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tromperai jamais leur confiance et n 'exploiterai pas le pouvoir hérité des 
circonstances pour forcer les consciences. Je donnerai mes soins à 
l'indigent et à quiconque me les demandera. Je ne me laisserai pas 
influencer par la soif du gain ou la recherche de la gloire. 
Admise dans l'intimité des personnes, je tairai les secrets qui me sont 
conJiés. Regue à l'intérieur des maisons, je respecterai les secrets des foyers 
et ma conduite ne servira pas à corrompre les mœurs. Je ferai tout pour 
soulager les souffrances. Je ne prolongerai pas a busivement les agonies. Je 
ne provoquerai jamais la mort délibérément. 
Je préserverai l'indépendance nécessaire à l'accomplissement de ma 
mission. Je n'entreprendrai rien qui dépasse mes compétences. Je les 
entretiendrai et les perfectionnerai pour assurer au mieux les services qui 
me seront demandés. 
J1apporterai mon aide à mes confrères ainsi qu'à leurs familles dans 
1 'adversité. 
Que les hommes et mes confrères m'accordent leur estime si je suis fidèle à 
mes promesses ; que je sois déshonorée et méprisée si j'y manque'! 
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IMPACT DU TABAGISME ACTIF ET PASSIF 

SUR LES CARACTERISTIQUES DE LA ZONE PELLUCIDE 

DES OVOCYTES HUMAINS. 

1 INTRODUCTION: - 

De nombreuses études épidémiologiques ont montré que le tabagisme était associé à 

une diminution de la fertilité naturelle et des résultats obtenus en AMP (Assistance Médicale 

à la Procréation). Chez la femme, le tabagisme pourrait altérer le fonctionnement tubaire, la 

réserve ovarienne en follicules, la qualité ovocytaire, l'implantation ainsi que le déroulement 

de la grossesse. La zone pellucide (ZP), qui joue un rôle important dans les processus de 

fécondation et d'implantation pourrait être modifiée par ce type d'intoxication. 

Une récente étude (Shiloh et al, (1)) a évalué l'impact du tabagisme actif et passif sur 

l'épaisseur de la ZP des ovocytes et des embryons humains et a montré qu'elle était chez les 

fumeuses passives et actives significativement plus épaisse que celle observée chez les non 

fumeuses. Ces modifications pourraient gêner la pénétration du spermatozoïde et les 

capacités d'éclosion de l'embryon. Dans cette étude, on peut noter que l'évaluation tabagique 

ne reposait que sur l'interrogatoire. 

Le but de ce travail est de réaliser une étude prospective du retentissement du 

tabagisme actif et passif (évalué objectivement par le dosage des métabolites de la cotinine 

dans le sérum et le fluide folliculaire), sur d'une part les caractéristiques physico-chimiques 

de la ZP de l'ovocyte et d'autre part sur les capacités d'implantation des embryons issus de 

ces ovocytes. 



2 Le point sur la question : - 
2.1 Retentissement du tabagisme sur la fertilité féminine : 

Selon un rapport de l'OMS de 1997 (2), plus du tiers de la population mondiale âgée 

de plus de 15 ans fume. En ce qui concerne notre pays, 30% des Françaises fument, ce 

pourcentage dépasse les 50% pour les femmes âgées de 18 à 25 ans et l'on constate un 

abaissement considérable de l'âge de l'initiation au tabagisme puisqu'un tiers des jeunes 

françaises fument déjà avant l'âge de 15 ans (3) . Ces quelques chiffres expliquent pourquoi le 

tabagisme féminin est considéré, aujourd'hui, comme un problème de santé publique. 

Si les conséquences du tabagisme sur les pathologies cancéreuses et cardio-vasculaires 

sont assez bien évaluées, il n'en est pas de même pour le retentissement du tabac sur la 

fertilité. 

2.1.1 Conséquences sur la fertilité naturelle : 

De nombreuses études épidémiologiques ont montré que de manière dose-dépendante, 

la consommation de tabac réduit la fertilité féminine (Bolumar et al  (4)). 

En effet, cette étude européenne, réalisée chez des femmes ayant accouché récemment, a 

montré que le pourcentage de femmes ayant obtenu leur grossesse en plus de 9 mois passait 

de 19% pour les non fumeuses à 30% pour celles fumant plus de 10 cigarettes par jour. La 

durée d'infécondité était ainsi multipliée par 1.6. 

Dans une étude française prospective de cohorte (de Mouzon et al (8)), réalisée chez 

1887 couples le pourcentage cumulatif de grossesses à un an était de 15% inférieur chez les 

fumeuses par rappoi-t aux non fumeuses (70% contre 85%) de manière proche de la 

significativité (p= 0'06). 

Par ailleurs, Augood et al  (5) ont sélectionné 12 études parmi les 24 recensées de 

1968 à 1997 pour réaliser une méta-analyse sur l'augmentation du risque de stérilité chez les 

femmes fumeuses par rapport aux non fumeuses. Dans cette population totale de 30 000 

femmes (comprenant 10928 sujets exposées au tabagisme et 19 179 non exposés), 

l'élévation du risque de stérilité chez les fumeuses est statistiquement significatif par rapport 

aux non fumeuses (OR (odds ratio)= 1.60 avec IC (intervalle de confiance) de 1.34 à 1.91 

pour p= 0.05. 
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Les résultats de cette méta-analyse concernant l'augmentation du risque de stérilité chez les 

fumeuses par rapport aux non fumeuses sont représentés dans le tableau 1. 
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Tableau 1 : Méta-analyse de Augood et al ( 5 )  comparant le risque de stérilité entre fumeuses 
et non fumeuses. 

De plus, dans cette même méta-analyse, Augood et al (5)  ont montré que le taux de 

conception par cycle naturel était diminué de 72% pour les fumeuses comparé aux non 

fumeuses. 

L'étude de Hull et al (6) sur 14 893 grossesses, confirme ces données et montre que 

non seulement le tabagisme actif mais aussi le tabagisme passif est associé à un retard à la 

conception indépendamment des facteurs tubaires d'infertilité. En effet, un retard, supérieur à 

6 mois, est observé de façon statistiquement significative chez les fumeuses actives mais aussi 

chez les fumeuses passives par rapport aux non fumeuses (respectivement OR= 1'23 et 1'17 

avec IC à 95% allant de 0'98 à 1,49 et de 1,02 à1'37). De plus, le tabagisme actif du conjoint 

a des effets délétères plus importants que le tabagisme passif lié à l'environnement. Ce retard 

à la conception s'accroît avec l'importance de la consommation tabagique (effet dose). 



Weinberg et al (7) ont étudié la fécondité des femmes ayant été exposées in utero à 

une intoxication tabagique maternelle. Ii a étudié 217 couples dont les conjointes avaient été 

exposées au tabagisme irz utero dans 78 cas et ne l'avaient pas été dans 139 cas. Le taux de 

fécondité des femmes exposées était diminué de moitié par rapport à celui des femmes non 

exposées (OR=0.5, IC à 95% : 0'4 - 0'8). L'hypothèse des auteurs privilégie une altération de 

la réserve ovarienne dès la vie intra-utérine, par l'intoxication tabagique maternelle. 

2.1.2 Conséquences sur la fertilité en AMP : 

L'AMP permet d'analyser le retentissement du tabagisme non seulement sur le 

caractère fécond ou non des cycles, mais également sur la qualité des gamètes et des 

embryons. 

A partir de 9 études de protocole de fécondation ilz vitro (FIV) réalisées entre 1986 et 

1996 et concernant plus de 2 000 femmes, une méta-analyse réalisée par Augood et al (5) 

conclut à la diminution des chances de grossesse par cycle de FIV chez les fumeuses, par 

rapport aux non fumeuses, qui se traduit par un odds ratio de 0.66 (IC : 0.49 - 0.88). 

Une cohorte prospective sur 5 ans menée par Klonoff-Cohen et al (9) sur 221 couples 

traités pour infertilité a mis en évidence une réduction de l'efficacité des traitements chez les 

fumeuses. Le risque relatif (RR) des fumeuses, au cours de leur vie, de ne pas réussir à être 

enceintes par FIV était de 2,71 (IC : 1,37-5'35) et pour les couples fumeurs depuis plus de 5 

ans, le RR de ne pas aboutir à une naissance était de 4,27 (IC : 133- 1 1,97). 

A la différence des études précédemment citées, d'autres travaux basés sur des 

données objectives (dosage de la cotinine dans le fluide folliculaire ou le plasma) ne 

retrouvent pas d'effet délétère du tabagisme sur les taux de grossesses. 

Dans l'étude prospective de Hugues et al (IO), l'exposition tabagique a été validée par 

un dosage de cotinine sérique, taux fortement corrélé au nombre de cigarettes fumées par jour. 

Les taux de fécondation, de grossesse et de fausse couche des couples bénéficiant de 

protocole de FIV ne sont pas significativement différents entre le groupe des fumeuses 

actives et celui des non fumeuses. La probabilité de chance de transfert d'un embiyon à 4 

cellules ou plus est similaire entre les fumeuses et les non fumeuses (OR= 0.90 pour IC à 

95% de 0.66 à 1.2). Leurs résultats ne dépassent cependant pas 15% de grossesse clinique par 



ponction. On remarque dans cette étude, une corrélation négative entre le taux de cotinine et 

le taux d'oestradiol pour toutes les patientes (r = -0.65 pour p < 0.01). 

Dans l'étude prospective de Sterzik et al (11)' l'exposition tabagique a été contrôlée 

par le dosage de la cotinine dans le fluide folliculaire. Seules les patientes ayant une infertilité 

tubaire et des cycles ovulatoires ont été inclues dans ce protocole de FIV. Les taux de 

fécondation (respectivement 67.9, 57.7 et 67.6 %) et de grossesses cliniques par ponction 

(respectivement 32.9, 33.3 et 32.6 %) ne sont pas significativement différents entre les 

groupes fumeuses actives (n= 103)' fumeuses passives (n= 26) et non fumeuses (n= 68). 

2.1.3 Niveaux d'impact du tabagisme : 

2.1.3.1 Impact tubaire : risque de grossesse extra-utérine : 

Il existe une association entre la survenue de grossesse extra-utérine (GEU) et le 

tabagisme. En effet, l'étude cas-témoin (12)' réalisée chez 1315 femmes américaines, a mis 

en évidence un effet dose (OR= 3'5 ; IC à 95% : 1,4 - 8'6) pour la survenue d'une GEU chez 

les femmes fumant plus de 11 cigarettes quotidiennement par rapport aux non fumeuses. 

Des études expérimentales réalisées par l'équipe de Knoll et Talbot (13, 14), in vitro et 

iiz vivo sur le hamster ont permis de mettre en évidence les effets délétères du tabac sur la 

fonction tubaire par différents mécanismes. 

Talbot et al (13) ont étudié la contractilité musculaire tubaire chez 7 hamsters 

exposés au tabac par inhalation (doses différentes permettant de se rapprocher du tabagisme 

passif et actif) et chez 3 hamsters témoins non exposés. Il existe une différence significative 

de contractilité musculaire dans les différents groupes avec un ralentissement d'autant plus 

grand que l'exposition tabagique était importante (tabagisme actif). 

Dans cette même étude, le transit tubaire de l'œuf fécondé a été évaluée par des 

salpingectomies réalisées au 3i"ne jour de grossesse, après pose de ligatures aux 2 extrémités 

des trompes, dans 2 groupes exposés au tabac (équivalent tabagisme actif et passif déterminé 

par le dosage de la cotinine). Une imprégnation tabagique très faible suffit à ralentir le transit 

tubaire de l'œuf fécondé (70 % en cas d'exposition correspondant à 2 cigarettes par jour). 



Knoll et al (14) ont analysé iiz vitro la captation du complexe cumulo-ovocytaire 

(CCO) dans la trompe de hamster isolée, placée dans un environnement ventilé ou non par de 

la f~lnlée de cigarettes, ainsi que la fréquence des battements ciliaires. Le temps de captation 

des C C 0  a été défini comme étant le temps mis par le C C 0  marqué par le bleu de méthylène, 

entre la base de l'infundibulum et l'ostium. Les auteurs ont montré que la fumée de cigarette 

inhibait la captation du C C 0  par la trompe, indépendamment de la diminution de fréquence 

des battements ciliaires, qui peut être un facteur surajouté. Cette captation du C C 0  lorsque la 

trompe a été placée dans un environnement ventilé ou non par la fumée de cigarettes a été 

filmé par Talbot et al (15) voir Figure 1. 

La f~lrnée de cigarette présente donc plusieurs actions distinctes sur la trompe : 

- retard à la captation de l'ovocyte et diminution de la fréquence des battements des cils 

tubaires allongeant le temps du transit tubaire ; 

- altération de la contractilité tubaire allongeant aussi le temps de transit tubaire. 



La figure 1 nous montre qu'il existe un retard à la captation de l'ovocyte marqué par 

coloration au bleu de méthylène lorsque la trompe est ventilée avec de la fumée de cigarette 

par rapport à la trompe ventilée par de l'air non <( pollué ». 

Figure 1 : Captation du C C 0  marqué au bleu de méthylène par la trompe ventilée ou non par 

de la fumée de cigarettes (15). 
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2.1.3.2 Impact ovarien : 

2.1.3.2.1 Réserve ovarielzne : 

Le tabagisme est également significativement associé à une déplétion de la réserve 

ovarienne en follicules. En effet, on constate chez les fumeuses, un avancement de l'âge de 

la ménopause (variant de 1 à 4 ans), corrélé au nombre de cigarettes fumées et à la durée du 

tabagisme (16). 

Le statut ovarien peut également être évalué grâce au taux basal de FSH. Cooper et al 

(17) ont étudié 290 femmes, âgées de 38 à 49 ans. Le taux de FSH était 1,66 fois plus élevé 

chez les fumeuses actives (14,O IU/ L) et 1,39 fois plus élevé chez les fumeuses passives (1 1,7 

Iü/ L) que chez les non fumeuses (8'4 IU/ L). 

