponction significativement supérieur au groupe bas. Le nombre d’ovocytes matures
en métaphase Il était significativement supérieur dans le groupe FORT haut par
rapport au groupe FORT bas. Le taux de fécondation était similaire selon les

groupes.

Le nombre de zygotes et d’embryons obtenus montrait une tendance vers

'augmentation avec le FORT mais qui n’était pas significative entre les trois groupes.

Le nombre de transferts, d’embryons transférés ou congelés n’étaient pas différents
entre les groupes. Pourtant il y avait une différence significative entre les trois
groupes concernant le taux de grossesse clinique par cycle, le taux de grossesse
clinique par transfert ainsi que le taux d’accouchement par cycle et le taux
d’accouchement par transfert. Ces taux augmentaient du groupe FORT bas vers le
groupe FORT haut. Le taux de fausse couche ne différait pas entre les groupes. Le
taux d’implantation montrait une tendance vers 'augmentation avec le FORT mais

elle n’était pas statistiquement significative entre les trois groupes.
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Tableau 2 : Données et résultats en FIV/ICSI selon le FORT.

FORT bas FORT FORT haut
intermédiaire
(< 50%) (51-78%) (= 79%) P
n 98 71 83
Nombre d’ovocytes 4,8 +24%° 6,2+35" 58+3,1° 0,0030
Nombre de Ml 3,1+1,9% 38+29 4,0+2,7° 0,0092
Nombre de zygotes 22+18 26121 28+23 0,0974
Taux de fécondation 0,7+0,3 0,7+0,3 0,7+0,3 0,88
Nombre de jours de 112+1,7 119+1,7 11,5+18  0,0198
stimulation
MEIrlse il 21417 2420 27422 0,11
d’embryons
Nombre de transferts 65 (66,3%) 51 (71,8%) 57 (68,7%) 0,76
A OEICU TRl 1,0£0,9 12+09 1209 0,36
transférés
Nombre d’embryons 0,3+0,7 05+12 05%09 0,35
congelés
Taux d’implantation 0,1+0,3 0,2+0,3 0,2+0,3 0,0592
Taux de grossesse 9/98 12/71 18/83 0.0494
clinique par cycle (9,2%)% (16,9%) (21,7%)? ’
3/9 2/12 1/18
4
Taux de fausse couche (33,3%) (16,7%) (5,6%) 0,70
Taux d’accouchement 6/98 10/71 17/83 0.0202
par cycle (6,1%)® (14,1%) (20,5%)? ’
Taux de grossesse 9/65 12/51 18/57 0.0308
clinique par transfert (13,9%)% (23,5%) (31,6%)° ’
Taux d’accouchement 6/65 10/51 17/57 0.0147
par transfert (9,2%)% (19,6%) (29,8%)? ’

Des lettres de l'alphabet identiques désignent une différence significative entre les deux variables.
Les résultats sont exprimés par la moyenne * déviation standard ou en pourcentage. La comparaison

est significative si p < 0,05.
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Nous avons ensuite constitué deux groupes en fonction de la présence ou de
'absence de grossesse clinique et rassemblé les résultats dans le tableau 3. Parmi

les 252 cycles, 39 ont abouti a une grossesse clinique.

L’age des deux membres du couple, 'IMC de la femme, son statut tabagique, la
durée d’infertilité, la technique utilisée, le rang de la tentative, la dose totale de FSH
administrée, le CFA, le dosage de FSH, le protocole agoniste ou antagoniste, le
nombre de jours de stimulation, le taux de fécondation et le nombre d’embryons

congelés n’était pas différents dans les deux groupes.

Il'y avait un nombre significativement plus important de follicules pré-ovulatoires,
d’ovocytes, de MII, de zygotes, d’embryons obtenus et d’embryons transférés chez
les femmes ayant eu une grossesse clinique par rapport aux femmes n’ayant pas

obtenu de grossesse.

