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Introduction

L’Aide médicale a la Procréation est un domaine en plein essor depuis une vingtaine
d’années. Selon le rapport annuel d’activité 2010 de I’ Agence de Biomédecine, le nombre de
tentatives de Fécondations In Vitro (FIV) est actuellement de 56 875 par an en France.

Les taux de succes sont cependant stables, avec environ 23,8 % de grossesses
échographiques par tentative de FIV standard et 26,3 % par tentative de FIV avec Injection
Intra-Cytoplasmique du Spermatozoide (ICSI) [1]. Il existe notamment des sous-groupes de
patientes pour lesquelles la stimulation ovarienne est particulierement délicate. Il s’agit des
patientes agées (dont la proportion ne cesse d’augmenter) et des patientes dites « mauvaises »

répondeuses.

Plusieurs pistes de recherche existent pour améliorer la réponse a la stimulation
ovarienne. L’évolution de la recherche pharmaceutique a permis la synthése de
gonadotrophines recombinantes (FSH et LH). La FSH recombinante est utilisée
exclusivement dans un grand nombre de stimulations ovariennes, aux dépens des associations
de FSH et LH, comme la human Menopausal Gonadotrophine (hMG), par exemple. Or il
subsiste actuellement de nombreuses zones d’ombre concernant le role exact de la LH et son

caractére indispensable ou non lors des stimulations ovariennes en FIV.

L’objectif de notre travail était de faire le point sur les connaissances actuelles du role de
la LH a travers une recherche bibliographique internationale.

Puis nous avons évalué¢ I'intérét d’une stimulation ovarienne mixte par FSH et LH
recombinantes, par rapport a une stimulation par FSH recombinante uniquement. Chaque

patiente incluse dans notre étude rétrospective était son propre témoin.

Le but de cette étude est de prouver que I’apport de LH en FIV permet d’obtenir de
meilleurs résultats que dans les protocoles utilisant simplement de la FSH. Et ceci dans la
population générale ou du moins dans certains sous-groupes (patientes agées, mauvaises

répondeuses...)
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Enfin, nous nous sommes appuyés sur les résultats de 1’étude rétrospective pour mettre
en place une étude prospective actuellement en cours dans le service d’AMP de la Maternité.
Nous détaillerons les différentes étapes de la mise en place de cette étude, son protocole

de déroulement et les premiéres difficultés rencontrées depuis le début des inclusions.
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1°" partie : Role de la LH

Introduction

Au cours des deux derniéres décennies, deux événements ont contribué a creuser ’écart
entre la dynamique hormonale de la stimulation ovarienne et celle du cycle menstruel. Tout
d’abord, lors de la stimulation ovarienne, la suppression profonde des gonadotrophines
endogenes par les agonistes de la GnRH a conduit a restaurer 1’environnement hormonal
nécessaire a une maturation et une stéroidogencese adéquates des follicules. Ensuite, des
préparations gonadotrophiniques de plus en plus pauvres en activit¢ LH ont été employées
dans I’idée que la seule action de la FSH pourrait suffire au développement et a la maturation
des follicules [2, 3].

Actuellement, on assiste a un regain d’intérét pour le role de la LH pendant le
développement folliculaire, dans le but d’optimiser la qualité de la stimulation ovarienne.

Nous avons voulu faire une syntheése des données anciennes concernant le role biologique
de la LH sur le follicule ovarien, et des données plus récentes acquises grace aux progres

scientifiques et thérapeutiques. ..
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1. Physiologie, exploration fonctionnelle de la LH

a) Structure de la LH

Les deux gonadotrophines hypophysaires sont la Luteinizing Hormone (LH) et la Follicle
Stimulating Hormone (FSH). Ce sont des hormones glycoprotéiques, formées de deux sous-
unités a et B reliées par des liaisons non covalentes.

La sous-unité o est formée de 92 acides aminés. Elle est commune a LH, FSH, mais
aussi @ TSH et a hCG.

La sous-unité B est formée de 121 acides aminés pour LH et 118 pour FSH. C’est elle
qui confére la spécificité biologique et immunologique de 1’hormone, mais la formation de
I’hétérodimere est essentielle a 1’activité biologique.

La structure tridimensionnelle des sous-unités est déterminée par les résidus cystéines qui

forment cinq ponts disulfures dans la sous-unité a et six dans la sous-unité f3.

I1 existe 82% d’homologie entre les sous-unités f de I’hCG et la LH, 40% entre les sous-

unités de FSH et TSH et une moindre homologie entre les sous-unités a et B [4] (cf Figure 1).

BhCG
82%

BLH

437’ \1%

BTSH <€——> BFSH
40%

Figure 1 : Homologie entre les sous-unités f des gonadotrophines, de ['hCG et de la TSH
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b) Génesdela LH

Le géne de la sous-unité a a été identifi¢ par Fiddes et Goodman [5]. 1l est situé sur le
chromosome 6, région q21-q23, composé de quatre exons et quatre introns. Sa taille est de 9,4
kilopaires de base.

Le gene de la sous-unité B-LH appartient a une famille de 8 génes dont un seul code pour
la LH [6]. Les sept autres sont des génes ou pseudogenes de la sous-unité B-hCG, dont trois
seulement sont fonctionnels. Ils sont situés dans la région q13.32 du chromosome 19. La taille

du gene B est d’environ 1.5 kilopaires de base et comporte trois exons et deux introns.

c¢) Synthese, sécrétion et métabolisme

Les sous-unités a et B sont synthétisées sous forme de préhormones contenant
un peptide signal d’environ 20 AA. Ce peptide hydrophobe permet 1’ancrage du polypeptide
en cours d’¢longation dans la lumiére du réticulum endoplasmique granuleux ou débute la
glycosylation des sous-unités. L’apparition du dimere o-f se fait dans le réticulum
endoplasmique, 10 a 30 minutes apres la biosynthése. La maturation des chaines glycanniques
commence alors, pour se terminer dans 1’appareil de Golgi. La glycosylation est indispensable
pour I’effet biologique de I’hormone mais pas pour la liaison de I’hormone a son récepteur [7]
; elle jouerait aussi un role dans la stabilit¢ de I’hormone. Les formes sécrétées dans le milieu
apparaissent 1 a 3 heures apres leur synthese. Les sous-unités a sont sécrétées en exces donc
circulent librement sous forme inactive. La syntheése du dimere est ainsi limitée par le taux de

sous-unité f3.

La LH est stockée dans des granules de sécrétion qui sont formés au niveau du réseau
trans-golgien puis qui migrent jusqu’a la périphérie de la cellule. Sous ’effet d’un stimulus
sécrétoire, les granules libérent leur contenu dans la circulation par exocytose. La pulsatilité
de la sécrétion de LH est connue depuis 1971 [8]. Elle est un reflet indirect de la pulsatilité de

la GnRH [9].
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La demi-vie plasmatique des gonadotrophines hypophysaires est courte : 20 minutes pour
la LH et 60 minutes pour la FSH. Le catabolisme est hépatique aprés désialylation et
I’¢limination est urinaire ou par internalisation au niveau des organes cibles, suivie d’une

dégradation lysosomiale.

d) Régulation

° La GnRH

La GnRH est un décapeptide hypothalamique de dix AA (cf Figure 2), synthétisé
principalement dans le noyau arqué et 1’aire pré-optique. Elle est sécrétée de facon pulsatile
au niveau de I’éminence médiane de 1’hypothalamus dans le systéme porte hypothalamo-
hypophysaire jusqu’a I’antéhypophyse.

La fréquence des pulses varie en fonction des phases du cycle menstruel : elle
augmente en effet en milieu de phase folliculaire et en période pré-ovulatoire [10].
L’amplitude des pulses n’augmente quant a elle qu’en phase pré-ovulatoire, grace au
rétrocontrole positif de 1’oestradiol a cette phase du cycle.