L'altération de la réserve ovarienne peut être évaluée grâce au test au citrate de 

clomiphène (Clomid 8). Dans une étude rétrospective, Sahara et al (18) ont comparé la 

réponse à ce test chez les patientes fumeuses actives (n =65) et chez les non fumeuses (n 

= 145) recrutées dans une population générale infertile. 

Les taux de FSH et d'estradiol ont été mesurés à 53 et à JI0  du cycle avec administration du 

Clomid 8 de J5 à J9 du cycle. On considère qu'il existe une diminution de la réserve 

ovarienne lorsque le taux de FSH à 53 ou à J I 0  est supérieur à 10 IUL. L'incidence de cette 

diminution est augmentée chez les fumeuses (8 sur 65 : 12,3 1 %) comparée, après 

appariement par âge, aux non fumeuses (7 sur 145 : 4,83%). Cette différence est significative 

(p< 0.05, OR= 2.8, IC : 1.2 - 7.9). On peut donc conclure que les fumeuses présentent une 

accélération de la diminution de la réserve ovarienne, cliniquement et biologiquement 

détectable. 

Cette diminution de la réponse ovarienne se reflète dans les résultats obtenus par les 

fumeuses lors des cycles d'AMP. De nombreux auteurs se sont attachés à comparer le nombre 

d'ovocytes recueillis au cours des F R ,  en fonction de l'absence ou de la présence d'un 

tabagisme féminin. 

Zenzes a regroupé ces différentes études (19) et a montré que le nombre moyen 

d'ovocytes recueillis au cours des FIV chez les fumeuses était de 8 à 17% inférieur à celui 

des non fumeuses en fonction de l'intensité du tabagisme. C'est ce que nous rapporte le 

tableau II. 



Reference Smoking status No. of cigarettedday No. of women Mean age (years) Mean no. of oocytes SINS (~ocytes)~ 

Harrison et al. (1 990) S 

NS 

Elenbogen et al. (1 991) S 

NS 

Pattinson et al. (1 991) S 

NS 

Van Voorhuis et al. (1992) S 

NS 

Hughes et al. (1 992) S 

NS 

Hughes et al. (1 994) S 

NS 

Sharara et al. (1 994) S 

NS 

Zenzes et ai. (1 995) S 

(15 

215 

PS 

NS 

Van Voorhuis etai. (1996) S - 
Xs -. 

NS 

Ei-Nemr et al. (1998) S - 
NS 

S = smokers: NS = non-smokers; PS = hwsband smokes but not wife; XS = ex-smokers. 
ahdean no. of oocytes from smokers divided by the mean for non-smokers. Calculated by present authors frrorn means given $y study authors. 
Weighting the individual study ratios by the numbers of smoker wornen or cycles, the overall weighted mean ratio k r  nine studies (omitting that 
of Pattinson et aL, 1991, which did not give number of women or cycles) is 0.920 f 0.008, significantly different from one (no smoking effect) at 
P s  0.001. Using only heavier srnokew (Harrison et al., 1990, 11-30 cigarettes/day; Hughes elal., 1992, Zenzes et aL, 1995), the weighted 
mean is 0.828 + 0.006, significantly different from one at P 5  0.001. 
b ~ o t  used in the calaculation of the overall SINS ratio. 
'Using no. of cycles. 
d~ose-dependent correlation with pack-years of cigarette smoking (packslday x years of smoking). 
*Significant difference between smokers and non-smokers (P< 0.05). 
**Significantly diff erent (P 2 0.0001). 

Tableau II : Etude du nombre d'ovocytes recueillis au cours des cycles de FIV en cas de 

tabagisme (19). 



2.1.3.2.2 L'intoxication tabagique folliculaire : 

De nombreux composants de la fumée de cigarette tels que la cotinine, les radicaux 

libres (anion superoxyde, peroxyde d'hydrogène), le benzopyrène peuvent influer sur la 

folliculogenèse. 

La cotinine, marqueur spécifique de la prise de nicotine, a été détectée dans le fluide 

folliculaire de fumeuses (20). Une forte corrélation entre le nombre de cigarettes fumées par 

jour et le niveau de cotinine dans le fluide folliculaire a été retrouvée (r = 0.75 et p< 0,0001), 

démontrant un effet dose. Cet effet dose suggère que la cotinine s'accumule dans les follicules 

en croissance chez les f~~meuses  régulières. D'ailleurs, la cotinine est incorporée dans les 

cellules du follicule (21, 22). On peut donc penser que la cotinine interagit directement avec 

les cellules de la granulosa et avec l'ovocyte en croissance. 

Pawolski et al (23) a étudié l'impact du tabagisme sur la production de radicaux 

libres. En effet, la fumée de cigarette est une source majeure de pro-oxydants exogènes, 

responsables d'une peroxydation lipidique importante. 

Cent huit patientes, prises en charge en FIV, dont le statut tabagique a été évalué par dosage 

de la cotinine dans le fluide folliculaire, ont été étudiées (fumeuses actives n = 15, fumeuses 

passives n = 21 et non fumeuses n = 72). Le milieu redox intra folliculaire a été évalué grâce à 

l'étude de la peroxydation lipidique, utilisant la méthode de réaction des thiobarbituriques. 

Cette méthode est basée sur le fait que les produits de la péroxydation réagissent avec l'acide 

thiobarbiturique, ce qui produit une réaction colorée rouge. L'exposition à la fumée de 

cigarette, validée par la présence de cotinine intra folliculaire, est associée de façon 

significative à une augmentation de l'intensité de la peroxydation lipidique (p < 0,001), 

diminuant de façon significative le potentiel oxydant (p = 004). 

Ces résultats indiquent que le tabagisme actif affecte la balance oxydant / antioxydant à 

l'intérieur du follicule préovulatoire, induisant un stress oxydant intra folliculaire. Cela 

pourrait être une des explications possibles de la détérioration de la folliculogenèse chez les 

fumeuses. 

D'autres composants de la fumée de cigarette peuvent influer sur la folliculogenèse. 

Le benzopyrène, substance mutagène et cancérigène (24), dont la présence a été retrouvée 

dans les cellules de la granulosa des fumeuses (25), peut être à l'origine d'altération de 

l'ADN. En effet, il induit dans les lignées lymphocytaires dérivées de hamsters chinois des 

anomalies cytogénétiques de nombre et de structure (26). 
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2.1.3.2.3 L'ovocyte : 

2.1.3.2.3.1 Maturation nucléaire : 

Zenzes et al (27) a étudié l'effet du tabagisme sur la maturation méiotique des 

ovocytes chez 156 femmes bénéficiant d'un programme de FIV. Ces patientes sont réparties 

en non fumeuses (NF, n = 102), fumeuses passives (FP, n = 21)' fumeuses actives modérées 

(FAM, <15 cigarettes 1 jour ; n = 19) et fumeuses actives importantes (FAI, 215 cigarettes 

1 jour ; n = 14). Une analyse cytogénétique a été réalisée sur 286 ovocytes, non vus fécondés. 

La proportion d'ovocytes en métaphase II (MII) haploïdes et aneuploïdes est similaire dans 

les différents groupes. 

Par contre, chez les fumeuses actives et passives, on observe une augmentation de la 

proportion d'ovocytes diploïdes (p = 0.0003 avec NF=5,1%, FP= 13%' FAM= 12'1% et 

FAI= 21'2%). Ceci poussait être lié à un défaut d'expulsion du premier globule polaire, par 

altération du fuseau méiotique ou du mécanisme d'activation de l'ovocyte. 

Il existe aussi chez les fumeuses, une augmentation de la proportion des zygotes triploïdes 

(p = 0'03 avec NF= 4,1%, FP= 4'3%' FAM= 9'1% et FAI= 15,1%), qui pourrait résulter d'une 

non expulsion du second globule polaire. Les alcaloïdes étant connus pour se lier à la tubuline 

(28), on peut imaginer que l'intoxication tabagique peut entraîner des dysfonctionnements de 

la polymérisation et de l'assemblage du fuseau méiotique. Cependant, il semble difficile de 

conclure sur une seule étude et sur un nombre limité d'ovocytes d'autant que des 

perturbations de la mécanique fusoriale auraient dû également entraîner une inflation du taux 

d' aneuploïdie. 



2.1.3.2.3.2 La Zone Pellucide : 

Structure : 

La zone pellucide (ZP), enveloppe péri-ovocytaire, poreuse, transparente, acellulaire, 

asymétrique, dont l'épaisseur moyenne dans l'espèce humaine est de 10 à 15pm, est 

synthétisée puis sécrétée par l'ovocyte au cours de l'ovogenèse. Son apparition est 

concomitante de l'initiation de la croissance ovocytaire. La ZP s'épaissit en même temps que 

l'ovocyte croît. 

Elle est constituée chez la souris de 3 glycoprotéines mZP1, mZP2 et mZP3 

(Wassarman et al, 29), glycosylées de façon hétérogène au niveau des (N) asparagine et des 

(0) sérine-thréonine liées aux oligosaccharides, alors qu'elle en comporte 4 chez l'homme : 

hZP1, hZPA, hZPB et hZPC (30'31). Le degré d'hon~ologie entre les glycoprotéines de souris 

et celles de l'homme sont de 67% entre hZP1 et mZP1, 57% entre hZPA et mZP2 et 63% 

entre hZPC et mZP3 (Petit, 2005, communication personnelle). 

Rôles de la ZP dans la fécondation : 

Cette épaisse enveloppe externe de l'ovocyte porte les sites de liaison aux gamètes 

mâles, permettant une reconnaissance spécifique d'espèce du spermatozoïde. Ces liaisons 

entraînent l'induction de la réaction acrosomique (RA) et préparent la fusion du 

spermatozoïde et de l'ovocyte. 

En effet, Wassarman et a l  (32) ont montré que, chez la souris, la liaison primaire du 

spermatozoïde à la ZP était due à la fixation du spermatozoïde par une enzyme membranaire, 

la galactosyltransférase à une chaîne N-oligosaccharidique de la ZP3 de l'ovocyte. Cette 

liaison pourrait être à l'origine de l'initiation de la RA (33). Une fois la RA effectuée, a lieu la 

liaison secondaire du spermatozoïde à la ZP qui fait intervenir ZP2. Cette seconde fixation 

conforte l'ancrage du spermatozoïde à la ZP lorsque la membrane acrosomique a disparu 

(34,35), permettant la conversion de la proacrosine inactive en acrosine active. Cette dernière 

permettra la rupture des pontages entre ZP1 et ZP2/ ZP3 facilitant le franchissement de la ZP 

par le spermatozoïde (36). 

Par ailleurs, la ZP participe à la prévention de la polyspermie. Les enzymes, libérées 

par exocytose des granules corticaux, modifient la ZP et rendent sa partie interne 

impénétrable aux spermatozoïdes arrivés après le spermatozoïde fécondant. 



Enfin, la ZP protège l'embryon pendant son transit tubaire avant l'éclosion 

embryonnaire. 

ZP et éclosion naturelle : 

Au 6iè1"'e jour après la fécondation se produit la rupture de la ZP, permettant l'éclosion, 

puis l'implantation du blastocyste. La fragilisation puis la rupture de la ZP sont dues à l'action 

des enzymes protéolytiques (lysines embryonnaires et utérines responsables de 

l'amincissement de la ZP) et à l'expansion du blastocyste qui fait pression sur la ZP. Le 

blastocyste par poussées successives s'échappe par l'ouverture ainsi créée et se retrouve libre 

de s'implanter. 

Au cours de cycles de FIV, Loret de Mola (37) a étudié cette phase d'amincissement 

de la ZP humaine qui commence dès le 2""'" jour suivant l'insémination (JO) et se réduit de 2 

ym par jour environ : épaisseur moyenne de la ZP à J I  : 18pm ; à 52 : 16ym puis à 53 : 14ym. 

Cet amincissement dépend de la qualité de l'embryon. 

Figure 2 : Photos de zone pellucide d'ovocyte à JO et à J I  et d'embryon à J2. 



Etude de la ZP grâce au polscope : 

L'étude non invasive de l'architecture de la ZP des zygotes et des embryons humains a été 

possible grâce à l'utilisation du polscope, microscope nuinérique à lumière polarisée (38). Ce 

dernier, utilisé aussi pour étudier la dynamique du fuseau méiotique, a permis d'identifier 3 

couches composant la ZP et a confirmé des données connues : la ZP des embryons âgés de 3 

jours est plus fine (15'2 +/ -2,9pm ; n = 83) que celle des ovocytes matures (19'5 +/-2,2pm ; 

n = 92) et que celles des ovocytes immatures (20'4 +/-2,4pm ; n = 33). 

La figure 3 nous montre des photos réalisées grâce au polscope d'ovocytes et d'embryons 

mettant en évidence les 3 couches de la ZP, dont l'épaisseur varie au cours de leurs 

évolutivités. 

Figure 3: Photos par le polscope de la ZP d'ovocytes et d'embryons détaillant les 3 couches 

de cette dernière (38). 
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Variation des caractéristiques ph~sicochimiques de la ZP et facteurs impliqués : 

Les caractéristiques physicochiniiques de la ZP peuvent être étudiées grâce à 

différents paramètres : l'épaisseur moyenne de la ZP, le coefficient de variation de la ZP 

(ZPTV) ainsi que le temps de dissolution sous l'action de la pronase. 

L'épaisseur moyenne de la ZP de 827 ovocytes provenant de 65 couples bénéficiant 

d'un cycle de FIV a été mesurée par Bertrand et al (39). Différents paramètres cliniques ont 

été analysés (âge des patientes, durée de la stimulation, maturité ovocytaire, nombre 

d'ovocytes obtenus, doses de gonadotrophines administrées et estradiolémie). 11 existait une 

corrélation statistiquement significative pour seulement 2 paramètres : corrélation négative 

entre l'épaisseur moyenne de la ZP et l'estradiolémie (y = - 0,13x + 4'93) et corrélation 

positive entre l'épaisseur moyenne de la ZP et la dose de gonadotrophines administrées 

(y = 2 ' 6 5 ~  - 9'06). 