L’AMH et le FORT étaient quant a eux plus élevés dans le groupe grossesse clinique

mais n’atteignaient pas la significativité.
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Tableau 3: Caractéristiques des patients, des stimulations et des résultats en

FIV/ICSI selon la grossesse clinique.

Grossesse Absence de

clinique grossesse p
n 39 213
Age de la femme (années) 349+34 349+4,0 0,94
Age de ’lhomme (années) 37,4+5,7 37,5+6,3 0,80
IMC (kg/m?2) 24,5 + 4,3 24,0+ 4,1 0,53
Tabac (nombre de fumeuses) 12 (30,8%) 48 (22,5%) 0,31
Durée d’infertilité (années) 4629 4023 0,17
Technique d’ICSI utilisée 21 (53,9%) 83 (38,9%) 0,0799
Rang de la tentative 15+0,7 1,6+0,8 0,69
Dose totale de FSH (UI) 4548 + 949 4722 £ 1024 0,29
CFA 9,7+ 3,5 9,4+39 0,82
AMH (pmol/L) 59+1,7 55+1,6 0,15
FSH (UI/L) 7,6 +2,7 75+24 0,73
FORT (%) 78,9 + 38,3 69,3 + 36,1 0,0955
e protocoles agonistes) | 20(687T%)  133(24% 070
'S'\‘/’S?:troeir‘li f(‘;'gg‘;'es pre- 6,9+2,7 58+24  0,0107
Nombre d’ovocytes 7,1+3,1 52+29 0,0003
Nombre de Ml 51+24 3,3+2,4 <0,0001
Nombre de zygotes 3,8+2,1 23+19 <0,0001
Taux de fécondation 0,8+0,2 0,7+0,3 0,0686
Nombre de jours de stimulation 11,3+15 115+1.8 0,37
Nombre total d’embryons 3,719 22+19 <0,0001
Nombre d’embryons transférés 18+£04 1,0£0,9 <0,0001
Nombre d’embryons congelés 06+1,2 0,4+0,9 0,15

Les résultats sont exprimés par la moyenne + déviation standard pour les variables quantitatives ou
par I'effectif (pourcentage) pour les variables qualitatives. La comparaison est significative si p < 0,05.
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Tableau 4 : Recherche des facteurs prédictifs de grossesse clinique par analyse

univariée puis multivariée.

Analyse univariée

Odds Ratio Intervalle de confiance a 95% p
Age de la femme 0,9967 0,9175 - 1,0828 0,94
Age de ’lhomme 0,9934 0,9434 - 1,0460 0,80
IMC 1,0259 0,9467 - 1,1117 0,53
Tabac 1,4954 0,6863 - 3,2583 0,31
Durée d’infertilité 1,0880 0,9646 - 1,2272 0,17
Technique d’ICSI utilisée 1,9004 0,9264 - 3,8984 0,0799
Dose totale de FSH 0,9998 0,9995 - 1,0001 0,29
CFA 1,0091 0,9322 - 1,0923 0,82
AMH 1,2153 0,9338 - 1,5816 0,15
FSH 1,0269 0,8842 - 1,1926 0,73
FORT 1,0069 0,9988 - 1,0151 0,0955
Protocole de stimulation 1,1490 0,5640 - 2,3410 0,70
Nombre de follicules pré-
ovulatoires (FPO) 1,1706 1,0372 - 1,3212 0,0107
Nombre d’ovocytes 1,2062 1,0884 - 1,3367 0,0003
Nombre de Ml 1,3100 1,1526 - 1,4890 < 0,0001
Nombre de zygotes 1,3879 1,1980 - 1,6078 < 0,0001
Taux de fécondation 2,5080 0,9321 - 6,7478 0,0686
Nombre de jours de
stimulation 0,9294 0,7911 -1,0919 0,37
Nombre total
d’embryons 1,4223 1,2163 - 1,6632 < 0,0001
Nombre d’embryons
transférés 3,9278 2,4832 - 6,2126 <0,0001
Nombre d’embryons
congelés 1,2596 0,9201 - 1,7243 0,15
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Nous avons réalisé une analyse multivariée en utilisant le FORT, le nombre de
follicules pré-ovulatoires ainsi que la technique utilisée. Ces paramétres ont été
choisis car présentant une différence significative en analyse univariée (p < 0,1) et
déterminés avant la ponction. Apres analyse multivariée, le nombre de follicules pré-
ovulatoires apparait comme étant le seul paramétre prédictif de la survenue d'une

grossesse clinique.