La GnRH n’est pas dosable dans le sang périphérique en raison d’une courte demi-vie (2
a 8 minutes) et de faible quantité. Au niveau hypophysaire, elle se lie au récepteur de la

GnRH et stimule la synthese et la sécrétion des gonadotrophines.

Figure 2 : Schéma de la GnRH
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La pulsatilité de sécrétion de la GnRH est essentielle, car une administration continue
entraine une diminution du nombre de récepteurs hypophysaires et donc une diminution de la
sécrétion des gonadotrophines [11]. C’est ce phénomene de désensibilisation qui est utilisé en
FIV dans les protocoles longs avec agoniste de la GnRH. Cette désensibilisation est cependant
précédée d’une décharge initiale importante de LH et FSH (le « flare-up ») par stimulation des

récepteurs de la GnRH, jusqu’a leur saturation puis internalisation.

Le récepteur de la GnRH est une glycoprotéine appartenant a la superfamille des
récepteurs a sept domaines transmembranaires et caractérisée par une absence de domaine
intracellulaire. Ce récepteur est couplé aux protéines G et a des canaux calciques. Sa masse
moléculaire est d’environ 60 kDa. Il existe plusieurs mutations du géne du récepteur de la

GnRH pouvant aller jusqu’a entrainer des hypogonadismes hypogonadotropes [12, 13].

° L’oestradiol

Les effets de l’oestradiol sur la sécrétion des gonadotrophines sont complexes et
biphasiques chez la femme : le rétrocontrdle est négatif, sauf au moment du pic ovulatoire. Ce
rétrocontrole s’exerce probablement au niveau hypothalamique et hypophysaire [14]. Lors du
pic ovulatoire, I’action positive de I’cestradiol a lieu par le biais d’'une augmentation de la
fréquence des pulses de GnRH au niveau hypothalamique et une augmentation du nombre de
récepteurs de I’hypophyse a la GnRH [15].

Si I’on administre expérimentalement un anti-oestrogéne en phase lutéale (du citrate de
clomiphene, par exemple), celui-ci exercera un rétrocontrdle positif sur la sécrétion des

gonadotrophines [16].

o La progestérone

La progestérone exerce deux activités différentes selon la période du cycle. En période
pré-ovulatoire, la synthése de progestérone folliculaire par les cellules de la granulosa
augmente 1’amplitude des pics de gonadotrophines, en facilitant 1’effet stimulant de
I’oestradiol [17]. Puis, lors de la phase lutéale ou les taux de progestérone sont les plus élevés
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grace a la synthése par le corps jaune, elle entrainerait de maniére synergique avec I’oestradiol
la diminution de fréquence des pulses de GnRH et donc de LH constatée pendant cette

période du cycle [18, 19].

° La testostérone

La testostérone joue ¢galement un role important dans la contre-régulation des
gonadotrophines. L’inhibition de la LH est préférentiellement hypothalamique par

ralentissement des pulses de LH [20].

e Inhibines, activines et follistatines

Les inhibines sont des hétérodimeres protéiques constitués de deux sous-unités.
L’inhibine A est constituée d’une sous-unité a et d’une sous-unité¢ BA alors que 1’inhibine B
est constituée de la méme sous-unité a et d’une sous-unité¢ BB. Les inhibines sont synthétisées
dans I’ovaire par les cellules de la granulosa des follicules pré-antraux et antraux et dans les
cellules de la théque interne. L’inhibine B inhibe au niveau hypophysaire la synthése et la
sécrétion de FSH, mais son role vis a vis de la LH est plus incertain. Elle favoriserait son
action de synthése d’androgénes pendant la phase folliculaire et de production de
progestérone en phase lutéale [21].

Les activines sont constituées d’un dimere de deux sous-unités f. Elles sont également
synthétisées dans I’ovaire et leur action principale sur la LH consiste a freiner la sécrétion de
progestérone.

La follistatine est une chaine polypeptidique glycosylée simple, avec une homologie
structurale avec I’human epithelial growth factor. Elle a la capacité de se fixer a ’activine
pour neutraliser son effet biologique, et donc inhiber la production d’oestrogenes par les

cellules de la granulosa [21].

J Régulation centrale

La balance énergétique et le statut nutritionnel jouent un role majeur dans la fertilité [22].

Les dénutritions peuvent s’accompagner d’aménorrhées par diminution de la sécrétion de
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GnRH et du taux de FSH et LH. La pulsatilit¢ de la LH est notamment influencée par les
apports caloriques, puisque la fréquence des pulses diminue et I’amplitude augmente en
dessous d’un certain seuil d’apports caloriques [23]. A 1’opposé, 1’obésité s’accompagne
d’une augmentation de la fréquence des pulses, mais d’une baisse de leur amplitude [24].

Il existe un lien évident entre le taux de leptine (hormone sécrétée par les adipocytes,
dont le taux est directement corrélé a I’indice de masse corporelle), la sécrétion de LH dans
les cellules gonadotropes hypophysaires et le métabolisme de base [25-27]. D’autres
hormones, telle que I’adiponectine (de la famille des adipocytokines) [28] ou la ghréline [29]

jouent probablement également un réle régulateur des gonadotrophines.

e) Mécanismes d’action

. Récepteur de la LH

Le récepteur de la LH a une structure comparable a celle des autres récepteurs
transmembranaires couplés a la protéine G. Il a la particularité de posséder un domaine
extra-cellulaire, site de liaison a 1’hormone, trés long. Il possede un domaine

transmembranaire a sept hélices et un domaine intracellulaire li¢ a la protéine G (cf. Figure 3).

Figure 3 : schéma du récepteur de la LH
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Le récepteur de la LH est commun a la LH et a ’hCG [30]. C’est une glycoprotéine
membranaire de 669 AA et de 85 a 95 kDa, d’abord sécrété sous la forme d’un précurseur
dans le réticulum endoplasmique. Il est présent sur les cellules de la theque interne, sur les
cellules de la granulosa a partir du stade préovulatoire chez la femme (et sur les cellules de
Leydig chez ’homme). 11 est également présent dans d’autres tissus (utérus, trompes, cerveau,
parois vasculaires...) ou son role n’est pas connu.

Le géne du récepteur de la LH est situé sur le bras court du chromosome 2 en 2p21. Sa
taille est d’environ 80 kb et il est constitué¢ de 10 introns et 11 exons.

Des mutations activatrices du gene du R-LH ont été décrites chez des hommes de 8

familles différentes présentant une puberté précoce avec des taux de LH pré-pubertaires [31].

I1 existe a ’opposé des mutations inactivatrices du géene du R-LH avec des phénotypes
trés variables. Chez les femmes, il existe notamment des formes d’aménorrhées primaires
avec des ovaires morphologiquement normaux, mais une résistance compléete a la LH [32].
Chez les hommes, le tableau clinique varie du pseudohermaphrodisme complet [33] a des

formes plus modérées avec micropénis et hypospadias [34].

° Evolution au cours de la vie

Chez le feetus, la GnRH est décelable dans I’hypothalamus dés 8 semaines d’aménorrhée
(SA) [35]. Les cellules gonadotropes hypophysaires sont décelables dés la 10°™ SA et elles
synthétisent alors la sous-unité a. La sous-unité B-LH est décelable chez la fille a partir de 16
SA. Les taux sériques de LH (et de FSH) augmentent progressivement pour atteindre un pic a
20 SA environ puis diminuent a nouveau dans la deuxieéme partie de la grossesse, avec la
sécrétion de stéroides sexuels par la gonade feetale, ’augmentation des taux d’oestrogenes
maternels et le développement des mécanismes de feedback négatif sur 1’axe hypothalamo-

hypophysaire par les stéroides sexuels.