Un autre paramètre, le coefficient de variabilité de l'épaisseur de la ZP (ZPTV) a été 

décrit. ZPTV est calculé selon la formule ZPTV= [(ZPmax -ZPmoy)/ ZPmoy] x 100 d'après 

Cohen et al (40). 

Us ont montré que ce paramètre était corrélé au taux de grossesse des embryons humains 

transférés «frais ». En effet, aucune grossesse (0121) n'était obtenue lorsque ZPTV de 

l'embryon transféré était inférieur à 10% (ZP dont l'épaisseur était uniforme) alors que le taux 

de grossesse était de 40% (24160) lorsque ZPTV était supérieur à 25% (ZP dont l'épaisseur 

est fine ou irrégulière). Ces résultats sont retrouvés aussi bien pour les embryons transférés en 

frais ou après décongélation (41,42). En effet, lorsque ZPTV est élevée, cela signifie qu'il 

existe une portion de ZP moins épaisse susceptible de se rompre lors de l'évolution de 

l'embryon vers le stade blastocyste. 



Figure 4 : Photos d'embryons ayant des zones pellucides différentes (fine, épaisse, 

irrégulière), prises au laboratoire de Biologie de la Reproduction (Dr Mandelbaum J, Tenon, 

Paris). 

Les capacités de rupture de la ZP au moment de l'éclosion du blastocyste dépendent 

donc de son épaisseur et de son homogénéité, mais également de son degré de résistance aux 

enzymes protéolytiques. C'est pourquoi Loret de Mola a étudié le temps de dissolution de la 

ZP sous l'action de la pronase, enzyme protéolytique (37). Le temps moyen de dissolution de 

la ZP d'embryons est de 6 minutes. Cette action de la pronase a été utilisée pour faciliter 

l'éclosion de l'embryon dans certaines indications (cf paragraphe suivant). 

Eclosion assistée et résultats : 

Le principal facteur limitant du succès de la FIV conventionnelle ou assistée (FIV ou 

ICSI) réside dans l'implantation des embryons transférés. En effet, d'après les résultats 

français (FIVNAT 1996), seuls 11 % des embryons transférés vont s'implanter. 

In vitro, seuls 20% des blastocystes sont capables d'éclore (42). 11 suffit de réaliser 

une brèche artificielle dans la ZP (éclosion assistée) au 2'""' ou au 3'""'" jour de vie 

embryonnaire pour que 100% des blastocystes éclosent en culture au 6'"'" ou au 7ièn1e jour. 



C'est pourquoi certains auteurs ont pensé que l'absence d'éclosion embryonnaire pouvait être 

une cause d'échec d'implantation et ont proposé de réaliser une assistance à l'éclosion avant 

de transférer les embryons dans l'utérus maternel. 

De nombreuses études ont été rapportées dans la littérature avec des résultats 

discordants. Il semble que dans 2 indications, cette technique apporte un bénéfice significatif: 

lors des échecs répétés d'implantation d'embryons de bonne qualité et d'autre part, chez les 

patientes âgées de 38 ans et plus (43,44). 

Figure 5 : hatching de la 
ZP d'un embryon avant 
son transfert, 

Photo du laboratoire de Biologie de la Reproduction, Dr Mande1baum.J' Tenon, Paris. 

Z P  et imprégnation tabagique : 

Une récente étude (Shiloh et al (1)) a évalué l'impact du tabagisme actif et passif sur 

l'épaisseur de la ZP des ovocytes et des embryons humains. Cette étude prospective a inclus 

169 patientes classées en fonction de leurs habitudes tabagiques (75 fumeuses actives (FA) 

fumant plus de 10 cigarettes par jour, 65 fumeuses passives (FP) dont le conjoint fume plus 

de 10 cigarettes par jour, et 29 non fumeuses (NF)). Seul l'interrogatoire a permis dans cette 

étude, d'évaluer le degré d'intoxication tabagique. La zone pellucide de 456 embryons a été 

mesurée. Shiloh a montré que l'épaisseur moyenne de la ZP des ovocytes, le jour de la 

ponction des patientes fumeuses actives et passives était significativement plus épaisse que 

celle observée chez les non fumeuses (20,15pm pour les FA, 20,62pm pour les F P  et 

15,32pm pour les NF). Il en est de même pour l'épaisseur moyenne de la ZP des embiyons 
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âgés de 2 jours des patientes fumeuses passives et actives qui était significativement plus 

épaisse que celle observée chez les non fumeuses (19,33ym pour les FA, 20,53pm pour les 

FP et 15,09pm pour les NF). 

Il existe donc un amincissement naturel de la ZP dans les 48 heures suivant la 

fécondation, non influencé par le tabagisme. Par contre, la ZP des embiyons des femmes 

fumeuses est plus épaisse ce qui pourrait gêner la pénétration du spermatozoïde et les 

capacités d'éclosion de l'embryon. 



2.1.3.3 Action sur l'implantation et le déroulement de la grossesse : 

L'impact du tabagisme sur le risque de survenue de GEU a été détaillé dans le chapitre 

concernant l'impact tubaire. 

La fréquence des avortements spontanés, définis comme l'expulsion d'un fœtus non 

viable (moins de 180 jours de vie intra-utérine) est augmentée en cas de tabagisme. 

Ness et al (45) ont montré dans une étude de cohorte portant sur des femmes âgées de 

14 à 40 ans se présentant aux urgences avec un diagnostic de grossesse, que le risque de faire 

un avortement spontané était de 1'8 (IC à 95% : 1'3 - 2,6) chez des femmes ayant dans les 

urines de la cotinine présente et était de 1'4 (IC à 95% : 1 ,O - 2'1) chez des femmes n'ayant pas 

dans leurs cheveux de la cotinine présente. 

Une étude rétrospective publiée en 2000 par Mishra et al (46) et réalisée sur 14 779 

femmes âgées de 18 à 23 ans a montré une association entre avortement spontané et nombre 

de cigarettes fumées (OR= 1,7 avec IC à 95% : 1'2-2,5 pour les femmes fumant moins de 10 

cigarettes par jour et OR= 2 avec IC à 95% : 1,5-2'8 pour les femmes fumant plus de 19 

cigarettes par jour). 

Les rapports de l'OMS sur les femmes et le tabac confirment l'association dose 

dépendante entre le tabagisme actif mais aussi passif et le retard de croissance intra-utérin 

(RCIU) et le faible poids de naissance. L'étude prospective et unicentrique de Gomez et al 

(47) réalisée en 2003 sur 856 parturientes, confirme largement cette association et démontre 

que de très faible taux de monoxyde de carbone, chez la mère et son partenaire, sont 

significativement (p=0,001) associés à un faible poids de naissance avec un effet néfaste sur 

la croissance fœtale. 

Le tabagisme favorise surtout les décollements marginaux des placentas normalement 

insérés. 

La méta-analyse de Ananth et al (48)' en 1999, à propos de 1 358 083 grossesses, a montré 

que l'incidence globale de l'hématome rétro-placentaire est égale à 0'64% ; chez les 

fumeuses, ce risque était doublé (OR : 1,9 ;IC à 95% : 1,8- 2). 



Enfin, le rôle du tabagisme dans la genèse de certains accouchements prématurés est 

maintenant bien établi : la méta-analyse de Shah et Bracken (49) montre un risque ajouté de 

prématurité (33-36semaines d'aménorrhée) lié au tabac à 1,27 (IC à 95% : 1,21- 1,33). 



2.2 Comment évaluer l'imprégnation tabagique ? 

De nombreuses études, comme nous venons de le décrire, semblent donc mettre 

l'accent sur l'impact négatif du tabagisme sur la fertilité féminine. C'est pourquoi, il est 

nécessaire d'évaluer précisément et objectivement cette imprégnation. 

2.2.1 Les composants de la fumée de cigarette : 

La fumée de cigarette comprend plus de 4 000 composants - tous n'ont pas encore été 

identifiés -parmi lesquels : le monoxyde de carbone (CO), des alcaloïdes dont la nicotine, des 

hydrocarbures poly-aromatiques, des métaux lourds dont le cadmium. Plus de 40 de ces 

substances sont connues comme étant des substances carcinogènes et mutagènes, susceptibles 

d'interférer avec la qualité des gamètes. Les composants principaux sont présentés par la 

figure 6. 

Figure 6 : Les composés de la fumée de cigarette. 
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La fumée de cigarette a été étudiée grâce à des << machines à fumer >> qui permettent de 

séparer et de caractériser les phases gazeuses et particulaires qui la composent : 

phase gazeuse : gaz carbonique (C02) : 12-15%' monoxyde de carbone (CO) : 3-6%, 

cyanure d'hydrogène (HCN) : 0,l-0,2%, composés organiques volatiles (aldéhydes, 

cétones, ammoniaque.. .) : 1-3%. 

phase particulaire : le diamètre des particules est essentiellement compris entre 0,l et 

Ipm, ce qui permet leur pénétration dans les alvéoles pulmonaires. Sur un plan clinique, 

les principaux toxiques sont : 

O les substances cancérigènes : hydrocarbures poly-aromatiques (benzopyrène.. . ), 

dérivés nitrés hétérocycliques (pyridine.. .), aldéhydes, nitrosamines, cétones.. . . 
O irritants : acroléines. . . 
O métaux lourds : cadmium, nickel.. . 

O radicaux libres : quinones, époxydes, composés peroxydés.. . 
O nicotine. 

2.2.1.1 Le monoxvde de carbone (CO): 

Ce gaz létal présent dans la fumée de cigarette se lie à l'hémoglobine et est 

progressivement libéré au niveau des alvéoles, puis dans l'air alvéolaire expiré, comme le 

dioxyde de carbone (C02). Sa demi-vie est de l'ordre de 4 à 6 heures. Chez un non fumeur, le 

taux de CO dans l'air expiré est environ de 5 particules par million (ppm). 

Le CO a une affinité pour l'hémoglobine supérieure à celle de l'oxygène et représente 

ainsi un facteur d'hypoxie. Le taux de carboxyhémoglobine (HbCO) d'un fumeur est en 

moyenne de 5 à 10% alors que celui d'un non-fumeur n'est que de 1 à 2%. Des taux élevés 

d'HbCO constituent un facteur de risque d'ischémie, en particulier coronarienne, et 

contribuent aux lésions endothéliales initiatrices d'artérite. Les taux sanguins d'HbCO varient 

au cours de la journée en fonction de l'activité physique, et surtout du temps écoulé depuis la 

dernière cigarette. Aussi, la mesure du taux de CO permet-elle de quantifier le tabagisme des 

dernières heures précédant l'examen. 



2.2.1.2 Les substances carcinogènes : 

Elles sont essentiellement représentées par les goudrons, dont les hydrocarbures 

aromatiques polycycliques, comme le 3,4 benzopyrène. Ces substances ne sont pas 

directement carcinogènes ; en effet, ces hydrocarbures procarcinogènes sont transformés, sous 

l'action de certaines enzymes de la famille des cytochromes P450, en métabolites 

intermédiaires qui peuvent former, en combinaison avec l'ADN, des adduits à l'origine de 

mutations. Lorsque les mécanismes de réparation de l'ADN sont dépassés, ces mutations 

pathologiques de l'ADN sont transmises aux cellules filles. 

2.2.1.3 Les substances irritantes : 

Plusieurs composants sont sources d'agression : 

Les irritants (HCN, aldéhydes, acroléine) : ils agressent directement l'épithélium 

bronchique provoquant des lésions des cellules épithéliales bronchiques, de leurs cils, une 

hypersécrétion de mucus par altération fonctionnelle du tapis roulant mucociliaire et une 

diminution des mécanismes de défense des voies aériennes ; 

Les enzymes protéolytiques : la fumée de cigarette entraîne une activation des 

polynucléaires neutrophiles et des macrophages alvéolaires, avec libération de leurs 

enzymes (élastase ...), ce qui modifie le rapport protéases / antiprotéases de façon 

péjorative, et conduit à une destruction progressive du parenchyme pulmonaire ; 

Les radicaux libres oxydants : présents dans la fumée de cigarette, sont libérés par les 

polynucléaires neutrophiles et les macrophages et agressent directement les cellules 

bronchiques. 



2.2.1.4 La nicotine : 

2.2.1.4.1 Apport en nicotine : 

La nicotine est l'alcaloïde prépondérant de tous les tabacs. Selon la marque et le type 

(légère ou pas), une cigarette contient entre 6 et 12 mg de nicotine. Sur la charge totale en 

nicotine de la cigarette, 1 mg en moyenne est absorbé par le fumeur. Ce chiffre est une 

moyenne de valeurs qui s'étagent entre 0'3 et 3mg (façon de fumer variable). A côté de la 

nicotine dont « bénéficie >> directement le fumeur actif, les trois quarts du contenu en nicotine 

d'une cigarette fumée sont émis dans l'air ambiant et vont contribuer au tabagisme passif des 

sujets non-fumeurs. Dans une pièce où fumer est permis, la concentration en nicotine atteint 8 

à 20 yg/m3 d'air, alors que dans une pièce où fumer est interdit, elle est de l'ordre de 

0,3pg/m3 (50). 

2.2.1.4.2 Effets pharmacologiques de la nicotine : 

Les effets pharmacologiques de la nicotine sont nombreux, et cette liste n'est pas 

exhaustive.. . : 

Sur le système nerveux : libération de divers neurotransmetteurs (acétylcholine, 

noradrénaline, dopamine . . .) ; les manifestations les plus fréquentes sont les réactions d'éveil 

ou à l'inverse de dépression, une stimulation de la vigilance et de la mémoire, un état 

anxiolytique voire euphorisant. 

Sur le système cardio-vasculaire : augmentation de la fréquence cardiaque, de la 

pression artérielle, du débit cardiaque, du flux sanguin coronaire, du débit sanguin cérébral. 