Tableau 4 (suite) : Recherche des facteurs prédictifs de grossesse clinique par
analyse univariée puis multivariée.

Analyse multivariée

Odds Ratio Intervalle de confiance a 95% p
FORT 1,0009 0,9909 - 1,0111 0,86
Nombre de follicules pré-
ovulatoires (FPO) 1,1635 1,0119 - 1,3379 0,0335
Technique d’ICSI utilisée 1,8807 0,9117 — 3,8796 0,0873
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Ensuite, nous avons comparé les résultats en termes de taux de grossesse clinique
par cycle en fonction de la valeur médiane du nombre de follicules pré-ovulatoires
obtenus (médiane = 5). Le taux de grossesse clinique semblait meilleur (sans
atteindre la significativité) chez les femmes ayant au moins 5 follicules preé-

ovulatoires.

Tableau 5: Evaluation du taux de grossesse clinique par cycle en fonction du
nombre de follicules pré-ovulatoires (FPO).

FPO <5 FPO25 P
Taux de grossesse 7179 32/173
clinique par cycle (8,9%) (18,5%) 0,06

Les résultats sont exprimés par I'effectif (pourcentage). La comparaison est significative si p < 0,05.

Enfin, si on regarde le taux de grossesse clinique chez les 173 femmes ayant eu au
moins 5 follicules pré-ovulatoires en fonction du FORT, on voit que meilleur sera le
FORT meilleures seront les chances de grossesse, cette tendance n’est en revanche

pas significative.

Tableau 6 : Evaluation du taux de grossesse clinique par cycle en fonction du FORT
lorsque le nombre de follicules pré-ovulatoires est supérieur ou égal a 5.

FORT bas FORT FORT haut
intermédiaire
(= 50%) (51-78%) (2 79%) p
clinique par cycle (9,3%) (17,5%) (24,6%) 0,11

Les résultats sont exprimés par I'effectif (pourcentage). La comparaison est significative si p < 0,05.
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V. Discussion

Il s’agit de la premiere étude évaluant l'intérét du FORT dans une population de
femmes présentant une baisse de réserve ovarienne (AMH < 8 pmol/L). Nos
résultats mettent ainsi en évidence qu'un FORT haut (supérieur a 79 %) est associé
a un taux de grossesse clinique significativement plus élevé. L'utilisation du FORT,
puisqu’il permet d’évaluer la réponse a la stimulation, est donc un élément pertinent
a prendre en compte dans la pratique quotidienne, afin d’évaluer les chances de

succes de la tentative.

Ces résultats sont en accord avec les données précédemment publiées dans la
littérature chez les femmes ayant des cycles réguliers. En effet, il a été démontré
chez les couples infertiles dont la femme avait des cycles réguliers, que le FORT

était positivement corrélé au taux de grossesse clinique “2.

De méme, nous avons observé un nombre significativement plus élevé d’ovocytes
totaux ponctionnés et matures disponibles dans le groupe présentant un FORT haut
par rapport au groupe ayant un FORT bas. Par ailleurs, nous n’avons pas observé
de différences concernant le taux de fécondation *>*°. Seule I'étude d’Hassan et al.

trouve une augmentation du taux de fécondation de fagon progressive avec le FORT
51

Concernant la qualité embryonnaire, deux études ont mis en évidence qu’'un FORT
plus élevé était associé a une meilleure qualité embryonnaire. Leurs auteurs avaient
donc émis I'hypothése que le meilleur taux de grossesse observé pouvaient étre
rapporté & 'amélioration de la qualité embryonnaire **°!. La qualité embryonnaire
n'ayant pas été étudiée dans notre étude, ce parametre représente donc une
limitation & nos résultats. Cependant, n’ayant pas observé de différence significative
concernant le nombre d’embryons congelés entre les différents groupes, nous

pouvons en déduire que la qualité embryonnaire était trés certainement comparable.