Chez le nourrisson, 1’axe hypothalamo-hypophysaire est activé pendant les 4 a 6
premiers mois aprés la naissance. Les décharges sécrétoires de LH ont une amplitude
comparable a celle de I’adulte. Aprés 6 mois, il existe une phase de quiescence jusqu’a la
puberté : les taux de FSH et LH sont effondrés, le rythme des pulses est lent, le seuil de

rétrocontrole négatif des stéroides sexuels est bas.
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Lors de la puberté, chez la fille, le taux de FSH augmente avant celui de la LH. Puis la
FSH atteint un plateau a mi-puberté et seule la LH continue d’augmenter. L’¢lévation des
gonadotrophines commence bien avant 1’apparition des signes cliniques de la puberté, vers
I’age de 8 ou 9 ans. Il existe des variations circadiennes : au moment de la puberté apparait un
rythme nycthéméral ; la sécrétion des gonadotrophines est nocturne, associée au sommeil
paradoxal, et devient maximale a mi-puberté. Puis progressivement s’installe une sécrétion
diurne. La fréquence des pulses s’accélére, passant de 1 pulse toutes les 2-3 heures a 1 pulse
toutes les 60 a 90 minutes. Ces modifications sont directement liées aux modifications
nycthémérales puis circadiennes de GnRH (fréquence et amplitude), ainsi que secondairement

au rétrocontrole négatif exercé par les stéroides [36].

Chez la femme, lors de la ménopause, on assiste a une ¢lévation prédominante de FSH
par rapport au taux de LH, qui débute bien avant que le stock folliculaire ne soit épuisé,
suggérant 1’existence de mécanismes hypothalamiques [37] associés a la diminution du
rétrocontrole négatif périphérique. L’amplitude des pulses de LH et FSH diminue également,
ceci suite a une baisse des sécrétions de GnRH ou a une diminution de la réponse a la GnRH

[38].

f) Explorations fonctionnelles

o Meéthodes de dosage

La LH est dosée aujourd’hui par des méthodes immunométriques dites « sandwich » qui
utilisent deux anticorps généralement monoclonaux : un anticorps de capture et un anticorps
«marqué ». Les marqueurs les plus souvent utilisés sont enzymatiques, fluorescents,
luminescents ou radioactifs [39].

Il existe plusieurs types d’étalons, réalisés a partir de préparations hypophysaires

purifiées.

La spécificité du dosage de LH est bonne, car les anticorps monoclonaux sont dirigés
contre la sous-unité 3, sans interférence avec les dosages de la TSH, de la FSH ou de I’'hCG

méme présentes en quantité importante.
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Les deux sous-unités de la LH sont porteuses d’une partie glucidique indispensable a leur
stabilit¢ dans le plasma et a leur action hormonale. Il existe une grande hétérogénéité de leur
chaine glucidique avec notamment un nombre variable d’acides sialiques qui va modifier la
demi-vie [40]. Ainsi, suivant les couples d’anticorps monoclonaux utilisés, certaines formes
de LH circulantes seront reconnues préférentiellement a d’autres. Cette hétérogénéité explique
en grande partie la disparité des résultats obtenus entre immunodosages.

Le dosage de la LH est, comme tout immunodosage, sujet a « pieéges ». Si I’épitope
reconnu par 1’un des anticorps a perdu sa structure native suite a une mutation, il ne sera plus
reconnu par 'immunodosage mais pourra avoir conservé son activité biologique. Il a ainsi été
décrit des formes de LH « invisible », indétectables mais avec une bioactivité tout a fait
normale [41].

La sensibilité du dosage varie suivant I’immunodosage utilis€.

La reproductibilité varie entre 3 et 8% selon les méthodes automatisées [39].

Le dosage de la LH est généralement réalisé en début de phase folliculaire, a J2 ou J3.

Il peut également étre réalisé pour surveiller I’apparition du pic préovulatoire lors des
cycles de stimulation ovarienne. La périodicité et la pulsatilit¢é de ces hormones peuvent
rendre difficile I’interprétation d’un seul dosage et I’on conseille parfois la réalisation de trois
dosages de 3 a 10 minutes d’intervalle.

Les résultats doivent toujours étre interprétés en fonction du contexte clinique, de la
phase du cycle et du taux d’oestradiol.

Les normes varient selon les laboratoires et les kits de dosage.

L’analyse de la pulsatilité de la LH est rarement réalisée en pratique courante en
raison de la complexité des méthodes d’analyse et de la fréquence des prélévements (toutes
les 10 minutes pendant 6 heures au minimum). Elle se fait uniquement dans des services
hospitaliers spécialisés, dans le cadre de I’exploration d’un syndrome des ovaires
polykystiques. En effet, en cas de SOPK, il existe une augmentation de 1’amplitude et de la

fréquence des pulses.

Les gonadotrophines sont excrétées dans les urines avec un délai d’environ 24 heures
par rapport a leur présence dans le plasma. Cette donnée doit étre prise en compte si 1’on
cherche par ce dosage a détecter le pic pré-ovulatoire de LH. Il existe sur le marché des tests

urinaires a faire a domicile. IIs sont cependant onéreux et peu précis.
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. Tests dynamiques

Les deux tests suivants ne sont plus utilisés en pratique dans 1’exploration de I’infertilité
féminine. Ils ne sont pas considérés comme « utiles » dans la prise en charge du couple
infertile, d’aprés les derniéres recommandations de 2010 du Collége National des

Gynécologues Obstétriciens Francais [42].

Test au LH-RH

Ce test permet d’explorer la fonction gonadotrope hypophysaire. Il teste la capacité de
réponse de 1’hypophyse a un apport exogene et ponctuel de GnRH et présente un intérét dans
au moins 2 situations en endocrinologie :

- Lors de I’exploration de la période péripubertaire, il permet de situer la maturation du
gonadostat (systeme d’équilibrage du développement des gonades) en considérant la

valeur et les rapports des pics de FSH et LH

- En cas de dystrophie ovarienne polykystique, il est capable de sensibiliser la recherche
d’une hypertonie de la LH caractéristique de ce syndrome et qui a une grande valeur

pronostique pour le traitement des troubles de 1’ovulation

L’injection de LH-RH (25 a 150 pg chez 1’adulte) est intraveineuse. Elle est réalisée en
début de phase folliculaire chez une patiente ayant des cycles menstruels. Les prélevements
pour dosage de la FSH et LH sont faits aux temps T-15 min, TO, T15 min, T30, T60, T90 et
T120.
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Chez un sujet normal, le pic de LH apparait vers 30 minutes et celui de FSH vers 60
minutes, pour atteindre des valeurs de 3 a 5 fois la valeur de base pour la LH et 1.5 a 3 fois

pour la FSH (cf. Tableau I)

Valeurs de base Réponse Cas clinique
FSH normale FSH:x1,5a3
\ Normal
LH normale LH:x3a5

FSH normale ou
basse

FSH : réponse faible ou
nulle

LH normale ou
basse

LH : réponse faible ou nulle

Hypopituitarisme (idiopathique,
vasculaire ou tumoral)

FSH normale ou
basse

FSH : réponse normale ou
forte

Réponse de type prépubertaire

LH normale ou
basse

LH : réponse faible ou nulle

Certaines anorexies mentales ou
aménorrhées «psychogenes»

FSH élevée

FSH : réponse +/- explosive

Hypogonadisme ovarien

LH élevée

LH : réponse +/- explosive

Ménopause

FSH normale

FSH : réponse normale

LH normale ou
élevée

LH : réponse explosive

Syndrome des ovaires
polykystiques

Tableau I : Réponses caractéristiques au test a la LH-RH
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La réponse au test permet de classer les aménorrhées hypothalamiques présentant un test
aux progestatifs négatif en trois classes distinctes, d’aprés Leyendecker (cf. Figure 4) :

- type 3a : réponse « adulte »

- type 3b : réponse « pré-pubertaire »

- type 3c : pas de réponse [43]

Pulsatile Gn-RH treatment of amenorrhoeic women
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Figure 4 : Réponses des sécrétions de LH, FSH et prolactine apres un bolus de 100 ug de