Le risque athérogène est aggravé par l'augmentation des LDL (Low Density Lipoprotein), des 

VLDL (Very Low Density Lipoprotein), la diminution des HDL (High Density Lipoprotein) 

et l'activation des plaquettes. 

Sur le système respiratoire : dépression du centre bulbaire, à fortes doses. 

Sur le système endocrinien : augmentation des taux de vasopressine, d'hormone de 

croissance, de cortisol, d'adrénocorticotropine (ACTH), et d'endorphines. 

Sur le sytème digestif : augmentation de l'activité motrice intestinale, nausées et 

vomissements à fortes doses. 

Sur le poids et le métabolisme basal : action anorexigène centrale (le poids des 

fumeurs est inférieur de 2 à 2,5 kg). 



Enfin, la nicotine entraîne une dépendance physique et psychique, pouvant provoquer 

un syndrome de sevrage à l'arrêt de la consommation, avec des signes d'hyperactivité 

catécholaminergiques (anxiété, agitation, impatience,insomnie.. . .) 

2.2.1.4.3 Absorption et distribution de la nicotirze : 

Que le fumeur soit actif ou passif, le lieu de l'absorption est le poumon. Cette 

absorption est intense : 71% de la nicotine inhalée pénètre dans l'organisme, grâce à la large 

surface d'absorption de l'épithélium alvéolaire et à la lipophilie de la nicotine qui facilite son 

passage à travers la membrane des capillaires alvéolaires. Une fois franchie la paroi des 

capillaires alvéolaires, la nicotine véhiculée par le flux sanguin gagne très rapidement, en 7 

secondes, le cerveau, et ceci sans subir la dégradation liée au phénomène de premier passage 

hépatique de règle lorsque l'absorption suit la voie digestive. La rapidité de transport jusqu'au 

cerveau de la nicotine non métabolisée peut être comparée à l'effet << shoot >> obtenu par une 

injection intra-veineuse de drogue (51). 

2.2.1.4.4 Fixation aux récepteurs de la nicotine : 

Véhiculée par le flux sanguin, la nicotine va se fixer dans l'organisme sur les 

récepteurs cholinergiques de type nicotiniques, situés au niveau du cerveau, mais aussi au 

niveau des ganglions du système nerveux autonome, de la glande médullo-surrénale, de la 

jonction neuromusculaire. Au niveau cérébral, et ce de façon assez similaire au mode d'action 

des drogues, la nicotine est capable d'augmenter la bio-disponibilité de la dopamine. La 

dopamine est le principal neurotransmetteur responsable de la sensation de bien être chez 

l'homme. La dépendance induite par l'usage de la nicotine découle directement de son 

activité sur le système dopaminergique (52). 



2.2.1.4.5 Métabolisme de la nicotine : 

Transportée par le sang la nicotine parvient au foie, où elle subit une métabolisation 

intense qui donne naissance à de nombreuses molécules éliminées ensuite dans les urines. 

Pour une large part @O%), la nicotine est oxydée sur le cycle pyrol, en cotinine. La cotinine 

est éliminée libre (13%) ou glucuroconjuguée (12,6%), hydroxylée en trans-hydroxy- 

cotinine éliminée libre (33,6%) ou glucuroconjuguée (7,4%). 

La fraction de nicotine qui échappe à l'oxydation en cotinine est éliminée libre (9,8%) 

ou glucuroconjuguée (4,3%). Des dérivés déméthylés et N oxydés de nicotine et cotinine sont 

également formés. Au total, l'urine d'un fumeur contient plus de 10 métabolites différents de 

la nicotine. Pour un sujet donné, le profil urinaire des métabolites de la nicotine reste 

identique en pourcentage quelle que soit la voie d'absoiption de la nicotine et la dose 

administrée. Mais, pour une même dose de nicotine ou une même voie d'absorption, il existe 

de grandes variations des pourcentages d'un sujet à l'autre. Deux réactions métaboliques sont 

à l'origine de cette vasiabilité inter individuelle : la réaction d'oxydation de la nicotine en 

cotinine et les réactions de glucuroconjugaison (53). 
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Figure 8 : Métabolisme de la nicotine. 

2.2.1.4.6 Pharmacociizétique de la nicotine : 

La demi-vie, temps moyen mis par l'organisme pour éliminer 50% de la dose 

absorbée, a été mesurée de façon précise pour la nicotine et la cotinine à l'aide de produits 

marqués au deutérium (54). 

Pour la nicotine, elle est comprise entre 120 et 160 minutes. Cette demi-vie brève 

explique que la concentration sanguine en nicotine fluctue en permanence chez un fumeur, 

tantôt augmentant, tantôt diminuant pendant la journée, s'annulant pendant la nuit. La 

cinétique de la nicotine a été représentée sur la figure 9. 



2.2.1.5 La cotinine 

2.2.1.5.1 Phamacocirzétique de la cotirzirze : 

Comme nous venons de le décrire dans le chapitre concernant le métabolisme de la 

nicotine, la cotinine, principal métabolite de la nicotine, est un biomarqueur du tabagisme 

intéressant, puisque ayant une demi-vie d'élimination long (comprise entre 16 et 22 heures). 

En conséquence, la concentration sanguine de cotinine d'un fumeur se consolide et reste 

relativement stable au cours du nycthémère. En effet, pour des sujets fumant une vingtaine de 

cigarettes par jour, si à 8 heures du matin la concentration est plus basse (210 à 300 ng /ml), 

elle augmente de façon modérée et régulière jusqu'à minuit (240 à 400 ng /ml), puis elle 

fléchit jusqu'à 4 heures du matin (240 à 380 ng /ml) pour rejoindre ensuite la concentration 

initiale à 8 heures le matin suivant (50) 

Figure 9: Pharmacocinétique de la nicotine et de la cotinine. 

(d'après Benowitz et al, Epidemiol Rev, 1996, 18 : 188 - 204). 



2.2.1.5.2 Les milieux biologiques de dosage de la cotinirze : 

La cotinine a été retrouvée dans de nombreux liquides biologiques des fumeurs (sérum, 

urines, salive, lait maternel ...). 

Nous allons décrire les différents milieux biologiques de dosage de la cotinine, car le choix du 

milieu biologique d'analyse, invasif ou non, peut procurer à ce biomarqueur, toute sa 

puissance d'investigation et sa pertinence. 

2.2.1 S.2.1 La cotinine plasmatique : 

Le dosage de la cotinine dans le plasma semble lié au nombre de cigarettes fumées par 

jour (55). 

Une formule a été proposée pour estimer à 20% près, à partir de la concentration 

sanguine en cotinine, l'apport quotidien en nicotine et le nombre de cigarettes fumées : 

Cotinine plasmatique (y g/L) x 0,8 = nicotine absorbée (mglj) 

= nombre de cigarettes fumées par jour. 

Par exemple, d'une concentration sanguine en cotinine mesurée à 300yg/L, on déduit 

que le sujet fume entre 20 et 30 cigarettes par jour. 

2.2.1 S.2.2 La cotinine urinaire : 

Milieu aisé à recueillir, les urines sont le milieu de choix pour tester l'imprégnation 

tabagique car les concentrations retrouvées sont fortes, bien plus élevées que dans le sang et le 

recueil d'une miction suffit (56). 

Le taux de cotinine urinaire varie en fonction du type de tabac. Une étude réalisée sur 

130 volontaires et concernant le dosage de nicotine et de cotinine par HPLC 

(chromatographie en phase liquide à haute performance : cf chapitre concernant les 

techniques de dosage de la cotinine) a montré (57) des différences significatives de 

concentrations de nicotine et de cotinine, entre les fumeurs de tabac (cigarettes, hookas, bidis) 

et de distinguer les fumeurs actifs des fumeurs passifs et des non fumeurs. 



De plus, la cotinurie est aussi utilisée lors du sevrage tabagique. En effet, l'évaluation 

de la concentration de cotinine urinaire avant arrêt du tabac va constituer une excellente 

référence pour mettre en place la substitution nicotinique. Les concentrations de cotinine 

obtenues une semaine après le début du traitement, lors de substitutions adaptées et efficaces, 

devront être au moins égales à 60% de celles observées avant traitement. Cette concentration 

de référence en cotinine avant arrêt est d'un intérêt capital, car il serait impensable de ne pas 

individualiser et prévoir l'intensité de la substitution en raison de la grande variabilité 

interindividuelle des concentrations plasmatiques en nicotine et cotinine chez le fumeur et 

chez le substitué en nicotine transdermique (58). 

Par ailleurs, le tabagisme reste fréquent pendant la grossesse. Proposer une aide à 

l'arrêt du tabac dès le début de la grossesse permet de soustraire le fœtus à l'action toxique 

des composants de la fumée, en particulier du monoxyde de carbone. Le dosage de la 

cotinusie vient conforter le suivi du sevrage. 

La cotinurie mérite donc une place de choix dans l'appréciation objective de 

l'imprégnation nicotinique et pour le suivi du sevrage, son évaluation permet l'adaptation 

personnalisée de la substitution nicotinique notamment après un événement clinique (infarctus 

du myocarde, accident vasculaire cérébral.. .) ou chez la femme enceinte fumeuse. 

2.2.1.5.2.3 La cotinine salivaire : 

Une étude réalisée sur 600 Chinois adultes et fumeurs et concernant le dosage de la 

cotinine salivaire (59)' montre une bonne corrélation entre la concentration salivaire en 

cotinine et le nombre de cigarettes fumées en 24 heures. L'étude a montré également une 

grande variabilité de la concentration moyenne en cotinine salivaire, pour plus de 20 

cigarettes journalières, plus élevée chez les sujets jeunes (métaboliseurs plus rapides), les 

fumeurs utilisant des cigarettes sans filtre (plus de nicotine), ceux inhalant fréquemment et 

profondément la fumée. L'hypothèse que les fumeurs pourraient réguler leur tabagisme de 

façon à obtenir leur optimum de nicotine est plausible. 



2.2.2 La consommation de tabac : 

2.2.2.1 Epidémiologie : 

C'est depuis 1993 que les ventes de cigarettes ont amorcé une régression, et ce en 

raison de l'action des pouvoirs publics. En effet, avec la mise en place de la loi Evin en 1991, 

les pouvoirs publics se sont efforcés de diminuer la consommation de tabac et de protéger 

l'ensemble de la population contre le tabagisme passif. Les fortes augmentations du prix des 

cigarettes et du tabac depuis le début des années 90, décidées par les pouvoirs publics ont eu 

l'impact le plus fort sur la consommation. 

En 1999, 28 à 35% des Français de plus de 15 ans se déclarent fumeurs. Le nombre 

moyen de cigarettes fumées quotidiennement est compris entre 13 et 19. Parmi les fumeurs, 

45% consomment entre 1 et 10 cigarettes par jour, et environ 40%, entre 11 et 20. Seul 1% 

des fumeurs avouent une consommation supérieure à 2 paquets par jour. 

Le tabagisme féminin est en décroissance puisqu'il est passé de 32% en 1984 à 25% 

en 2002. Cependant la prévalence du tabagisme chez les jeunes femmes de 18-24 ans est 

importante (46%) et quasiment identique à celui des jeunes hommes. Les femmes s'arrêtent 

plus tôt de fumer : dès la tranche de 25 - 34 ans (l'âge moyen de la première grossesse étant 

de 27 ans), le tabagisme féminine diminue mais reste tout de même élevé (40%) alors que le 

tabagisme masculin augmente (53%). On peut même dire que pendant toute la période de 

fertilité, le pourcentage de fumeuses ne descend pas au-dessous de 27%. C'est ce que nous 

montre la figure 10. 

L'absence de diminution de la consommation chez les jeunes voire son augmentation 

génèrent de nombreuses craintes pour l'avenir : il est à redouter une apparition plus précoce 

de pathologies secondaires au tabagisme (67). 
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Figure 10 : Tabagisme en France selon l'âge et le sexe en 2002. 

Si les risques du tabagisme passif (dû au tabagisme de l'environnement, cf paragraphe 

suivant) sont bien connus, la prévalence du tabagisme passif est encore peu étudiée. Une 

étude britannique (Javis et al), sous l'égide de l'OMS a corsélé le tabagisme passif des parents 

avec le taux de cotinine salivaire des enfants : de 1973 à 1994, la proportion de couples non- 

fumeurs a considérablement augmenté, passant de 31,3% à 56,8% ; la proportion de couples 

où un seul parent fume et où 2 parents fument a diminué plus modérément, respectivement 

de 38 à 30,6% et de 30,6 à 20,6 %. Le taux de cotinine salivaire des enfants est proportionnel 

à la quantité de cigarettes consommées par le couple parental, passant d'une moyenne de 0,3 

mg/ L pour les enfants de parents non-fumeurs à 4 mg/ L pour une consommation parentale 

cumulée de 50 cigarettes par jour. 

On peut extrapoler ces données à la femme enceinte soumise au tabagisme passif à la maison 

ou à son travail (67). 



2.2.2.2 Définir le tabagisme (actif ou passif) : 

L'existence d'une relation dose-effet entre le tabagisme et ses conséquences 

pathologiques est formellement démontrée. Aussi, la quantification de celui-ci est-elle 

indispensable pour évaluer ses effets délétères chez les fumeurs. 

Cette évaluation repose sur 2 étapes : l'interrogatoire du patient et la mesure de 

marqueurs du tabagisme. 

2.2.2.2.1 L'interrogatoire permet de différencier 2 types de tabagisme : l'un actiL 
l'autre passif. 

Concernant le tabagisme actif, on pourra estimer chez le patient fumeur, le nombre de 

cigarettes fumées par jour ainsi que la quantité totale de tabac fumé, estimée en paquets- 

aizrzées (par exemple : la consommation de 1 paquet de cigarettes par jour pendant 10 ans 

correspond à 10 paquets-années, celle de 2 paquets par jour, à 20 paquets-années, etc.. . .). 