Bien que le taux de grossesse clinique soit plus élevé lorsque le FORT est haut,
nous n'avons pas trouvé de différence significative concernant la valeur du FORT
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entre les femmes dont la tentative avait permis I'obtention d’'une grossesse et celles
n’ayant pas obtenu de grossesse (78,9 % versus 69,3 % ; p = 0,09). Ce résultat
apparait étre en contradiction avec les précédentes études “*°*2. Cependant, en se
focalisant sur les patientes présentant une baisse de réserve ovarienne, notre étude
manqgue probablement de puissance compte tenu du faible nombre de grossesses
dans cette population.

Nombre de follicules pré-ovulatoires

Par ailleurs, notre étude met en évidence de maniére inédite une différence
significative concernant le nombre de follicules pré-ovulatoires observés en fin de
stimulation en fonction de lissue de la tentative. Les femmes ayant obtenu une
grossesse présentaient un nombre significativement plus élevé de follicules pré-
ovulatoires par rapport a celles dont la tentative avait échoué. Seul Hassan et ses
collegues avaient observé une différence significative sur le nombre de follicules pré-
ovulatoires dénombrés avant ponction chez des femmes ayant une infertilité

idiopathique °*.

Cependant, apres analyse multivariée, les mémes auteurs ont montré que le nombre
de follicules pré-ovulatoires n’apparaissait pas comme un critére prédictif de la
survenue d’'une grossesse au contraire du FORT. Dans notre étude, aprés analyse
multivariée, le nombre de follicules pré-ovulatoires avant ponction ovocytaire
apparait comme étant le facteur prépondérant prédictif du succés de la tentative. Il
semblerait donc que chez les femmes présentant une baisse de réserve ovarienne,
le nombre de follicules pré-ovulatoires observés en fin de stimulation soit essentiel a
prendre en compte pour décider ou non du déclenchement de I'ovulation et donc de

la ponction ovocytaire.

Néanmoins, notre étude a mis en évidence que le taux de grossesse semblait
meilleur (sans atteindre la significativité) lorsque le FORT était plus éleve, chez les
femmes ayant au moins 5 follicules pré-ovulatoires. Ceci indique donc que la
réponse a la stimulation évaluée par le FORT est un paramétre a prendre également
en considération. Ces résultats nécessitent cependant d’étre confirmés sur une plus

large cohorte.
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Age des patientes et annulation des cycles

De maniere inattendue, nous n’avons pas observé de différence significative
concernant 'adge des patientes entre les femmes ayant obtenu une grossesse et
celle ayant eu un échec d’implantation. En effet, il a été démontré que les patientes
plus 4gées (> 40 ans) ayant une baisse de réserve ovarienne ont des chances de
grossesse plus faibles par rapport aux femmes plus jeunes (de moins de 35 ans) 2.

Nous émettons I'hypothése que ce résultat surprenant pourrait étre lié a notre
politique de centre concernant les criteres de déclenchement de 'ovulation chez les
femmes agées de plus de 35 ans. En effet, nous exigeons habituellement chez les
femmes de plus de 35 ans, un nombre minimal de 5 follicules pré-ovulatoires de plus
de 15 mm pour autoriser le déclenchement et donc la ponction. Ainsi, alors que nous
pourrions nous attendre logiguement a un nombre de follicules pré-ovulatoires plus
faible chez les femmes de plus de 35 ans, nous n’avons pas observé de différence
significative concernant le nombre de follicules pré-ovulatoires entre les femmes
dites jeunes (< 35 ans) et les plus agées (> 35 ans) (6,25 +/- 2,69 versus 5,73 +/-
2,25 ; p = 0,22). De maniére similaire, aucune différence n’a été observée dans le
nombre d’ovocytes MIl obtenus entre les femmes de 35 ans ou moins et celle de
plus de 35 ans (3,77 +/- 2,57 versus 3,40 +/- 2,39 ; p = 0,25). La stratégie visant a
exiger un nombre minimal de 5 follicules pré-ovulatoires chez les patientes ayant
plus de 35 ans semble donc efficace et nous permet d’obtenir des taux de grossesse

similaires entre ces deux groupes (14,8 % versus 16,1 % ; p = 0,78).