GnRH chez des patientes en aménorrhée d’origine hypothalamique

Il faut toutefois nuancer les résultats de ce test dans le cadre de I’exploration d’une
aménorrhée secondaire car il est peut y avoir des réponses paradoxales fortes en cas
d’anorexie mentale hypoestrogénique, en rapport trés probablement avec la libération d’une
réserve ancienne des cellules gonadotropes, ou bien au contraire des réponses nulles en raison
de I’absence de sensibilisation récente mais pouvant facilement étre sensibilisé¢ par un apport

pulsatile préalable de LHRH.
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La valeur localisatrice (hypothalamique ou hypophysaire) de ce test est trés discutée.
En effet, le test a la GnRH permet théoriquement de préciser le mécanisme, primitivement
hypothalamique ou hypophysaire, de I’insuffisance gonadotrope. Une réponse ample et
retardée de la LH oriente vers une atteinte hypothalamique alors que 1’absence de toute
stimulation suggere 1’existence d’une atteinte hypophysaire. Néanmoins, une absence de
réponse peut Etre observée apres déficit prolongé en GnRH responsable d’une inertie
sécrétoire des cellules gonadotropes au sein desquelles la GnRH stimule I’expression de son
propre récepteur. En cas de doute, une atteinte hypophysaire primitive peut alors
formellement étre écartée en administrant de la GnRH a la pompe, et ceci sur un mode
pulsatile pendant une durée moyenne d’une semaine. Le retour du taux des gonadotrophines a

des valeurs normales témoigne bien de 1’atteinte hypothalamique.

Test au citrate de clomiféne

Ce test permet d’explorer la fonction gonadotrope féminine dans son ensemble.

Le citrate de clomifene (Clomid®) est un anti-cestrogéne qui supprime le rétrocontrdle
négatif exercé par 1’oestradiol sur I’hypothalamus et I’hypophyse, par liaison compétitive aux
récepteurs centraux de 1’cestrogéne. Ce test nécessite donc, pour étre positif, que le
rétrocontrole hypothalamique soit fonctionnel et que I’hypophyse ait la capacité de répondre a
la stimulation par la GnRH.

La patiente testée doit prendre 100 mg de Clomid® (2 comprimés) per os du 3™ au
5éme jour du cycle. La LH et la FSH sont dosées dans le sang le jour du début du traitement,
puis 6 ou 10 jours plus tard. Il est également possible de rechercher la survenue d’une

ovulation par la lecture de la courbe ménothermique, voire d’apprécier I’activité sécrétoire du

corps jaune par le dosage de la progestérone plasmatique.

Ce test simple est pratiqué en ambulatoire sans surveillance particuliere. Sa principale
complication est le développement multifolliculaire et le risque de grossesse multiple. Il faut
donc s’assurer de 1’utilisation par la patiente d’une contraception mécanique en dehors d’un
désir de grossesse. Dans le cas contraire, il est nécessaire de réaliser une échographie
pelvienne pour connaitre le nombre exact de follicules pré-ovulatoires présents et 1’épaisseur

de ’endomeétre.
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Le Clomid® peut également présenter dans de rares cas une toxicité oculaire imposant

I’arrét immédiat et définitif du traitement.

Il existe 3 types de réponse possibles lors de la réalisation de ce test :

- réponse positive : I’augmentation de la FSH et de la LH (respectivement 50% et 85%
par rapport a la basale) est suivie d’une ovulation puis d’un décalage thermique. L’axe

hypothalamo-hypophyso-ovarien est fonctionnel. La fin du cycle est marquée par des regles.

- réponse négative : il n’existe aucune modification de la concentration des
gonadotrophines, pas de décalage thermique, pas d’hémorragie de privation. Il s’agit d’une
insuffisance hypothalamique ou hypophysaire. Il faut dans ce cas poursuivre I’exploration par

un test au GnRH.

- réponse dissociée : I’augmentation de la FSH et de la LH est suffisante pour entrainer
une sécrétion modeste d’E2 mais insuffisante pour déclencher une ovulation. Une hémorragie

de privation peut se produire malgré tout.
En conclusion, une réponse positive affirme 1’intégrit¢é de 1’axe hypothalamo-

hypophysaire alors qu’une réponse négative ou dissociée ne permet pas de connaitre 1’origine

hypothalamique ou hypophysaire de I’aménorrhée
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2. Rappels physiologiques : la folliculogénése

Dans I’espeéce humaine, le développement folliculaire est un processus lent. Les follicules
humains commencent a se former chez le feetus féminin pendant le quatrieme mois de la
grossesse [44]. A la naissance, chaque ovaire contient entre 266 000 et 472 000 follicules qui
constituent la réserve des follicules ovariens. Des follicules entrent en croissance de fagon
permanente depuis la vie feetale jusqu’a la ménopause. Durant cet intervalle de temps, seuls

300 a 400 follicules ovuleront et se transformeront en corps jaune.

Les facteurs responsables du démarrage de la croissance folliculaire, caractérisé par la
sortie du follicule du pool primordial, restent obscurs. Sur le plan morphologique, le follicule
primordial est constitué¢ d’un ovocyte entouré d’une couche unique de cellules de la granulosa
(CQ) aplaties. Les premiers signes de la croissance folliculaire sont 1’augmentation de la taille
de I’ovocyte, la formation d’une zone pellucide riche en glycoprotéines et la modification de
la forme des CG qui deviennent cubiques (cf. Figure 5).

Bien que la période exacte de formation des cellules de la théque (CT) pendant la
folliculogénese reste controversée, il semblerait qu’elles soient déja présentes pendant des
phases trés précoces du développement folliculaire. Au contraire des CG, dont ’origine est
épithéliale, les CT dérivent du tissu mésenchymateux qui entoure les follicules. La présence
des cellules mésenchymateuses qui formeront ultérieurement la théque est observée avant

méme le démarrage de la folliculogénése, dans la périphérie des follicules primordiaux.

Le maintien des follicules primordiaux en état de repos semble étre assuré par 1’inhibition
constante de leur croissance par des facteurs d’origine systémique ou locale. La levée des
facteurs inhibiteurs et 1’augmentation des facteurs stimulateurs, dont la nature reste a
déterminer, permet 1’initiation de la croissance folliculaire avec le passage du stade primordial
au stade primaire. Le rdle direct ou indirect des gonadotrophines hypophysaires pendant cette

période, sans étre nul, semble étre minime.
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A. Follicule primordial
B. Follicule primaire
1. Ovocyte/ovule

2. Epithélium folliculaire

Swiss virtual Campus / embryologie humaine, ovogénése

Figure 5 : Schéma du développement du follicule primordial en follicule primaire

A partir du stade primaire, les follicules subissent des modifications morphologiques et
fonctionnelles notables. Les CG des follicules secondaires sont beaucoup plus différenciées,
montrant des caractéristiques de cellules épithéliales et se disposant en couches autour de
I’ovocyte (cf. Figure 6). Les cellules mésenchymateuses de la théque se condensent autour
des CG et une vascularisation rudimentaire apparait. Puis quelques cellules de la théque

acquiérent un aspect épithélioide et le follicule devient pré-antral (cf. Figure 7).

Il est alors entouré¢ d’une théque externe, composée de cellules fibroblastiques et d’une
théque interne (TI), en contact avec la lame basale et renfermant des cellules épithélioides et
leurs cellules souches [44]. A chaque moment du cycle, des follicules deviennent préantraux.
Bien que I’on ignore si ce processus est continu ou pulsatile, il donne naissance a des cohortes
de follicules qui se développeront en relative synchronie. A partir du stade préantral, 70 jours
seront nécessaires au follicule pour qu’il devienne sélectionnable. En fin de phase lutéale, il y

a environ 3 a 11 follicules sélectionnables par ovaire.