Au cours de cet interrogatoire, on pourra aborder d'autres points : 

O l'âge de début de la consommation 

O la durée de l'intoxication 

O les tentatives et réussite temporaires de sevrage : rares sont les fumeurs qui 

n'envisagent pas et / ou n'ont pas essayé, avec plus ou moins de succès, un 

sevrage tabagique. 

Concernant le tabagisme passif, lié à l'inhalation involontaire par le patient non fumeur 

de la fumée de cigarette, il est plus difficile de quantifier ce type de tabagisme, qui peut être 

domestique (dû au tabagisme actif du conjoint) ou environnemental (dû au tabagisme 

professionnel ou publique). Les estimations, par évaluation indirecte, restent donc 

approximatives (60). 



2.2.2.2.2 Mesures de l'imprégnation tabagique 

II existe plusieurs marqueurs du tabagisme permettant de mesurer de façon plus 

objective la consommation de tabac : mesure du taux de monoxyde de carbone, mesure de la 

nicotine et de la cotinine. 

Le choix d'un biomarqueur repose sur sa mesure et la prise en considération de 

critères analytiques, de critères de praticabilité, de critères économiques (faible coût et durée 

brève d'analyse, facilité d'exécution et technique spécifique et sensible.. .). 

2.2.2.2.2.1 L'analyseur de monoxyde de carbone dans l'air ex~ iré  : 

On pourra évaluer de façon rapide et non invasive l'intoxication tabagique des patients 

grâce à des analyseurs de monoxyde de carbone (CO). Ces appareils permettent de mesurer le 

taux de CO dans l'air expiré, mais nécessitent une coopération du sujet. Ce dernier doit, après 

15 secondes d'apnée souffler lentement dans l'embout buccal, en essayant de vider 

complètement ses poumons. La valeur ppm (particules par million de particules expirées) 

augmente et se bloque en atteignant le plus haut niveau. La mesure est alors indiquée par un 

voyant unique fixe. 

Le résultat, en particules par million de particules expirées (ppm), est immédiat. Chez 

les non fumeurs, le taux de CO est inférieur à 6 ppm. Les mesures autour de 5 à 10 ppm sont 

plus significatives d'un tabagisme passif. Chez les f~~meurs actifs, les taux de CO dépassent 

les 10 ppm et peuvent atteindre des valeurs bien plus élevées. 

Les valeurs normales vont donc de 0 à 5 ppm, mais il faut tenir compte de la pollution 

atmosphérique (CO produit dans les gaz d'échappement des véhicules automobiles, par les 

rejets de l'industrie) qui peut être à l'origine de « faux positifs ». 

Le taux de CO expiré augmente généralement avec la quantité de tabac consommée, mais il 

dépend également : 

du temps écoulé depuis la dernière cigarette : s'il dépasse 12 heures, les valeurs sont 

souvent « subnormales » voire normales ; 

du métabolisme de l'individu : certains éliminent plus rapidement que d'autres le CO. 



L'expression immédiate de la mesure en ppm du monoxyde de carbone expiré par un 

analyseur de CO a le mérite de donner au fumeur un aperçu instantané et percutant de l'effet 

toxique de son attitude tabagique, ce qui peut parfois constituer un déclic déterminant à l'arrêt 

du tabac. 

De plus, ce biomarqueur est intéressant pour apprécier l'abstinence au tabac chez les 

patients en cours de sevrage tabagique puisque le CO expiré devient inférieur à lOppm après 

24 heures d'arrêt. C'est un excellent outil lors de la consultation de sevrage : 

- il motive fortement à l'arrêt du tabac lorsque la patiente constate les chiffres de CO élevés 

avant le début du sevrage. 

- puis, lorsque le sevrage est en cours, il encourage les candidates à persister lorsqu'elles 

constatent la normalisation rapide de leur monoxyde d'azote. Les concentrations de CO 

obtenues sont, en effet, strictement normales dès le premier jour d'abstinence. 

La mesure du taux de CO expiré est donc simple, rapide et peu coûteuse mais, d'une 

part ne permet pas une quantification fiable de l'imprégnation tabagique, indispensable pour 

évaluer ses effets délétères, et d'autre part le taux de CO se normalise au bout de quelques 

heures après l'arrêt de la consommation tabagique. C'est donc un marqueur à court terme, non 

spécifique du tabagisme, qui dépend de l'importance des bouffées et de l'heure de la dernière 

cigarette. C'est pourquoi, il est préférable de disposer d'un marqueur sensible et fiable de 

l'imprégnation tabagique. 



Figure 1 1 : Analyseur de monoxyde de carbone (CO Testeur@). 

Figure 12 : Résultat de la mesure du taux de monoxyde de carbone (CO Testeur@). 

. . . .  . . . . . . . . . . .  : : : . . . .  . . . . . . .  . : . : . : . . . . . . . . . . . . . . . 

Vknfieï si auire cause d'klevation CO 
Vknfieï que bien ncin fwnew 



2.2.2.2.2.2 Le dosage des thiocyanates : 

Le cyanure d'hydrogène et les cyanures organiques présents dans la fumée de cigarette 

sont absorbés au niveau du poumon, transformés au niveau hépatique en thiocyanates par une 

enzyme, la rhodonase, et éliminés dans les urines et la salive où ils sont le plus fréquemment 

dosés. Le taux d'acide cyanhydrique absorbé au niveau des poumons dépend beaucoup de la 

façon de fumer. Les cyanures liés à l'hémoglobine sous forme de cyanmethémoglobine sont 

physiologiquement métabolisés au niveau hépatique en thiocyanates. 

Les concentrations de thicyanates salivaires observées chez les fumeurs sont comprises entre 

2,9 à 11,6 mg/L, voisines des concentrations sanguines (4, 35 à 1 1,6 mgL) et seraient plus 

spécifiques du tabagisme. 

Mais il existe de nombreuses interférences, industrielles ou alimentaires qui rendent ce dosage 

peu intéressant et donc rarement prescrit (68). 

2.2.2.2.2.3 Les techniques de dosage de la nicotine et de ses métabolites : 

La nicotine, principal alcaloïde du tabac est responsable de la dépendance 

pharmacologique. Elle ne peut être utilisée comme marqueur d'intoxication tabagique en 

raison de sa demie vie courte (de 2 à 3 heures). La nicotine est rapidement et intensément 

métabolisée en de nombreux métabolites dont le principal est la cotinine. La cotinine, est 

donc utilisée comme marqueur de l'exposition tabagique puisque sa % vie est de 16 à 20h. La 

cotinine et les autres métabolites de la nicotine peuvent être dosés par différentes techniques. 

Nous allons détailler ces différentes méthodes de dosage : 

méthode séparative : chromatographie liquide à haute performance associée à un détecteur 

à ultraviolet 

méthode colorimétrique 

et méthode immunologique. 



Méthode séparative : chromatographie liquide à haute performance (HPLC) 

associée à un détecteur à ultraviolet 

Un protocole de recommandations pour le dosage de la cotinurie (meilleur témoin de 

l'imprégnation tabagique) a été établi de manière consensuelle après comparaison des 

différents protocoles utilisés par les membres de l'étude (61). Les recommandations sont 

détaillées dans le tableau ci-dessous (figure 13). 

La méthode préconisée est une chromatographie liquide en phase inverse avec 

appariement d'ions utilisant une colonne Cl8 à base de silice ultrapure sphérique ayant subi 

un traitement end-capping. L'étalon interne retenu est le 2-phénylimidazole. La cotinine étant 

une base faible possédant 2 pKa (pKal= 6,16 ; pKa2 = 10 ,96), la rétention maximale sera 

obtenue pour un pH < pKa2. L'ajout de triéthylamine améliore la symétrie des pics et celui 

d'alkyls sulfonates comme contre-ion, la sélectivité. La chromatographie liquide est couplée à 

un détecteur à ultra-violet dont la lecture est effectuée à 260 nm. 
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Figure 13: Recommandations pour le dosage de la cotinurie par chromatographie liquide 

couplée à la détection UV. 



Si les conditions d'analyse sont identiques pour le tabagisme actif et passif, il n'en est 

pas de même pour les étapes d'extraction et les gammes d'étalonnage utilisées. Une seule 

étape d'extraction de type liquide-liquide (dichloron~éthane en milieu basique) suffit dans le 

tabagisme actif pour une gamme de mesure de 0,15 à 2,5 mg/L. 

En revanche, pour le tabagisme passif où de faibles concentrations sont recherchées, il 

est préférable de privilégier la pureté de l'extrait en réalisant une ré-extraction en milieu acide 

sous forme de sel. 

La limite de détection a été déterminée à partir du signal mesuré pour 10 spécimens O 

et 10 spécimens d'une solution de cotinine à 10 y g L .  La limite de détection de la méthode est 

de 0,075 mg/L. L'imprécision, estimée par le coefficient de variation obtenu avec une 

solution de cotinine à 0,125 mg/L dosée 10 fois au cours d'une même série, est de 5%(56). 

Cette méthode séparative bénéficie d'une limite de détection basse et se caractérise par 

une grande spécificité. C'est la technique de référence mais elle n'est pas automatisable. Elle 

permet de différencier les fumeurs actifs, des fumeurs passifs et des non fumeurs. 

Méthode calorimétrique : 

La formation des dérivés colorés (métabolites de la nicotine) est obtenue par 

condensation avec l'acide barbiturique, suite à la rupture du cycle pyridine. Cette méthode est 

basée sur la réaction de Konig (KCN - chloramine T - acide barbiturique). 

La lecture est effectuée à 5 10 nm. Une solution de cotinine est utilisée pour la gamme 

d'étalonnage qui varie de O à 35mg/L, d'où l'expression des résultats en «équivalent 

cotinine ». 

Le seuil pour distinguer les fumeurs des non fumeurs est de 0,9 mg/L. 

Cette technique n'est plus que rarement utilisée puisque cette méthode de dosage est 

non spécifique et peu sensible. Son intérêt provenait du fait qu'elle ne nécessitait pas 

d'appareillage spécifique et qu'elle avait un prix de revient modique. Sa limite de détection la 

rend inadaptée au tabagisme passif. 



Méthode inimunologique : 

Nous allons détailler les 2 types d'immunodosages : en phase homogène et en phase 

hétérogène. Ces méthodes offrent la possibilité d'une automatisation et une durée de dosage 

réduite. Ce sont des méthodes d'une grande praticabilité (69). 

O Immunodosage en phase homogène : 

Ce test repose sur la compétition entre la cotinine présente dans l'échantillon à doser et 

la cotinine marquée par la glucose-6-phosphate déshydrogénase au niveau des sites de liaison 

d'un anticorps monoclonal de souris anticotinine. L'activité enzymatique décroît lorsque 

l'anticorps se lie, si bien que la concentration de cotinine de l'échantillon peut être mesurée en 

terme d'activité enzymatique. 

La trousse Cotinine Enzyme hmunoassay@ (Diagnostic Reagent TncB), 

commercialisée en France par la société MicorgénicsB peut être mis en œuvre sur l'analyseur 

Modular PP ou Cobbas (Roche Diagnostic@). Par ailleurs, la technique peut être adaptée sur 

les analyseurs << ouverts >> de biochimie. 

L a révélation à 340 nm fait intervenir la réaction de réduction du NAD+ en NADH, H+. 

La courbe d'étalonnage se fait en 6 points (O - 0,10 - 0'25 - 0,50 - 1,O - 2,O mg/L) à partir 

d'une urine négative surchargée de quantités croissantes de cotinine. 

Les échantillons dont la concentration est trouvée supérieure à 2,O mg/L sont réanalysés sur 

une dilution en eau physiologique. 

Il existe 2 contrôles proposés : un contrôle bas (0,25 à 0, 35 mgL) et un contrôle haut (0'65 à 

0'85 mg/L). 

La limite de détection est de 0,05 mg/L et le domaine de mesure est compris entre 0,05 et 2'00 

mg/L. 

La durée du dosage est de 5 à 8 minutes selon l'automate utilisé. 

Le dosage peut s'effectuer dans différents milieux : urines, plasma. Dans les urines, le cut off 

est à 0'50 mg/L. 



O 1mmunodosag;e des métabolites de la nicotine en phase hétérogène : 

Le principe est un dosage par compétition utilisant comme support solide une bille de 

polystyrène revêtue d'un anticorps poly clona1 de lapin anti-cotinine. Après incubation de 

l'échantillon biologique en présence d'un traceur de cotinine marquée à la phosphatase 

alcaline, le traceur en excès est éliminé lors de l'étape de lavage par centrifugation axiale. 

Après ajout du substrat chimio-luminescent, se déroule une étape d'incubation pendant 

laquelle l'enzyme exerce son activité catalytique. Le signal est mesuré par un 

photomultiplicateur. 

La méthode de dosage est rappelée sur le schéma de la figure 14 ci-dessous: 

Figure 14 : Dosages des métabolites de la nicotine par immuno-analyse. 

(schéma du laboratoire DPCB) 



La trousse Métabolite de la nicotine0 (importée par DPCB France) est 

commercialisée pour des dosages sériques et urinaires sur les analyseurs Immulite et Immulite 

2000. 

Ii existe 2 ajusteurs proposés : un ajusteur bas (environ 0'04 mg/L) et un ajusteur haut 

(environ 0,50 mg/L). 

La limite de détection est de à 0,01 mg/L. Le domaine de mesure des métabolites de la 

cotinine est de 0,01 à O,5Omg/L. 

La sensibilité analytique est de 0,005 mg/L. 

La spécificité est très élevée : l'anticorps utilisé est hautement spécifique de la cotinine ;la 

réactivité croisée avec d'autres substances ou médicaments naturellement présents dans les 

échantillons des patients n'est pas détectables. 

La présence de bilirubine, conjuguée ou non, n'a aucun effet sur le dosage ni sur la précision 

si la concentration ne dépasse pas 200 mg/L. La présence d'hémoglobine ne présente aucun 

effet sur les résultats ni sur la précision si la concentration ne dépasse pas 471 mg/dL. La 

présence de triglycérides jusqu'à une concentration de 3 000 mg/dL n'interfère ni sur la 

précision du dosage, ni sur les résultats. 