Cependant, nous n’avons pas évalué le pourcentage de cycles interrompus (dont la
ponction n’a pas eu lieu) pour les patientes n’ayant pas répondu a ce critére de 5
follicules pré-ovulatoires. En effet, le pourcentage d’annulation de cycles est une
préoccupation centrale des centres d’AMP car il n'‘est pas sans conséquences
économiques, les protocoles de stimulation ovarienne étant colteux (de l'ordre de
1000 euros par cycle) **. De plus, la multiplication des cycles de stimulation et la
lourdeur des traitements ont un véritable impact psychologique sur le couple,
entrainant une augmentation des risques d’abandon lors du parcours de FIV par

découragement *°.
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Baisse de réserve ovarienne et qualité embryonnaire

Les patientes présentant une baisse de réserve ovarienne, ont souvent été
suspectées d’avoir une qualité embryonnaire moindre °*°’. Cependant les données
récentes sont rassurantes. En effet, une étude publiée en 2018 a comparé les taux
de grossesse chez les patientes ayant une AMH inférieure ou égale a 0,5 ng/ml et
des femmes ayant un dosage d’AMH sérique normal (1,1 - 4,5 ng/ml) et n’a pas mis
en évidence de différence concernant le taux d’aneuploidie *®. De méme, il n’a pas
été mis en évidence de différence en termes de taux de naissance vivante a partir du
moment ou un transfert embryonnaire avait eu lieu. De facon attendue, le
pourcentage d’annulation (cycles de stimulation arrétés avant la ponction) ainsi que
le pourcentage d’absence de transfert embryonnaire (suite a la ponction ovocytaire)
étaient également significativement plus élevés chez les femmes ayant une réserve
ovarienne basse. Des résultats similaires ont été observés lorsque les auteurs ont
comparé les femmes ayant obtenu moins de 5 ovocytes ponctionnés et celles ayant

eu entre 10 et 21 ovocytes ponctionnés %,

Patientes mauvaises répondeuses : faut-il annuler ou convertir la tentative de FIV en

insémination intra-utérine ?

Dans notre étude, les patientes qui avaient un FORT bas avec un ratio inférieur a 50
% présentaient un nombre d’ovocytes, de MIl, de zygotes et d’'embryons diminué
ainsi qu'un taux de grossesse clinique plus bas par rapport aux autres groupes.
Cependant le taux de grossesse par transfert n’est pas nul, il est comparable aux

taux de grossesse observés lors de cycles d’'insémination intra-utérine (11U) .

Peu de publications apportent des recommandations pour savoir si une stimulation
est réussie ou s'il faut annuler le cycle. Le critére actuel pour annuler un cycle pour
une femme avec une réserve ovarienne normale dépend du nombre de follicules pré-
ovulatoires °!. Certains auteurs considérent qu’un cycle aboutissant & un nombre de
follicules pré-ovulatoires inférieur a 4 est un signe de mauvaise réponse a la
stimulation !, d’autres recommandent d’annuler le cycle chez les femmes de moins
de 40 ans si moins de 3 follicules pré-ovulatoires sont présents en fin de stimulation
%2 Nicopoullos a lui aussi étudié I'intérét de réaliser une ponction ovocytaire lorsque

le nombre de follicules pré-ovulatoires obtenus était inférieur a 3 en comparant les
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résultats entre : 1) la poursuite de la tentative avec ponction ovocytaire et réalisation
de la FIV, 2) le changement de technique (annulation de la ponction et réalisation
d’'une lIU au lieu de la FIV) et 3) 'annulation de la tentative (absence de ponction) et
réalisation d’une nouvelle stimulation ovarienne sur un prochain cycle. Aucune
différence significative n’a été trouvée en termes de grossesses entre la ponction
avec moins de 3 follicules pré-ovulatoires et la ponction réalisée sur un autre cycle.
De plus, le passage en [lU montrait un taux de grossesse significativement plus bas

que lorsque la ponction ovocytaire était effectuée .