Au début de la phase folliculaire, le plus grand follicule sain est sélectionné. Son
diametre est compris entre 5 et § mm et ses CGs sont le siege d’une intense activité mitotique
résultant dans une augmentation considérable du nombre de CGs. La taille du futur follicule

ovulatoire augmente fortement : il passe de 7 a 19 mm en fin de phase folliculaire.
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Figure 6 : Schéma d'un follicule secondaire

1. Ovocyte/ovule
Zone pellucide
Granulosa
Theque interne
Theque externe
Cavité folliculaire

Cumulus oophorus

A o

Membrane basale entre théque et couche

granuleuse
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Figure 7 : Schéma d'un follicule tertiaire

Pendant le long processus de folliculogénése qui s’étendra sur 85 jours environ, la
communication paracrine entre [’ovocyte et les cellules qui 1’entourent demeure
fondamentale. Des les phases ultra-précoces jusqu’aux phases ultimes du développement
folliculaire, 1’ovocyte déterminera toute une série de fonctionnalités des CG comme leur
division cellulaire et I’expansion du cumulus. Sur le plan endocrinien, la stéroidogenése
folliculaire et la formation des récepteurs de la LH semblent ¢galement étre influencées par

des signaux ovocytaires.
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Le moment exact de D’expression des récepteurs des gonadotrophines pendant la
folliculogenese reste incertain. Les récepteurs de la LH seraient absents pendant les stades
primordial et primaire pour n’apparaitre qu’a partir du stade secondaire au niveau de la
theque, concomitamment a I’apparition de cellules épithélioides et en réponse a des signaux
paracrines folliculaires. Dotés d’une structure moléculaire analogue, les récepteurs de la FSH
apparaissent a la méme période au niveau des CG. La liaison LH-récepteur s’intensifie
progressivement tout au long de la croissance folliculaire, suggérant une augmentation
correspondante du nombre de récepteurs de la LH dans les CT. La distribution de ces
récepteurs respecte un gradient décroissant depuis la lame basale jusqu’a I’antrum.

Plusieurs études ont démontré que moins d’1 % des récepteurs de la LH ont besoin d’étre

occupés pour obtenir une stéroidogénese optimale [45].
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3. Role de la LH durant le cycle menstruel

a) La phase folliculaire précoce

Dans cette premiere partie de la phase folliculaire, la LH exerce ses effets sur les seules
cellules de la theéque interne qui possédent un récepteur de LH constitutivement présent [46].
La LH stimule la 17 a-hydroxylase de la théque interne, enzyme convertissant la progestérone
en androgenes .Ces androgeénes peuvent agir en tant que tels ou aprés conversion en
oestrogeénes (=aromatisation) dans la granulosa sous I’action de la FSH. Le role de ces
androgenes est essentiel puisqu’ils stimulent de fagcon importante la croissance folliculaire
grace a des signaux paracrines [47].

Le rapport entre diametre folliculaire et production d’oestradiol, inexistant avant que les
follicules n’atteignent la taille de 10 mm, est observé a partir de la fin de cette phase
folliculaire précoce [48]. Plus les follicules sont avancés, plus ils sont capables de produire
des taux ¢levés de facteurs de croissance autocrines et paracrines, tels que les facteurs de
croissance insulin-like (IGFs) et le facteur de croissance de 1’endothélium vasculaire (VEGF),
qui les rendent plus sensibles a la FSH et plus vascularisés.

Les androgénes convertis en oestrogénes au niveau de la granulosa ont une action sur
les organes cibles périphériques : endomeétre, glaire cervicale.

Ces oestrogenes permettent notamment une prolifération des cellules épithéliales et
stromales de I’endométre (phase proliférative). Ils permettent également une augmentation de
I’épaisseur du myometre [49] et une prolifération cellulaire au niveau vaginal entrainant une
baisse du nombre de leucocytes et de bactéries. Enfin au niveau cervical, ’orifice externe est
bien ouvert avec une glaire abondante, filante, alcaline, composée d’un maillage lache qui

favorise le passage des spermatozoides.

b) La phase folliculaire tardive

En réponse au signal de départ donné par 1’¢lévation intercycle de FSH, la douzaine de

follicules sélectionnables va se développer rapidement, entrainant 1’augmentation de la
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production d’oestrogeénes et d’inhibines ainsi que la diminution de la sécrétion de FSH. Pour
des raisons mal établies, un seul des follicules de la cohorte sélectionnable, en général le plus
gros et dont le seuil de sensibilité est le plus bas, se développera plus vite au détriment des
autres, qui deviendront atrétiques.

Lorsque la sélection folliculaire a été accomplie, la LH peut exercer ses effets a la fois
sur les cellules de la théque interne et sur les cellules de la granulosa ou le récepteur de la
LH est apparu sous I’influence de la FSH. Une participation de la LH dans I’induction de ses
propres récepteurs est aussi probable. Des lors, cet effet direct propre de la LH sur la
granulosa pourrait conditionner la survie du follicule dominant face aux taux décroissants de
FSH [50].

De plus, a partir de cette phase, la LH participe directement a la stimulation de I’activité
aromatase dans les CG et a la production d’oestradiol [51]. Sur le plan endocrinien, il
existe une augmentation progressive des taux circulants de LH qui coincide avec la chute de
la FSH en phase folliculaire tardive.

En revanche, ses effets sur la maturation ovocytaire sont encore incertains. On sait,
en effet, par différentes ¢tudes cliniques qu’un taux excessif de LH pourrait avoir un effet
défavorable sur le devenir des grossesses avec une augmentation significative des taux de
fausses-couches spontanées [52-54]. Mais on sait également que si le développement
folliculaire jusqu’au stade pré-ovulatoire peut se faire sans LH, il y aura en revanche une
diminution des concentrations de stéroides qui va empécher la maturation ovocytaire optimale

[55] ainsi que le développement de I’endométre [56, 57].

¢) Role de la LH au moment de ’ovulation

Le taux de LH commence a augmenter 3 & 4 jours avant le pic de 1’ovulation pour aboutir
au LH-surge initiating rise qui correspond a 1’¢lévation de 180% du taux basal de LH,
précédant de 35 a 37 heures I’ovulation. Le pic de LH s’¢tale sur 1 a 3 jours avec un taux de
15 a 25 mUI/mL. La fréquence et I’amplitude des pulses augmentent également a cette
période.

Grace au pic de LH, une cascade pro-inflammatoire est activée par le biais de
prostaglandines et d’interleukines. Secondairement, des enzymes protéolytiques (plasmine)

vont permettre la rupture des différentes couches de la théque et I’ouverture du follicule
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[57]. Le pic de LH permet également la reprise de la méiose au niveau de I’ovocyte et les
changements au niveau des cellules folliculaires qui permettent la mise en place du corps
jaune [2, 58]. Enfin, on a pu mettre en évidence expérimentalement I’activation par la LH
d’une cascade anti-inflammatoire [47] (dont la transformation de la cortisone en cortisol)

conduisant a la cicatrisation de la surface de 1’ovaire apres la rupture folliculaire.

d) Role de la LH durant la phase lutéale

La LH est essentielle au maintien du corps jaune qui assure la production des stéroides
(oestradiol, progestérone), mais également de nombreux autres facteurs angiogéniques
(VEGF) et des cytokines impliqués dans le processus d’implantation. Apres la décharge
ovulante, les cellules de la granulosa ne proliférent plus, entre autres sous I’action de la
progestérone.