La durée de dosage est de 35 à 40 minutes selon les automates. 

Le dosage peut être effectué dans le sérum et le plasma. Dans le sérum, le cut off est de 0,025 

mg/L, c'est-à-dire que lorsque la cotinine est inférieure à 0,025 mg& le patient est considéré 

comme non fumeur ; au dessus, il est considéré comme fumeur. 

2.2.2.2.2.4 Utilisation des techniques de dosages des métabolites de la nicotine : 

Nous allons faire le point sur les performances analytiques des diverses méthodes 

applicables au dosage des métabolites de la nicotine, au regard de leur intérêt pour la pratique 

clinique. En effet, il existe différentes techniques de dosages de la cotinine dont on adaptera 

l'utilisation au type de tabagisme que l'on voudra mettre en évidence. 



Méthode sbparative : chromatographie liquide à haute performance (HPLC) 

associée à un détecteur à ultraviolet (UV) : 

C'est la technique de référence puisqu'ayant une limite de détection à 7,5yg/L et une très 

grande spécificité. 

Méthode çolorimétrique : 

Le dosage par cette méthode a été réalisé sur 52 échantillons d'urines lors de l'étude de Jacob 

et al (56). La corrélation entre la colorimétrie et la HPLC-UV est médiocre, le coefficient r est 

égal à 0'46. 

Méthode immunologique en phase homogène : 

L'imprécision importante constatée dans les concentrations inférieures à 0,2 mg/L 

avec la troussse Cotinine Enzyme Immunoassay@ (Diagnostic Reagent Inc@) rend leur 

utilisation inappropriée pour le dépistage du tabagisme passif (62). 

Deux études (62, 63) arrivent à la même conclusion : les concentrations de cotinine urinaire 

obtenues avec les trousses d'immunodosage en phase homogène sont plus élevées qu'en 

HPLC-UV. En effet, les anticorps réagissent de façon croisée mais partielle (50%) avec la 3- 

hydroxycotinine. Or, cette dernière correspond à 30% environ des métabolites urinaires de la 

nicotine, la cotinine n'en représentant que 15%. De plus, les concentrations de 3- 

hydroxycotinine et de cotinine peuvent varier dans un rapport allant de 2 à 7 selon les sujets. 

Ceci explique la corrélation relativement médiocre avec la HPLC-UV (r = 0'79 pour 

p=o,ooo 1). 

Méthode immunologique en phase hétérogène : 

Les techniques utilisant la trousse Métabolite de la nicotine@ de chez DPC@ ont par 

contre une bonne sensibilité, permettant le diagnostic du tabagisme passif grâce à son dosage 

urinaire (64). 



Le schéma suivant résume donc l'utilisation appropriée de chaque technique pour les 

différents types de tabagisme : 

- les méthodes chron~atographiques permettent de détecter tous les types de 

tabagisme ; 

- les méthodes immunologiques (en phase hétérogène) permettent de détecter le 

tabagisme passif et le tabagisme actif ; 

- les méthodes calorimétriques ne peuvent détecter que le tabagisme actif lorsqu'il ne 

s'agit pas de « petits fumeurs >>. 

Figure 15 : Comparaison des différentes techniques de dosages de la cotinine. 

(schéma du laboratoire DPC@) 



Une grande enquête dont on peut ainsi résumer les résultats a été menée aux Etats- 

Unis entre 1988 et 1991(57). Les fumeurs actifs ont, à de rares exceptions près, une 

concentration sanguine de cotinine supérieure à 10 pg/L et qui peut atteindre 1 000 yg/L. Les 

concentrations sont comprises entre O, 1 et 1 y g/L pour les non fumeurs et entre O, 1 et 10ygL 

pour les fumeurs passifs. C'est ce que nous résume la figure 16 ci-dessous. 

Sérum : seuil de 25 ng/ml entre fumeurs et non fumeurs 

Urine : non-fumeur < 50 pglL 

fumeur passif : 50 et 500 pg/L 

fumeur actif : 100 à > 20000 pg/L 

CLHP 6/10 50 100 500 5000 

l m m u l i % ~  BQ 1W 608 2000 20000 

Figure 16: Estimation des seuils d'interprétation pour le dosage de la cotinine plasmatique 

(schéma du laboratoire DPCO) 



3 MATERIELS ET METHODES : - 
Le but de cette étude prospective est d'évaluer le retentissement du tabagisme, évalué 

par le dosage des métabolites de la cotinine dans le sérum et le fluide folliculaire, sur les 

caractéristiques physicochimiques de la ZP de l'ovocyte et de l'embryon et les capacités 

d'implantation des embryons issus de ces ovocytes. 

3.1 Patientes : 

Cette étude prospective a concerné 78 couples suivis pour des problèmes d'infertilité 

et ayant bénéficié d'une FIV à l'hôpital Tenon entre Janvier et Avril 2005. 

Les conjointes ont été réparties, initialement d'après l'interrogatoire, en 3 groupes : 

fumeuses actives (groupe A ; n= 23) , fumeuses passives (groupe B ; n= 16), non fumeuses 

(groupe C ; n= 39). 

Les fumeuses passives sont différenciées en 2 sous groupes : tabagisme passif domestique 

(tabagisme du conjoint, n=13) ou environnemental (tabagisme dans le milieu professionnel, 

n=3) 

Les patientes des 3 groupes ont été appariées selon l'âge, le type d'indication, la durée de 

stimulation, l'estradiolémie, le rang de la tentative et le type de réponse à la stimulation. 

3.2 Protocole de stimulation : 

Les 78 cycles de stimulation ont été réalisés selon un protocole long. 

Le blocage de l'ovulation a été assuré soit par un agoniste du GnRH (Décapeptyl69, Ipsen 

Biotech) débuté en milieu de phase lutéale, soit par des antagonistes du GnRH (OrgalutranB, 

Organon, CétrotideB, Sérono). 

La stimulation ovarienne utilise des gonadotrophines exogènes recombinantes (Gonal 

Fm, Serono ou PurégonB, Organon) ou des gonadotrophines urinaires ménopausiques 

d'origine humaine (Ménopur69, Ferring). 

Le déclenchement de l'ovulation par 5 000 unités d' hCG recombinante (Ovitrelle0, 

Serono) est décidé sur les critères échographiques (> 3 follicules de 17 mm de diamètre) et 

biologiques (oestradiol plasmatique) (65). 

Le séium, prélevé au cours de ce protocole, sera conservé à -20°C en attente du 

dosage des métabolites de la cotinine, après centrifugation et décantation en 2 aliquotes de 2 

ml. 
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3.3 Ponction ovocytaire : 

La ponction folliculaire est réalisée 36 à 38 heures après le déclenchement de 

l'ovulation. L'examen des liquides de ponctions folliculaires à la recherche des ovocytes est 

effectué à l'aide d'une loupe binoculaire munie d'une platine chauffante maintenue à 37°C. 

Les CC0 recueillis sont ensuite placés à l'étuve à 37°C sous 5% de CO2 dans l'air, dans un 

milieu de culture approprié (IVF Medium@, Medicult en FIV, ISMIO, Medicult en ICSI). 

On récupérera l'ensemble des liquides folliculaires d'une même cohorte dont on prélèvera 

un échantillon. Les seringues contenant un fluide hémorragique ne seront pas gardées pour 

éviter toute contamination du dosage de la cotinine par la cotinine sérique. Les échantillons 

après centrifugation en aliquote de 2 ml seront conservés à -20" en attente du dosage. 

3.4 Préparation du sperme : 

Le sperme est préparé par gradient de densité sur colonne de PurespermO (45-90%). 

Après centrifugation de 20 minutes à 1500 tourslmin (centrifugeuse Jouan), puis lavage de la 

fraction 90% par 6mL de FerticultB, le culot est repris dans 0'1 à 0'5 rnL de milieu en 

fonction de la richesse du sperme et de la technique d'AMP utilisée : N F @  pour FIV 

conventionnelle, ISM 1 O pour ICSI. 

3.5 ICSI : 

Les ovocytes sont débarrassés des cellules du cumulus et de la corona par une 

exposition de 30 secondes à 40 U I h L  de hyaluronidase@ (SynVitro Hyadase, Medicult) 

suivie d'une décoronisation mécanique par pipetage dans des capillaires de 135 à 150pm de 

diamètre à l'aide d'un stripper (Micro X-CEL, Mid-Atlantic Diagnostics Inc). 

Les ovocytes en MI1 sont micro-injectés à l'aide de micropipettes Humagen sur la 

platine chauffante d'un microscope inversé (Olympus IMT2) équipé d'un micro-manipulateur 

(NarishigeSBP). Chaque ovocyte à micro-injecter est placé dans une microgoutte de milieu 

ISMl sous huile où il est maintenu par une micro-pipette de maintien reliée à une seringue 

permettant une aspiration contrôlée. 

Le spermatozoïde ralenti dans une solution à 10% de PVPO, est cisaillé 

mécaniquement au 1/3 moyen du flagelle puis injecté au centre de l'ovocyte. Les ovocytes 
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micro-injectés sont alors placés individuellement dans des boîtes à 4 puits à l'étuve à 37OC 

sous 5% de CO2 dans l'air, chaque puits contenant une micro-goutte de 1OpL d'ISM10 sous 

huile. 

3.6 FIV : 

Les complexes cumulo-ovocytaires (CCO) recueillis à la ponction sont tout d'abord 

incubés 3 heures dans le milieu N F  Medium@, tandis que les boîtes d'insémination contenant 

80 000 à 100 O00 spermatozoïdes dans le milieu IVF Medium@ dans le puits nO1 sont 

préparées et placées à l'étuve. L'insémination est alors réalisée : les C C 0  (par groupe de 4) 

sont placés dans le puits no 1. 

Le dénudage des ovocytes est réalisé mécaniquement 18 heures plus tard à l'aide d'un 

stripper et de capillaires de 150ym de diamètre. Après contrôle de la présence de 2 pronuclei, 

ils sont incubés séparément dans les microgouttes de 10pL d'IVF Medium@ sous huile, afin 

d'assurer un suivi exact de chaque zygote. 

3.7 Observation des zygotes : 

Les ovocytes sont observés 18 heures après la micro-injection ou 20 heures après 

l'insémination. Chaque zygote obtenu est alors décrit selon plusieurs critères (nombre, taille, 

position des pronuclei et, présence ou non d'un halo cytoplasmique). 

3.8 Suivi des embryons : 

Durant les jours suivants (52 et J3), la qualité des embryons est évaluée en tenant 

compte de paramètres morphologiques et cinétiques suivant la classification définie par les 

BLEFCO (nombre de blastomères, clivage typique ou atypique, pourcentage de fragments). 



3.9 Mesure des caractéristiques physicochimiques de la ZP : 

3.9.1 Epaisseur de la ZP : 

L'épaisseur de la ZP des embryons transférés (à 52 ou à 53) est mesurée aux 4 pôles 

de l'embryon à l'aide d'une grille adaptée sur l'écran d'un moniteur relié au microscope 

inversé. La moyenne des 4 déterminations est calculée ainsi que le coefficient de variabilité 

(ZPTV) 

(ZPTV= [(ZPmax -Zpmoy) IZP moy] x 100). 

La ZP a été considérée comme épaisse lorsqu'elle était supérieure à 15pm. 

3.9.2 Résistance de la ZP : 

Le temps de dissolution de la ZP des ovocytes non fécondés, en MLI, exposés à la 

pronase (2,5pg/ml, Protease P8811, Sigma dilué avec I'IVF Medium@) a été mesuré en 

minutes. L'observation a été effectuée à température ambiante sous la loupe binoculaire. 

Transfert et mesure du taux de CO: 

Soixante dix huit transferts ont été réalisés à 52 ou à 53 post insémination ou micro- 

injection selon l'estradiolémie de la patiente le jour de la ponction : 52 si < 2500 pgIrnL, 53 si 

> 2500 pg/mL. 

Avant chaque transfert, l'imprégnation tabagique a été évaluée par l'interrogatoire 

puis confirmée par la mesure du taux de CO dans l'air expiré grâce au CO-Tester@ , après 

accord de la patiente (chaque couple ayant signé après explications, un consentement éclairé 

concernant ce protocole de recherche) . La mesure consiste en une longue expiration continue 

dans un embout à usage unique relié à l'appareil de mesure. Les résultats sont exprimés en 

particules de CO expiré par millions de particules expirées (ppm). 



3.11 Dosage des métabolites de la cotinine dans le sérum et le 
fluide folliculaire : 

Après décongélation à température ambiante, les aliquots de sérum et de fluide 

folliculaire sont homogénéisés et centrifugés. Les surnageants sont placés dans des tubes à 

codes barres afin que l'automate Immunlite 2000 (DPC@) effectue par immuno-analyse les 

dosages des métabolites de la cotinine dans ces différents liquides. 

Les composants d'une trousse de 500 tests Référence LK NM 5 ont été mis en place 

dans l'automate Immunlite 2000 (DPCB) : une cartouche de 500 billes revêtues d'un 

anticorps polyclonal de lapin anti-cotinine ainsi qu'une cartouche de 1 1,5 ml de cotinine 

conjuguée à de la phosphatase alcaline (intestins de veaux) dans un tampon, avec 

conservateur. 

Afin de procéder à un ajustement, 2 flacons contenant les ajusteurs << métabolites de la 

nicotine » (<< bas >> et << haut >>), de 2 ml chacun, contenant de la cotinine dans du sérum 

humain prétraité, avec conservateur ont été également mis en place dans l'automate. 

Le contrôle << bas >> était mesuré à 2 reprises; les valeurs obtenues étaient : 12,8 et 14,6 mg/L 

pour un intervalle compris entre 8,7 et 16,3 mg/L. Le contrôle haut » était également mesuré 

à 2 reprises; les valeurs obtenues étaient : 45'1 et 48'5 mg/L pour un intervalle compris entre 

3 1,O et 55,O mg/L. 