Comment améliorer les résultats des stimulations chez les mauvaises répondeuses ?

Stimuler correctement ces femmes peut étre complexe et les résultats sont parfois
peu encourageants. Il serait intéressant de savoir si une méme femme peut changer

de groupe FORT entre deux cycles de stimulation distincts et comment.

Plusieurs études ont cherché a déterminer le traitement optimal pour stimuler ces
patientes avec une baisse de réserve ovarienne. Bien que plusieurs protocoles de
stimulation existent, aucun traitement n’a démontré sa supériorit¢ chez les
mauvaises répondeuses. En effet, I'utilisation du protocole antagoniste n’a pas
montré de différences significatives par rapport au protocole agoniste de la GnRH
concernant le nombre d’ovocytes retrouvés, le nombre d’ovocytes matures, les taux
d’annulation ou de grossesse ®. Un nombre plus élevé d’ovocytes recueillis a la
ponction reste le facteur pronostic prépondérant (indépendamment du protocole
utilisé) du succes de la FIV *. On retrouve également dans notre étude I'absence de
différence entre le protocole agoniste et antagoniste, que ce soit en termes de
réponse aux stimulations (FORT similaires) ou en termes de grossesses. Etant
donné que nous n’avons étudié que les patientes dont les stimulations ont abouti a
une ponction, le choix du meilleur protocole de stimulation doit surtout prendre en

compte le taux d’annulation des cycles ainsi que la durée des stimulations.

Les femmes avec une réserve ovarienne diminuée sont souvent stimulées avec de
fortes doses de gonadotrophines et augmenter ces doses ne semble pas étre une
solution adéquate. En effet, on ne trouve aucune différence significative dans les
doses totales de FSH administrées selon les groupes de FORT. Certains auteurs

conseillent I'utilisation de doses maximales de 300 Ul de rFSH chez les mauvaises

61



répondeuses car des doses supérieures n‘'augmentent pas les taux de grossesse ou

de naissance vivante %6,

Se pose également dans ce contexte la question du cumul ovocytaire pour les
patientes ayant une baisse de réserve ovarienne. Celui-ci va permettre d’augmenter
le nombre d’ovocytes utilisables en multipliant les ponctions et en diminuant les
conséquences psychologiques liées aux échecs répétés de tentatives de FIV *’. Mais
cette pratique n’est pas sans risque (augmentation de la morbi-mortalité) et a des

conséquences économiques °&.

L’utilisation d’'une molécule différente pourrait également étre une piste intéressante
car il existe des différences de polymorphisme génétique touchant les
gonadotrophines endogénes ou leurs récepteurs ®° et que la réponse des follicules a
une stimulation ovarienne est patiente dépendante. Cependant, chez les femmes
ayant une baisse de réserve ovarienne, I'’élément central de mauvaise réponse est la
présence d’'un nombre réduit de follicules répondant a la FSH. Ce phénoméne est le
plus souvent rencontré chez les femmes avec un age reproductif avancé,
principalement a cause de la baisse de réserve ovarienne avec le temps, mais aussi
avec l'augmentation d’anomalies chromosomiques et cytoplasmiques des ovocytes

dont I'apoptose est accélérée *°.