En thérapeutique, jusqu’a maintenant, c’est essentiellement 1’hormone gonadotrophine
chorionique (hCG) qui a été utilisée pour maintenir le corps jaune car elle est facilement
disponible et I’affinité pour le récepteur de la LH est voisine de la LH elle-méme [57]. Un des
inconvénients majeurs de 1’administration de I’hCG est sa longue demi-vie (48h) qui risque
de provoquer des syndromes d’hyperstimulation ovarienne. C’est dans ces stimulations que la
LH recombinante peut étre utilisée. Du fait de sa demi-vie bréve (6 a 8 h), elle réduit le risque
d’hyperstimulation ovarienne mais avec probablement également une moindre efficacité pour

le soutien du corps jaune [46].

e) Role de la LH au niveau extra-gonadique

Des données récentes suggerent également la présence de récepteurs a la LH extra-
gonadiques [59, 60]. C’est ainsi qu’il semble y avoir des récepteurs au niveau des cellules
spermatiques, de 1’utérus, du col, du placenta, de I’embryon, du cordon ombilical, du cerveau,
de la peau , des seins, de la vessie, des os, de la prostate, des vésicules séminales, de
I’épididyme, du sperme... Si la présence de ces récepteurs a pu étre démontrée, le role de la
LH en revanche reste flou (action protectrice contre le cancer du sein, stimulatrice de la

croissance embryonnaire...)
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f) Conclusion

La LH joue un rdle essentiel durant toutes les phases du cycle menstruel (cf. Tableau

1I et Figure 8)

Phase du cycle

Action de la LH

Phase folliculaire précoce

Synthése des androgénes qui stimulent la croissance
folliculaire ou sont aromatisés en oestrogénes qui
permettent la prolifération de I’endométre et

I’optimisation de la glaire.

Phase folliculaire tardive

Survie du follicule dominant et production d’oestradiol

par stimulation de I’activité aromatase.

Ovulation

Cascade pro-inflammatoire aboutissant a 1’ouverture du
follicule et a la reprise de la méiose.

Mise en place du corps jaune. Cascade anti-
inflammatoire permettant la cicatrisation de la surface de

I’ovaire.

Phase lutéale

Maintien du corps jaune et donc production des
stéroides.
Production des facteurs angiogéniques et des cytokines

impliqués dans le processus d’implantation.

Tableau Il : Recapitulatif de l'action de la LH durant les différentes phases du cycle menstruel
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Sécrétion d’androgeénes par les cellules de
la théque interne (grace a des récepteurs a
la LH constitutivement présents)

Synthése de progestérone grace
aux récepteurs a la LH présents
sur les cellules lutéales, processus
d’implantation

Acquisition des récepteurs a la LH
sur les cellules de la granulosa
(favorise 1’activité aromatase et donc
la production d’oestradiol)

Follicule primordial
Follicule primaire
Follicule secondaire
Follicule pré-antral
Follicule antral
Follicule mar
Ovulation

Corps jaune

Atrésie du corps jaune

A S N G e

Pic de LH permettant la rupture des différentes
couches de la theque, ’ouverture du follicule, la
reprise de la méiose au niveau de 1’ovocyte, la
cicatrisation de la surface de I'ovaire et la mise en
place du corps jaune

Figure 8 : Schéma de synthése de ’action de la LH
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2éme partie : indications puis

description des FIV

Introduction

La fécondation in vitro réalise en dehors de 1’organisme ce qui se fait normalement dans
la trompe de la femme : captation de 1’ovocyte mature par le pavillon tubaire, transport des
spermatozoides jusqu’a 1’endroit ou doit avoir lieu la fécondation (ampoule tubaire),
achévement de la capacitation des spermatozoides, fécondation, transport de I’ceuf jusqu’a la
cavité utérine ou doit avoir lieu son implantation, tout en assurant les conditions nécessaires
aux premieres segmentations embryonnaires.

Les indications étaient, au départ, essentiellement féminines avec I’infertilité tubaire en
ligne de mire. Puis elles se sont étendues également a I’endométriose sévere, aux échecs
d’inséminations intra-utérines, aux oligoasthénotératospermies modérées et méme aux
infertilités idiopathiques.

Plus récemment, 1’évolution des techniques a permis de prendre en charge également les
infertilités masculines les plus séveres par le biais de l’injection intracytoplasmique de

spermatozoides...
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1. Indications des FIV classiques et FIV ICSI

a) Indications féminines

. Altération tubaire importante

Les trompes peuvent étre absentes, obstruées ou simplement insuffisantes sur le plan
fonctionnel. Si la réparation des Iésions tubaires peut étre envisagée, il est préférable de
démarrer par une chirurgie réparatrice (si la patiente est jeune et le sperme de son conjoint
normal). En revanche, si les 1ésions sont plurifocales, ou liées notamment a la tuberculose
[61], il est préférable d’envisager d’emblée un traitement par FIV. En cas d’hydrosalpinx,
I’analyse de la littérature révele un bénéfice évident a la prise en charge chirurgicale par

plastie distale ou salpingectomie avant FIV [62].

° Endométriose sévere

En France, I’endométriose isolée est une indication de FIV dans 7% des cas [62].

L’ESHRE a publié des recommandations concernant le diagnostic et la prise en charge de
I’endométriose en 2005 [63]. D’apres ces recommandations, la FIV peut étre proposée pour
une endométriose si elle est associée a des facteurs masculins, ou a un échec des
thérapeutiques antérieures. Cette FIV pour endométriose est cependant associée a un taux de
grossesse plus bas que l’indication tubaire. La chirurgie de kystes endométriosiques est
recommandée uniquement pour les kystes de plus de 4 cm. Enfin, la mise au repos des ovaires
par agoniste avant FIV augmenterait le taux de grossesse.

Les recommandations du CNGOF de 2006 concernant la prise en charge de I'infertilité
associée a ’endométriose [64] s’en rapprochent :

- Le recours direct a la fécondation in vitro avant coelioscopie, alors qu’il existe des

arguments en faveur d’une endométriose, ne se justifie que dans de rares cas ou la FIV

aurait été indiquée de toute facon (antécédents de salpingectomie, stérilit¢ masculine)
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- Si la coelioscopie découvre des Iésions extensives pour lesquelles la chirurgie expose a
un risque ¢€levé de complications, le recours direct a la FIV sans geste chirurgical est
recommandé

- Les endométriomes n’ont pas d’impact sur le résultat final d’une FIV donc la
découverte d’un endométriome lors d’une stimulation de FIV ne doit pas conduire a
I’interruption de la tentative

- Pour les endométriomes de moins de 6 cm, ni le traitement chirurgical itératif ni la

ponction des endométriomes ne sont recommandés avant la FIV.

b) Indications masculines

L’indication de FIV est portée d’emblée si le diagnostic d’oligoasthénotératospermie
modérée est posé. En pratique, il s’agit des cas ou le test de migration survie permet d’obtenir

500 000 a 1 million de spermatozoides mobiles sans tératospermie importante.

¢) Indication mixte

Il s’agit d’une situation fréquente ou le bilan d’infertilit¢ a mis en évidence une
indication de FIV chez la femme et I’homme (28,3% des FIV selon les données FIVNAT
2002).

d) Echec d’inséminations intra-utérines

Toutes les études ont montré que la grande majorité des grossesses surviennent dans
les 3 a 4 premiers cycles d’IIU. Il peut étre licite d’aller jusqu’a 6 tentatives avant le passage
en FIV dans certains cas défavorables (début de grossesse obtenu au cours d’une tentative
précédente, IAD). Le décret du 11/03/2005 limite la prise en charge par I’ Assurance maladie

a 6 tentatives d’IIU avant le passage en FIV (4 tentatives remboursées).
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e) Infertilités idiopathiques

L’infertilité inexpliquée est une indication de FIV reconnue par les différentes sociétés
savantes (Royal College of Obstetricians and Gynaecologists, American Society for
Reproductive Medicine, European Society of Reproductive Medicine, National
Collaborating Centre for Women’s and Children’s Health) [62]. Les taux de grossesse
rapportés dans cette indication sont identiques a ceux observés dans les indications
tubaires. Le recours direct a la FIV, sans passer au préalable par 1’étape des IIU, est
cependant trés discutable vue la pénibilité de la FIV pour les femmes par rapport aux IIU.
Il est donc légitime de ne proposer une FIV d’emblée dans ce contexte qu’en cas d’age

maternel limite.
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2. Indications plus spécifiques des FIV ICSI

a) Indications masculines

. OATS séveres < 500 000 spermatozoides mobiles aprés préparation,
tératospermies céphaliques
o Spermatozoides chirurgicaux (azoospermie obstructive ou non
obstructive)
On privilégie par ordre de préférence décroissante : les spermatozoides déférentiels,
épididymaires puis testiculaires.
J Autoconservation avec mauvais rendement apres décongélation
o Dyskinésie flagellaire
. Anticorps antispermatozoides
La détection des anticorps est effectuée en cas d’observation d’agglutinats. La prise en
charge en ICSI est envisageable d’emblée si le taux d’IgG est > 80 %.