3.12 Statistiques : 

Les résultats sont exprimés en moyenne +/- écart-type ou en pourcentage. 

Les différences des moyennes sont comparées grâce au test t de Student. Ce test est le 

mieux adapté à notre population qui est composée d'un faible effectif et dont les sujets ont été 

appariés. Nous avons supposé que la distribution de nos différents paramètres était 

gaussienne. 

Les taux de grossesse sont comparés grâce à un test de chi-deux, les valeurs de p< 

0'05 étant considérées comme statistiquement significatives. 

Toutes les informations ont été notées sur une feuille d'observation puis enregistrées 

sur une base de données (Microsoft Excel). 



3.13 Décision d'éclosion assistée : 

Tous les embryons ayant bénéficié, pour des indications précises (échecs répétés 

d'implantation, âge avancé de la patiente) d'un hatching, seront exclus de cette étude pour ne 

pas biaiser les résultats. 

3.14 Appariement des populations : 

Les 2 groupes ont été appariés en fonction de l'âge, du type de stérilité, du rang de la 

tentative, du type et de la durée de la stimulation, de la technique de FIV, du nombre 

d'ovocytes recueillis et du nombre d'embryons transférés, du type de fécondation afin de 

n'avoir comme seul paramètre différant que le tabagisme. 

3.15 Résultats des FIV : 

Une grossesse clinique est une grossesse ayant donné lieu à une sécrétion 

d'hCG>1000 UIIrnL ou à l'observation échographique d'un ou plusieurs sacs gestationnels. 

Le taux de grossesses cliniques est calculé en divisant le nombre de grossesses 

cliniques par le nombre de transferts. 

Le taux d'implantation est défini comme le nombre de sacs gestationnels observés à 

l'échographie divisé par le nombre d'embryons transférés. 



4 RESULTATS : - 

4.1 Population fumeuses actives : 

4.1.1 caractéristiques des populations étudiées : 

Le groupe des patientes fumeuses actives (n= 23) a été comparé au groupe des 

patientes non fumeuses et ne présentent aucune différence significative concernant les 

paramètres suivants : âge, type de stérilité, type et durée de stimulation, technique de FIV, 

nombre d'ovocytes recueillis et nombre d'embryons transférés, puisque ces populations ont 

été appariées. 

Les causes de l'infertilité sont masculines (52 vs 52%), féminines (26 vs 30%), mixtes 

(9 vs 3%) et idiopathiques (13 vs 4 %) respectivement pour les fumeuses actives et les non 

fumeuses. 

Pour les 46 ponctions, 466 ovocytes ont été recueillis, parmi lesquels 284 (62 %) 

étaient matures (métaphase II). 

Dans chaque groupe, 41 embryons transférés et 10 ovocytes non fécondés en 

métaphase II ont été étudiés. 

Les caractéristiques des populations sont présentées dans le tableau III. 

FUMEUSES ACTIVES NON FUMEUSES 

Nombre patientes 

Age patientes 

(année) 

Durée stimulation 

2 3 

33,43 +/- 4,42 

Oestradiolémie 

1 Nombre ovocytes recueillis I 215 I 25 1 

23 

33, 95 +/- 4,74 

11,39 +/- 2,80 

(pg/mL) 

Doses gonadotrophines 

1 Nombre MII I 129 I 155 

11,13 +/- 1,39 

2486 +/- 926 2506 +/- 811 

2404 + -  1024 2130 +/- 728 

Nombre Embr. Transférés 

Nombre MII étudiés 

Tableau III : Caractéristiques des 2 populations. 

4 1 

1 O 

4 1 

1 O 



4.1.2 Imprégnation tabagique : 

Cette imprégnation a été évaluée grâce à l'interrogatoire (nombre de cigarettes fumées 

par jour et durée du tabagisme), au taux de CO expiré et aux taux des métabolites de la 

cotinine dans le sérum et le fluide folliculaire : 

Tableau IV : Evaluation imprégnation tabagique. 

Nbre cigarettes /jour 

Nbre paquets /année 

Taux de CO expiré ( P P ~ )  

Taux métabolites cotinine sérique 

(ng/ml) 

Taux métabolites cotinine fluide 

folliculaire (ng/ml) 

Il existe une bonne corrélation entre le taux des métabolites de la cotinine dans le 

sérum et le fluide folliculaire (figure 17). Ce dosage est un bon marqueur de l'imprégnation 

tabagique puisque toutes les patientes fumeuses actives ont eu des taux de métabolites de la 

cotinine détectables (>IO nglml), à la différence des non fumeuses. 

Figure 17: Métabolites de la cotinine sérique / folliculaire (ng/ ml). 

FUMEUSES ACTIVES 

6,9 1 -  4,22 

10, 69 +/- 6,89 

8,52 +/- 6,OO 

216,6 +/- 132,9 

166,O +/- 117,l 

NON FUMEUSES 

O 

O 

2,95 +/- 1,lO 

< 10 

< 10 



4.1.3 Caractéristiques physicochimiques de la ZP : 

On a donc pu comparer les caractéristiques physicochimiques de la ZP entre les 2 

populations. 

L'épaisseur moyenne de la ZP des embryons transférés, le coefficient de variabilité de 

la ZP des embryons transférés, le temps de dissolution des ovocytes en métaphase II non vus 

fécondés ainsi que l'épaisseur moyenne de la ZP des autres embryons de la cohorte ont été 

étudiés (cf tableau V). 

ZONE PELLUCIDE 1 FUMEUSES ACTIVES 1 NON FUMEUSES 

Epaisseur moyenne * (pm) 

embryons transférés 

Coeff. de variabilité ZPTV (%) 1 1 1 ,O3 +/- 5,36 1 10,6 +/- 6,O 

Embryons transférés I l 
Temps dissolution pronase*' (mn) 1 5,95 +/- 1,55 

embryons de la cohorte *** I I 

6,05 +/- 1,39 

Epaisseur moyenne autres (pm) 

1 1 

'K L'épaisseur moyenne a été calculée sur les embryons avant leur transfert (pm). 

** Le temps de dissolution sous l'action de la pronase (2,5 pg/rnL) a été mesuré en minutes. 

L'épaisseur moyenne a été calculée sur les embryons le jour de leur transfert (pm). 

14,83 +/- 2,35 

Tableau V : Caractéristiques physicochimiques de la ZP des ovocytes et des embryons. 

15,61 +/- 2,45 

La comparaison des caractéristiques physicochimiques de la ZP entre les 2 groupes de 

patientes n'a pas retrouvé de différence significative (figure 10). 



Diag. en bâtons 
Eclaté par : population 
Barres d'erreurs : + 1 aéviation(s) standard(s) 

20 

T 

Figure 18 : Caractéristiques physicochimiques de la ZP des ovocytes et des embryons. 

En effet, il n'y a pas de différence significative concernant l'épaisseur moyenne de la ZP des 

embryons transférés et celle des autres embryons de la cohorte entre les fumeuses actives et les non 

fumeuses (respectivement 15'39ym vs 15'03 y m et 14'83pm vs 15'6 1 y m). 

On remarquera que le temps de dissolution sous l'action de la pronase est identique à celui rapporté par 

Loret de Moya (37) et semble être une caractéristique de l'embryon humain. 

Lorsque l'on s'intéresse aux fumeuses importantes (taux des métabolites de la cotinine folliculaire 

> 200 ng/ml), on n'observe pas sur leurs embryons transférés (n = 10) une augmentation significative de 

l'épaisseur moyenne de la ZP par rapport aux embryons des fumeuses modérées (épaisseur ZP : 15'57 vs 

15,33 pm). 

4.1.4 Résultats de la FIV : 

Les 46 ponctions ont abouti à 46 transferts de 82 embryons. 

En utilisant soit la FIV conventionnelle soit I'ICSI, 192 ovocytes (68 %) ont été fécondés 

normalement, c'est-à-dire vus au stade de 2 PN à JI. 

Le taux de fécondation n'était pas statistiquement différent entre les fumeuses actives et les non 

fumeuses (61% vs 75%). Il en est de même pour le taux de clivage (95,21% vs 98'56%). 

Une moyenne de 1'78 embryons a été transférée et 13 grossesses uniques ont été obtenues. 
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La différence observée pour les taux de grossesses par transfert (22% vs 35%) et pour les taux 

d'implantation par embryon transféré (12% vs 20%) n'est pas statistiquement significative entre les 

fumeuses actives et les non fumeuses sur cette petite série. 

Tableau VI : Résultats de la FrV entre les fumeuses actives et les non fumeuses. 

Nombre de ponctions 

Nombres ovocytes matures 

Taux de fécondation (2PN) (%) 

Taux de fécondation anormale (%) 

Taux de clivage (%) 

Nombre moyen d'embryons 

transférés 

Taux implantation 1 Embryon 

transféré (%) 

Nombre grossesses cliniques 

Taux grossesses cliniques1 transfert 

4.1.5 Effet de l'observation : 

Des observations multiples ou trop longues des embryons peuvent être délétères. Les résultats 

obtenus lors de transferts, pour lesquels la mesure de l'épaisseur de la ZP n'a pas été réalisée ont été 

comparés à ceux obtenus lors de transferts pour lesquels la mesure de l'épaisseur de la ZP a été réalisée. 

Les taux de grossesse par transfert ainsi que les taux d'implantation ne sont pas différents lorsque 

la mesure de la ZP des embryons transférés a été réalisée ou non (d'après le test du chi-deux). 

FUMEUSES ACTIVES 

2 3 

129 

61 % 

3 % 

95'21% 

1,78 

12% (5 141) 

5 

22% (5 1 23) 

NON FUMEUSES 

23 

155 

75 % 

6 % 

98'56 % 

1'78 

20% (8 1 41) 

8 

35% (8 123) 

Tableau VII : Comparaison des taux de grossesse et d'implantation avec ou sans mesure de l'épaisseur de 

la ZP des embryons transférés. 

Nombre de ponctions 

Nombres d'E. transférés 

Taux implantation (%) 

Taux grossesse1 transfert (%) 

AVEC MESURE ZP 

78 

139 

16,5% 

24'6 % 

SANS MESURE ZP 

5 1 

90 

14'5% 

21,6 % 



4.2 Population fumeuses passives domestiques : 

4.2.1 Caractéristiques des populations étudiées : 

L'imprégnation tabagique peut également être due au tabagisme du conjoint. Nous avons donc 

étudié cette population de femmes en comparant ce groupe de patientes fumeuses passives (n= 13) au 

groupe des patientes non fumeuses. 

Ces femmes ont été appariées selon les mêmes paramètres précédemment cités. 

Les caractéristiques de ces populations sont présentées dans le tableau VIII. 

Tableau VIU : Caractéristiques des populations : fumeuses passives conjoint et non fumeuses. 

Nombre patientes 

Age patientes (année) 

Dusée stimulation (J) 

Estradiolémie (pg/mL) 

Doses gonadotrophines (UI) 

Nombre ovocytes recueillis 

Nombre MII 

Nombre Embr. Transférés 

FUMEUSES PASSIVES CONJOINT 

13 

36,83 +/- 3,85 

11,08 +/- 2,23 

2460 +/- 1221 

3189 +/- 1161 

7,25 +/- ,75 

5,91 +/- 3,34 

1,91 +/- 0,51 

NON FUMEUSES 

13 

37,25 +/- 3,79 

11,41 +/- 1,16 

2418 +/- 982 

2864 +/- 1346 

8,25 +/- 2,52 

6,OO +/- 1,75 

1,91 +/- 0,51 



4.2.2 Imprégnation tabagique : 

Cette imprégnation a été évaluée grâce à l'intessogatoire, au taux de CO expiré et aux taux des 

métabolites de la cotinine dans le sérum et le fluide folliculaire. 

On constate que l'intoxication passive des femmes par leurs conjoints est modérée puisque des 

taux faibles de métabolites de la cotinine <lOng/ml dans le fluide folliculaire ont été retrouvés, 

semblables à ceux des non fumeuses. 

Tableau IX : Evaluation imprégnation tabagique. 

Taux de CO expiré ( P P ~ )  

Taux métabolites cotinine sérique 

(ng/ml) 

Taux métabolites cotinine fluide 

folliculaire (ng/ml) 

4.2.3 Caractéristiques physicochimiques de la ZP : 

On a donc pu comparer les caractéristiques physicochimiques de la ZP entre les 2 populations 

FUMEUSES PASSIVES CONJOINT 

2,66 +/- 1,30 

< 10 

< 10 

NON FUMEUSES 

2,83 +/- 1,40 

< 10 

< 10 

1 embryons transférés I l l 

NON FUMEUSES 1 ZONE PELLUCIDE 

Epaisseur moyenne * (IJm) 

FUMEUSES PASSIVES 

* L'épaisseur moyenne a été calculée sur les embryons avant leur transfert (pm). 

14,9  +/-2,03 

Coeff. de variabilité ZPTV (%) 

Embryons transférés 

Tableau X: Caractéristiques ~hysicochimiques de la ZP des embsyons. 

14,23 +/- 1,96 

La comparaison des caractéristiques physicochimiques de la ZP entre les 2 groupes de patientes 

12,09 +/-7,91 

n'a pas retrouvé de différence significative. En effet, l'épaisseur moyenne de la ZP et le coefficient de 

1 1,76 +/- 5,72 

variabilité de la ZP des embryons transférés entre les fumeuses passives domestiques et les non fumeuses 

ne diffèrent pas de manière statistiquement significative (respectivement 14,9ym vs 14,23pm et 12,09% 

vs 1 1,76%). 
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4.2.4 Résultats de la FIV : 

Tableau XI : Résultats des FIV pour les fumeuses passives conioint et les non fumeuses. 