Il est également connu que I'environnement est capable d’influencer la réponse
ovarienne a la stimulation par gonadotrophines. L’exposition a des polluants comme

071 ast associée a un nombre diminué

le benzene ou le PBC (polychlorobiphényles)
d’ovocytes retrouvés a la ponction. Le mécanisme n’est pas clair mais il est possible
que le benzene agisse sur la transcription des récepteurs a FSH. D’autres
expositions & des toxiques sont également associées a des réponses diminuées .
Le stress oxydatif pourrait lui aussi avoir un impact sur les résultats des stimulations
en FIV/ICSI en affectant la production hormonale des cellules de la granulosa . Agir

sur ces toxiques pourrait ameliorer les résultats des stimulations.
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Points forts et limites de /'étude

Notre étude est la premiére a étudier le FORT chez les femmes ayant une baisse de
réserve ovarienne toutes causes confondues (age, iatrogene : chimio-radiothérapies,
anomalies ovariennes, idiopathiques...). Cependant plusieurs limites sont a noter :
c’est une étude rétrospective qui manque de puissance, la qualité embryonnaire n’a
pas été étudiée et on ne connait pas les taux d’annulation des cycles de stimulation
qui sont importants dans cette population. Par ailleurs, un plus grand nombre de
patients aurait peut-étre permis d’établir un seuil d’annulation de cycle et aussi de

savoir si une femme peut changer de groupe de FORT.

Enfin, une derniere limite de notre étude concerne la définition de la baisse de
réserve ovarienne. Bien que de nombreuses publications aient étudié les résultats de
tentatives en AMP chez les patientes présentant une baisse de réserve ovarienne,
sa définition reste variable selon les auteurs. En 2015, Cohen et ses collaborateurs
préconisent la définition suivante de la baisse de réserve ovarienne: tout facteur de
risque de mauvaise réponse ovarienne et/ou I'existence d’'une baisse de réserve
ovarienne sur la base du résultat des marqueurs de la réserve ovarienne (CFA <5 -
7 et/ou AMH < 0,5 - 1,1 ng/ml (soit 7,8 pmol/L)) ™.
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POSEIDON GROUPE 1

Patientes < 35 ans avec des
marqueurs de réserve ovarienne
normaux (CFA = 5, AMH = 1,2
ng/ml) mais ayant eu une réponse
inattendue et inférieure a une
stimulation.

e groupe la, <4 ovocytes
e groupe 1b, 4 - 9 ovocytes
retrouvés

POSEIDON GROUPE 3

Patientes < 35 ans avec des
marqueurs de réserve ovarienne
abaissés (CFA < 5, AMH < 1,2
ng/ml).

Plus récemment le groupe POSEIDON a proposé une classification détaillée des

patientes ayant un mauvais pronostic et les a classés en 4 groupes :

POSEIDON GROUPE 2

Patientes = 35 ans avec des
marqueurs de réserve ovarienne
normaux (CFA = 5, AMH = 1,2
ng/ml) mais ayant eu une réponse
inattendue et inférieure a une
stimulation.

e groupe 2a, < 4 ovocytes
e groupe 2b, 4 - 9 ovocytes
retrouvés

POSEIDON GROUPE 4

Patientes = 35 ans avec des
marqueurs de réserve ovarienne
abaissés (CFA < 5, AMH < 1,2
ng/ml).

Figure 9: Classification de POSEIDON des patientes de mauvais pronostic en AMP, d'aprés
Humaidan et al., 2016 ".

Les groupes 3 et 4 concernent respectivement les patientes de moins de 35 ans et
celles de 35 ans ou plus ayant une baisse de réserve ovarienne. Cette baisse de
réserve ovarienne a été définie par un CFA < 5 et/ou une AMH < 1,2 ng/ml (soit 8,6
pmol/L) ".