J Nécrospermie totale

b) Indications mixtes: échecs de fécondation inexpliqués en FIV

conventionnelle

Il y principalement deux cas de figures ou les échecs de fécondation en FIV aboutissent a

des ICSI :
- une paucifécondation (< 20% lors d’une FIV)
- un contexte de responsabilité ovocytaire évidente (notamment lorsque la patiente est

agée, lorsque qu’une petite cohorte ovocytaire a été obtenue...) qui nécessite une analyse du

globule polaire
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¢) Diagnostic pré-implantatoire

Le diagnostic génétique pré-implantatoire est une forme précoce de diagnostic prénatal. Il
consiste en la réalisation d’un test génétique prédéterminé et spécifique du couple,
préalablement au transfert des embryons, afin de n’implanter in utero que des embryons non
atteints ou porteurs sains.

I1 est réservé aux couples a forte probabilité de donner naissance a un enfant atteint d’une
maladie génétique d’une particuliere gravité, reconnue comme incurable au moment du
diagnostic.

Techniquement, I’ICSI est nécessaire pour la réalisation du DPI car :

- Elle évite les faux positifs dus a une contamination par de I’ADN exogene

(polyzoospermie)

- Elle optimise les conditions de prélévement d’une ou de deux cellules embryonnaires

54



3. Déroulement de la FIV

Le déroulement des différentes étapes de la prise en charge en AMP fait I’objet de
guides des bonnes pratiques mis a jour régulierement. L’ Agence de la Biomédecine exerce un
suivi continu des prises en charge, notamment grice au bilan remis par chaque centre

d’AMP.

a) Déroulement de la stimulation ovarienne et du recueil ovocytaire

. Description des protocoles de stimulation utilisés :

Protocole Agoniste long :

L’axe hypothalamo-hypophysaire est mis au repos grace a un agoniste de la GnRH
(Decapeptyl® 0,1 mg/jour) débuté a partir du 20°™ jour du cycle précédent celui de la
stimulation. Le fait de démarrer 1’agoniste en fin de cycle permet de diminuer I’effet flare-up
et donc le risque de formation de kystes fonctionnels, mais également d’obtenir une
désensibilisation plus rapide par rapport a I’administration en phase folliculaire.

Un contrdle échographique, ainsi que biologique est réalisé environ 10 jours apres le
début du Décapeptyl®.L’échographie pelvienne est réalisée a vessie vide par voie
endovaginale et consiste @ mesurer I’épaisseur de I’endométre et a s’assurer de I’absence de
kyste ovarien. Le monitorage biologique consiste en un dosage de 1’oestradiol, qui doit étre
inférieur a 50 pg/mL.

Si les deux conditions sont réunies, la stimulation par gonadotrophines peut démarrer,
associée au maintien de 1’agoniste a demi dose.

La surveillance échographique avec la mesure de 1’épaisseur de I’endométre et de la taille
des divers follicules sur les 2 ovaires, ainsi que le dosage de ’oestradiol ont lieu environ
toutes les 48h. Selon les résultats obtenus, les doses quotidiennes de gonadotrophines sont

maintenues ou modifiées jusqu’au prochain contrdle.
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La décision de déclencher 1’ovulation est prise par le clinicien selon des critéres précis :
au moins un follicule > 17 mm et une dynamique de croissance satisfaisante avec un taux
d’oestradiol correspondant a environ 200 pg/ml par follicule « mir ».

L’injection sous-cutanée d’Ovitrelle® 250 pg qui permet le déclenchement a lieu le
lendemain des derniéres injections de gonadotrophines et agoniste de la GnRH, 36 heures

avant I’heure présumée de la ponction ovarienne.
Ce protocole est souvent utilisé en premicre intention chez les patientes chez lesquelles

une réponse trés importante n’est pas attendue (patientes agées, CFA peu élevé...), mais

¢galement des normo-répondeuses apres échec d’un protocole avec antagonistes.

Protocole Agoniste court :

La freination ovarienne par I’agoniste de la GnRH (Décapeptyl 0, 1 mg/jour) est débutée
en méme temps que les gonadotrophines (FSH+LH), c’est-a-dire le premier jour du cycle
menstruel.

Un 1% contréle échographique et biologique a lieu généralement & S6, soit au 6°™ jour
de la stimulation.

La surveillance échographique et biologique est la méme que dans le protocole précédent.

Les critéres et la technique de déclenchement sont également similaires.
Le protocole agoniste court est particuliecrement utilisé chez les mauvaises répondeuses

car il utilise D’effet « flare-up » de 1’agoniste de la GnRH, c'est-a-dire une décharge initiale de

FSH et de LH endogenes a laquelle s’ajoutent ensuite les gonadotrophines exogénes

Protocole Antagoniste :

La mise au repos de 1’axe hypothalamo-hypophysaire est effectuée grace a un antagoniste

de la GnRH qui peut étre du Cetrotide® 0,25 mg/j (cétrorélix) ou de I’Orgalutran® 0,25 mg/j

Séme ou le 6éme

(ganirelix). Celui-ci est débuté généralement le jour de la stimulation par les

gonadotrophines (selon la taille du follicule dominant et du taux d’oestradiol).

56



L’administration est quotidienne jusqu’au déclenchement, parallelement aux injections de

FSH+LH.

La surveillance échographique et biologique démarre le 5éme jour de la stimulation et se
déroule de la méme maniére que dans les protocoles agoniste.

Le protocole antagoniste est a privilégier chez les patientes jeunes ou ayant un profil de
SOPK (Syndrome des Ovaires Polykystiques) car il permet de diminuer le risque

d’hyperstimulation ovarienne [65, 66].

Cycle semi- spontané :

Un soutien de la fin de la phase follicullaire du cycle est assuré par une injection
quotidienne de FSH+ LH a partir du 9°™ jour du cycle, associé & une injection quotidienne
d’un antagoniste de la GnRH pour éviter une lutéinisation précoce. Le déclenchement est
décidé en fonction des résultats du monitorage échographique et biologique.

I s’agit d’un protocole peu utilisé car il ne permet pas d’obtenir une cohorte importante
d’ovocytes. Il est réservé aux patientes « a risque », notamment celles qui ont des antécédents
thrombo-emboliques, par exemple. Il peut également étre proposé aux mauvaises répondeuses

en dernicre intention, lorsque les autres protocoles ont abouti a des échecs [67].

J La ponction ovocytaire

La ponction folliculaire est réalisée 36h apres le déclenchement, sous anesthésie locale
(Xylocaine® 1% injectée au niveau des deux culs-de-sacs vaginaux), loco-régionale ou
générale selon le souhait de la patiente.

La patiente est prémédiquée par 1 comprimé de Xanax® 0.5 mg (alprazolam) deux
heures avant la ponction et 1 ampoule d’Acupan® (néfopam) per os, déposée sur un sucre.
Une antibioprophylaxie par céfazoline 2 g en IV y est associée (dalacine 600 mg et
nétromycine 3 mg/kg en cas d’allergie aux pénicillines).

La ponction est réalisée au bloc opératoire, en position gynécologique, aprés désinfection
vaginale soigneuse, ringage de la bétadine et mise en place d’un champ stérile. L’opérateur

effectue un lavage des mains chirurgical et utilise des gants stériles.
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L’aiguille de ponction stérile est placée a I’extrémité d’une sonde d’échographie
endovaginale, ce qui permet donc une ponction transvaginale échoguidée. Le liquide
folliculaire est aspir¢ par I’intermédiaire de seringues de 10 cc stériles a usage unique,
préalablement rincées au Flushing Medium hépariné.