Nombre de ponctions 

Nombres ovocytes matures 

Taux de fécondation (2PN) (%) 

Taux de fécondation anormale (%) 

Taux de clivage (%) 

Nombre moyen d'embryons 

transférés 

Taux implantation / Embryon 

transféré (%) 

Nombre grossesses cliniques 

Taux grossesses cliniques1 transfert 

Les 26 ponctions ont abouti à 26 transferts de 46 embryons. Le taux de fécondation n'était pas 

statistiquement différent entre les fumeuses passives et les non fumeuses (64'7% vs 63,8%). 11 en est de 

même pour le taux de clivage (90,5% vs 100%). 

Une moyenne de 1,91 embryons a été transférée et 7 grossesses uniques ont été obtenues. 

La différence observée pour les taux de grossesses clinique par transfert (23% vs 3 1 %) et pour les 

taux d'implantation par embryon transféré (14% vs 18%) n'est pas statistiquement significative entre les 

fumeuses et les non fumeuses sur cette petite série. 

FUMEUSES PASSIVES CONJOINT 

13 

7 1 

64,7 % 

8,4 % 

90,5 % 

1'91 +/- 0'51 

14 % (3 / 23) 

3 

23 % (311 3) 

NON FUMEUSES 

13 

7 2 

63,8 % 

9,7 % 

100 % 

1,91 +/- 0,51 

18 % (4 123) 

4 

31 % (41 1 3) 



4.3 Population fumeuses passives environnement : 

Dans cette population, seulement 3 patientes cas ont été retenues. 

I 1 Fumeuses Passives Environnement 1 Non Fumeuses l 
Epaisseur moyenne '!' (pm) 

embryons transférés 

Coeff. de variabilité ZPTV (%) 

Embryons transférés 
I I 

* L'épaisseur moyenne a été calculée sur les embryons avant leur transfert (pm). 

Tableau XII : Caractéristiques ~hysicochimiques de la ZP des embryons. 

La comparaison des caractéristiques physicochimiques de la ZP entre les 2 groupes de patientes 

n'a pas retrouvée de différence significative. En effet, l'épaisseur moyenne de la ZP et le coefficient de 

variabilité de la ZP des embryons transférés entre les fumeuses passives « environnement >> et les non 

fumeuses ne diffèrent pas de manière statistiquement significative (respectivement 14,95pm vs 14,83pm 

et 12,66% vs 10%). 



5 DISCUSSION : - 

On peut tout d'abord constater que, dans notre centre, la politique de prévention du tabagisme est 

efficace puisque seulement 10 % des femmes fument encore (23 fumeuses actives sur les 220 femmes 

pouvant être incluses dans cette étude). Et lorsqu'elles fument, elles fument modérément : le nombre de 

cigarettes fumées en moyenne est de 6'9 par jour. L'interrogatoire, même s'il évalue le nombre de 

cigarettes fumées par jour et la durée du tabagisme n'est pas suffisant pour évaluer l'imprégnation 

tabagique. 

Pour préciser l'importance de cette imprégnation, nous avons utilisé l'analyseur de CO qui se 

révèle être pour notre étude un instrument de mesure moins intéressant que nous l'aurions pensé. En 

effet, la mesure du taux de CO était réalisée avant le transfert des embryons qui se déroule en milieu de 

matinée. La plupart des femmes ne f~iment pas le matin et le taux de CO mesuré n'était pas augmenté 

puisqu'il est le reflet de l'intoxication des quelques heures précédents la mesure. De plus, les fumeuses 

ont bénéficié 48 heures avant d'une anesthésie générale et c'est souvent le début du sevrage tabagique. La 

mesure du taux est donc une Illesure rapide, non invasive et peu coûteuse mais n'est le reflet de 

l'imprégnation tabagique que des heures précédent la mesure. Il faut donc l'associer à un autre marqueur 

de l'imprégnation tabagique. 

Le dosage des métabolites de la nicotine, telle la cotinine est un bon marqueur de l'imprégnation 

tabagique puisque toutes les patientes fumeuses actives ont eu des taux détectables (2 10 nglml) à la 

différence des non fumeuses. C'est donc un bon marqueur de l'imprégnation tabagique active. Comme il 

existe une bonne corrélation entre les taux sériques et folliculaires des métabolites de la nicotine, on peut 

donc penser que le dosage sérique suffit. Le séium est un milieu biologique beaucoup plus << accessible >> 

que le fluide folliculaire ! 

U existe différentes techniques de dosages de la cotinine et des métabolites de la nicotine. La 

technique de référence (seuil de détection de 7,5 pg/L et meilleure spécificité) est la chromatographie 

liquide à haute performance (HPLC) associée à un détecteur à ultraviolet mais elle est difficilement 

automatisable et donc difficilement utilisable en technique de routine, même si l'étude de Jacob et al 

montre une transférabilité des résultats interlaboratoires globalement satisfaisante. De plus, la HPLC-UV 

apparaît comme une méthode suffisamment sensible pour mesurer les concentrations observées dans 

l'urine des sujets soumis au tabagisme passif. 11 s'avère cependant nécessaire de combiner deux étapes de 

purification (56). 



L'imprécision importante constatée dans les concentrations inférieures à 0,2 mg/L avec la trousse 

Cotinine Enzyme IrnmunoassayC3 (Diagnostic Reagent In&) rend son utilisation inappropriée pour le 

dépistage du tabagisme passif (56). Les concentrations de cotinine urinaire obtenues avec les trousses 

d'immunodosage en phase homogène sont plus élevées qu'en HPLC-UV. En effet, les anticorps 

réagissent de façon croisée pais partielle (50%) avec la 3-hydroxycotinine comme le précise la fiche 

technique de Diagnostic Reagent IncC3. Or, la 3-hydroxycotinine correspond à 30% environ des 

métabolites urinaires de la nicotine, la cotinine n'en représentant que 15%. De plus, les concentrations de 

3-hydroxycotinine et de cotinine peuvent varier dans un rapport allant de 2 à 7 selon les sujets.Ceci 

explique la corrélation relativement médiocre avec la HPLC-UV (56). 

Les concentrations obtenues avec la trousse Métabolites de la nicotine@ de DPC France@ sont 

plus élevées que celles observées sur les mêmes échantillons d'urine avec les techniques en phase 

homogène, les anticorps permettant de révéler un spectre plus large de métabolites de la nicotine (56). 

Cette technique est donc un bon compromis, pour l'évaluation de l'inlprégnation tabagique active, entre 

les performances analytiques et les aspects pratiques (automatisation, rapidité de rendu des résultats), 

mais ne permet pas une évaluation de l'imprégnation tabagique passive (limite de détection de 0'01 

m g m .  

En effet, on constate dans notre étude que, concernant les fumeuses passives, d'après les 

biomarqueurs, il n'existe pas d'imprégnation tabagique (taux de métabolites de la nicotine indétectables 

par immuno-analyse). En revanche, on note une réduction, même si elle n'est pas statistiquement 

significative pour cette petite série d'une part, des taux d'implantation (passant de 18 % pour les 

fumeuses passives dus au tabagisme de leur conjoint à 14 % pour les non fumeuses) et d'autre part des 

taux de grossesses cliniques par transfert (passant de 3 1 % pour les fumeuses passives à 23 % pour les 

non fumeuses). Cela soulève le problème de la limite de sensibilité de la technique utilisée. 

Zenzes et al (66) a montré que la cotinine s'accumulait dans les follicules en maturation des 

fumeuses régulières et pouvait alors interagir directement avec les cellules du follicule et de l'ovocyte au 

cours de sa croissance et de sa maturation. 

Dans l'étude de Shiloh et al (l), la ZP des ovocytes des patientes fumeuses actives ou passives est 

significativement plus épaisse ( L  20ym en moyenne) que celle des non fumeuses (15ym en moyenne). 

Cette différence ne s'expliquant ni pour l'âge, ni pour le niveau basal de FSH plasmatique, ni par la 

réponse à la stimulation qui sont identiques entre les différents groupes, ne peut être corrélée, d'après les 

auteurs, qu'à la consommation de tabac. Cette épaisseur accrue de la ZP pourrait altérer le processus de 

fécondation puisque les ovocytes fécondés en FIV ont une ZP plus fine que les non fécondés (36). Pour 
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Bertrand et al, l'épaisseur de la ZP est une caractéristique intrinsèque de chaque ovocyte, témoignant de 

sa fécondabilité et n'est que faiblement influencée par la stimulation ovarienne. Si l'intoxication 

tabagique chronique modifie les caractéristiques physiques de la ZP, elle pourrait être responsable d'une 

réduction des taux de fécondation in vivo et in vitro. Cependant, l'étude de Shiloh ne comporte aucune 

donnée sur les résultats biologiques de la FIV et, les travaux de Hugues (10) et de Sterzik (il) n'ont pas 

montré de chute des taux de fécondation chez les patientes fumeuses. 

L'amincissement naturel de la ZP dans les 48 heures qui suivent la fécondation ne semble pas 

influencé par le tabagisme et la ZP des embryons des femmes fumeuses est donc d'après Shiloh et al, plus 

épaisse que celle des embryons des femmes non fumeuses. 

L'épaisseur de la ZP étant considérée comme un des principaux facteurs pouvant influencer les 

capacités d'éclosion d'un embryon (Cohen, 42), on peut penser qu'une intoxication tabagique, entraînant 

un accroissement d'épaisseur de la ZP, serait responsable de difficultés d'éclosion expliquant en partie le 

retentissement délétère du tabac sur l'implantation et la fertilité féminine. On disposerait alors, avec 

l'éclosion assistée d'un outil thérapeutique susceptible de contre balancer cet effet. 

Malheureusement, dans notre étude, contrairement aux constatations de Shiloh (1)' le tabagisme 

actif ou passif ne semble pas entraîner une quelconque modification dans les caractéristiques 

physicochimiques de la ZP, que ce soit son épaisseur moyenne, la variabilité de cette épaisseur ou sa 

capacité de résistance aux enzymes protéolytiques. Les taux de fécondation en FIV classique sont 

d'ailleurs identiques dans les groupes fumeuses et non fumeuses (59 %vs 65 %). 

Nous observons cependant, même si elle n'est pas statistiquement significative dans cette petite 

série, une réduction des taux d'implantation (12% vs 20%) et de grossesse par ponction (22% vs 35%) 

entre les fumeuses actives et les non fumeuses, ce qui rejoint les constatations de la littérature (voir 

paragraphe 2-a). 

Cet impact potentiellement négatif du tabac n'est pas due, d'après notre étude, à une modification 

de la ZP embryonnaire qui n'est pas altérée par un tabagisme modéré. C'est en effet la différence 

essentielle entre nos données et celles de Shiloh et al (1) qui définit les fumeuses actives comme fumant 

plus de 10 cigarettes par jour. Dans notre étude, seules 4 patientes peuvent être considérées comme ayant 

une imprégnation tabagique sévère (2 200 nglml de métabolites de la cotinine dans le fluide folliculaire). 

L'épaisseur moyenne de la ZP des embryons de ces patientes n'était cependant que de 15,57 Fm 

comparée à plus de 18 Fm dans la série de Shiloh pour les fumeuses actives et passives. 



Curieusement, il n'y a dans l'étude de Shiloh, aucune différence d'épaisseur de la ZP 

embryonnaire entre fumeuses actives et passives (la zone pellucide des ovocytes à JO pour les fumeuses 

actives est de 20,lpm alors qu'elle est de 20,6pm pour les fumeuses passives) alors que ces dernières 

devraient théoriquement présenter une intoxication moins sévère. C'est d'ailleurs une des limites de ce 

travail que de ne se baser que sur l'interrogatoire et non sur des données objectives pour évaluer la 

consommation tabagique. 

6 CONCLUSION : - 

Même si le tabac n'avait aucun impact sur les caractéristiques physicochimiques de la ZP, les 

arguments en faveur de son retentissement négatif sur la fertilité féminine plaident pour une prévention 

accrue de l'intoxication tabagique active et passive avant toute Assistance Médicale à la Procréation. 

A l'hôpital Tenon, cette politique de prévention du tabagisme est efficace puisque nous n'avons 

pu recruter que 23 patientes fumeuses actives et 16 patientes fumeuses passives au cours de 4 mois 

pendant lesquels notre étude a duré. 
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RESUME DE LA THESE : 

De nombreuses études épidémiologiques ont montré que le tabagisme actif et passif était associé à une 

diminution de la fertilité naturelle et des résultats obtenus en Assistance Médicale à la Procréation. La 

zone pellucide (ZP), qui jouk un rôle important dans les processus de fécondation et d'implantation 

pourrait être modifiée par ce type d'intoxication. Nous avons étudié le retentissement du tabagisme, 

évalué par le dosage des métabolites de la cotinine dans le sérum et le fluide folliculaire (technique en 

chimiluminescence automatisée (Immulite 2000 de PDCB), sur les caractéristiques physicochimiques de 

la ZP de l'ovocyte (épaisseur moyenne, coefficient de variabilité de la ZP et temps de dissolution des 

ovocytes non fécondés sous l'action de la pronase) et les capacités d'implantation des embryons issus de 

ces ovocytes. 23 fumeuses actives et 16 fumeuses passives, prises en charge dans un programme de FiV ou 

d'ICSI ont été appariées à des non fumeuses. Ce dosage est un bon marqueur de l'intoxication tabagique 

puisque toutes les patientes fumeuses ont eu des taux de cotinine folliculaire détectables (IlOngIml) il la 

différence des non fumeuses. Dans notre étude, on ne retrouve pas de différence significative ni pour 

l'épaisseur ni pour la sensibilité aux enzymes protéolytiques de la ZP entre les fumeuses actives, les 

fumeuses passives et les non fumeuses. Pourtant, le tabac a incontestablement un impact négatif sur la 

fertilité féminine et l'intoxication tabagique se reflète dans l'environnement direct de l'ovocyte (fluide 

folliculaire). Mais, il ne semble pas que cet effet délétère du tabac passe par le biais d'un impact sur la ZP 

ovocytaire. 
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