La conclusion du groupe POSEIDON pour ces femmes ayant une baisse de réserve
ovarienne est que le nombre optimal d’ovocytes qu’il faut obtenir a la suite d’'une
ponction ovarienne est de 4 a 7 ovocytes chez les femmes de moins de 35 ans
(groupe 3) et au moins 12 ovocytes chez les femmes de 35 ans ou plus (groupe 4)
pour s’assurer qu’au moins un blastocyste euploide soit transférable (embryon au
peme jour d’évolution). Ces recommandations sont en accord avec notre étude qui
montre que plus le nombre de follicules pré-ovulatoires et donc d’ovocytes recueillis

a la ponction est important, plus les chances de grossesse sont grandes °.
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VI. Conclusion

Chez les femmes ayant une baisse de réserve ovarienne, le nombre de follicules
pré-ovulatoires est le parameétre essentiel a prendre en compte dans le choix de
poursuivre le cycle ou d’annuler la tentative. Néanmoins, le FORT (en complément
du nombre de follicules pré-ovulatoires) semble aussi étre un parametre pertinent

afin d’évaluer les chances de grossesse par cycle.

En effet, nos résultats mettent en évidence qu'un FORT haut (supérieur a 79 %)
chez les femmes ayant une baisse de réserve ovarienne est associé a un taux de
grossesse clinique significativement plus élevé. Le ratio FORT qui a montré son
intérét chez les femmes ayant des cycles réguliers, les SOPK et les infertilités
idiopathiques peut donc aussi étre intéressant chez ces femmes ayant une baisse de
réserve ovarienne dont les pronostics en termes de réponse a une stimulation et de

taux de grossesse sont diminués.
L’utilisation du FORT s’intégre donc la problématique de la prise en charge des

patientes présentant une baisse de réserve ovarienne et de maniére plus large dans

la prise en charge des mauvaises répondeuses.
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Introduction : Il a été démontré récemment que le follicular output rate (FORT)
(défini par le rapport entre le nombre de follicules pré-ovulatoires et le compte
folliculaire antral) était associé a de meilleures chances de succes en assistance
médicale a la procréation (AMP) chez des femmes présentant des cycles réguliers
ou une infertilité idiopathique. La prise en charge des patientes avec une réserve
ovarienne diminuée reste encore un challenge en AMP car la stimulation ovarienne
contr6lée est moindre dans ce cas (dont la résultante sera un nombre plus faible
d’'ovocytes matures exploitables). Nous avons cherché a déterminer si le FORT
pouvait aussi étre prédictif des chances de grossesse chez ces patientes.

Matériels et méthodes : Il s’agit d’'une étude rétrospective qui concerne 252 cycles
de FIV/ICSI réalisés au CHU de Lille entre janvier 2016 et septembre 2018 chez les
femmes présentant une baisse de réserve ovarienne définie par un dosage
d’hormone antimillérienne < 8 pmol/L. Nous avons séparé les 252 cycles en 3
groupes distincts en fonction de la valeur du FORT : si la valeur était en dessous du
33°™ percentile (< 50 %, FORT bas, n = 98), entre le 33°™ et le 66°"° percentile (51
- 78 %, FORT intermédiaire, n = 71), ou au-dela du 67°™® percentile (= 79 %, FORT
haut, n = 83).

Résultats : Nous avons mis en évidence qu'une augmentation du FORT
s’accompagnait d’'une augmentation du taux de grossesse clinique (9,2 %, 16,9 % et
21,7 % dans le groupe FORT bas, intermédiaire et haut respectivement, p = 0,0494).
L’analyse multivariée a montré que le nombre de follicules pré-ovulatoires est en
revanche le seul paramétre prédictif de la survenue d’une grossesse (p = 0,04). Par
ailleurs, chez les femmes ayant obtenu au moins 5 follicules pré-ovulatoires, le taux
de grossesse clinique semblait meilleur (mais sans atteindre la significativité
statistique) lorsque le FORT était plus élevé (9,3 % dans le groupe FORT bas,
versus 24,6 % dans le groupe FORT haut, p = 0,11).

Conclusion : Chez les femmes ayant une baisse de réserve ovarienne, le nombre
de follicules pré-ovulatoires est le paramétre essentiel a prendre en compte dans le
choix de poursuivre le cycle ou d’annuler la tentative. Néanmoins, le FORT (en
complément du nombre de follicules pré-ovulatoires) semble aussi étre un paramétre
pertinent afin d’évaluer les chances de grossesse par cycle.
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