Les seringues sont ensuite déposées sur un champ stérile sur une platine thermostatée a
37°C ou transportées grace a une enceinte thermostatée rapidement au laboratoire si la

ponction a lieu sous anesthésie générale au bloc central.

Un examen gynécologique sous spéculum vérifie I’absence de saignement actif du fond
vaginal en fin de ponction et un suppositoire de paracétamol est administré. La patiente reste
en hospitalisation ambulatoire pour le reste de la journée, afin de s’assurer de 1’absence de

complications immeédiates suite a la ponction.

o Le recueil des complexes cumulo-ovocytaires (CCO)

Le liquide folliculaire est observé immédiatement sous loupe binoculaire dans des boites
de Pétri puis les CCO sont repérés et aspirés stérilement pour €tre déposés dans une petite
boite de Pétri contenant 0,8 mL de milieu de recueil des ovocytes maintenue a 37°C.

La boite est mise a 1’étuve a 37°C et 6% de CO2 dés la fin de la ponction.

b) Le recueil du sperme et la préparation des spermatozoides

. Sperme frais :

Le sperme est recueilli par masturbation au laboratoire.

L’identité du patient est vérifiée lors de son arrivée au laboratoire.

Le patient réalise une toilette des mains et des organes génitaux externes au savon, puis
une désinfection au Dakin.

Le recueil se fait dans un réceptacle étiqueté au nom du patient et de sa conjointe.

A la fin du recueil, le réceptacle est placé dans une étuve a 37°C au secteur de

spermiologie.
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I1 est repris par les techniciennes et placé sur un portoir dans une enceinte de transport
isotherme avec couvercle, pour étre transporté jusqu’au secteur de FIV.
Le temps de transport maximal est de 5 minutes.

Le flacon est placé a son arrivée dans 1’étuve a 37 °C du secteur de FIV.

. Sperme congelé :

Les techniciens de spermiologie préparent, a la demande des techniciennes de FIV, les
paillettes nécessaires et les placent dans un container de transport (azote liquide) réservé a cet

usage. Le circuit est identique a celui du sperme ¢jaculé frais.

. Sperme congelé apres biopsie testiculaire :

La biopsie testiculaire est réalisée au bloc opératoire d’urologie par le chirurgien
urologue, puis le prélévement est acheminé au laboratoire dans une enceinte de transport
isotherme. Une premicre analyse a eu lieu en extemporané au bloc opératoire sur un petit
fragment de pulpe testiculaire afin de déterminer la présence ou non de spermatozoides a

I’examen direct.

Au laboratoire, le prélévement est déposé dans une boite de Pétri avec 3 mL de milieu de
culture et dilacéré a 1’aide de 2 aiguilles stériles courbées a 60° pour étirer et écraser les tubes
séminiferes.

La boite de Pétri est placée dans une étuve a 37 °C pendant 30 mn.

Le surnageant est aspiré¢, mis dans un tube conique et une goutte est observée au
microscope pour vérifier la présence de spermatozoides. La boite de Pétri avec les tubes
séminifeéres dilacérés et 5 mL de milieu de culture, est gardée a I’étuve a 37 °C + 5 % de CO,
jusqu’a la congélation sous forme de paillettes.

Un test de déconggélation est effectué sur une des paillettes.

Dans notre établissement, pour une question essentiellement d’ordre organisationnel et
géographique, les prélévements synchrones (biopsie testiculaire et ponction ovocytaire le

méme jour) ne sont pas réalisés.
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. Sperme de donneur :

Le don de sperme est gratuit et anonyme. Le donneur doit étre majeur, mais n’a plus
besoin d’avoir procréé depuis la révision des lois de bioéthique datant du 7 juillet 2011 [68]
(loi n°® 2011-814, article 29).1l se voit dans ce cas proposer la conservation d’une partie de ses
gametes en vue d’une éventuelle réalisation ultérieure, a son bénéfice, d’une assistance
médicale a la procréation. Le consentement de sa conjointe, s’il est en couple, est également
requis.

Selon I’arrété du 3 aolt 2010 [69] relatif aux regles de bonnes pratiques cliniques et
biologiques d’assistance médicale a la procréation, le recrutement des donneurs tient compte
de ’age, de 1’état de santé, des antécédents personnels et familiaux, et des caractéristiques
spermatiques. Un entretien psychologique est recommandé. Une étude compléte et
documentée de ’arbre généalogique du donneur est réalisée pour identifier les facteurs de
risque de transmission a I’enfant d’une anomalie génétique. L’établissement du caryotype est
préconisé. L’avis d’un généticien peut étre requis.

Toutes les données relatives au donneur sont consignées dans un dossier spécifique
anonymisé qui comprend les résultats des tests de sécurité sanitaire et, en outre :

- la date des recueils de sperme (6 au total dans notre établissement)

- les parameétres spermatiques

- les résultats du test réalisé a I’issue de la conservation

- le nombre de paillettes conservées

- la date de mise a disposition

- le nombre de paillettes cédées

La recherche des marqueurs biologiques d’infection est réalisée pour les virus VIH 1,
VIH 2, HTLV1, HTLV2, VHB, VHC, CMV et syphilis.

Cette recherche est renouvelée six mois apres le dernier recueil et les paillettes de sperme
ne sont cédées qu’a I’issue du deuxiéme controle demeuré négatif.

En cas de sérologie CMYV positive, le don est refusé si les IgM sont positifs. En revanche,
si ce sont les IgG qui sont positifs, le don peut étre attribué¢ a des couples dont au moins un

des deux membres est positifs pour le CMV.
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Outre les analyses ci-dessus, il est nécessaire de pratiquer une spermoculture ainsi qu’une
recherche de I’ADN de Chlamydiae trachomatis par amplification génique.
Une procédure permettant de connaitre le nombre de grossesses, le nombre d’enfants nés

et I’état de santé des enfants issus d’un méme donneur est élaborée.

¢) La mise en fécondation des ovocytes

° En FIV standard :

La mise en fécondation a lieu sous une hotte a flux.

Chaque CCO est déposé dans une goutte de milieu de culture associ¢ a un liquide de
ringage des ovocytes, dans une boite de Pétri.

Puis 8 mL d’huile minérale sont ajoutés.

On réalise une deuxiéme boite pour la mise en culture des embryons a J1, contenant
autant de gouttes de milieu de culture pour embryons numérotées que d’ovocytes recueillis.

Les spermatozoides sont ensuite déposés dans la 1 boite: 10 000 spermatozoides
fléchants dans chaque goutte.

Les microgouttes sont observées au microscope inversé et si la mobilité des
spermatozoides semble diminuée par rapport a la préparation initiale, le nombre de

spermatozoides par goutte est augmenteé.

° En ICSI :

- Décoronisation des ovocytes :

Les ovocytes passent par une étape de décoronisation qui consiste a dégager I’ovocyte des
cellules folliculaires qui I’entourent.

La veille de la ponction, des puits de milieu de recueil des ovocytes sont constitués puis mis
en étuve. On y ajoute de la hyaluronidase le jour de la ponction.

Les ovocytes sont ensuite déposés dans les puits, aspirés et refoulés plusieurs fois a 1’aide
d’une pipette automatique, le tout ne devant pas dépasser 2 minutes.

Puis ils sont rincés et remis a 1’étuve.
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- Préparation de la boite pour réalisation de 1I’ICSI (cf. Figure 9) :

Dans le fond de la boite spéciale ICSI de 5 cm ,on dépose en colonne autant de gouttes
numérotées de 7pul de milieu de culture des embryons tamponné a I’hépes qu’il y a d’ovocytes
a injecter. Une ou deux gouttes de 20 pl de milieu de culture sont déposées au bord de la boite
pour rincer les ovocytes aprés micro-injection.

A proximité des gouttes numérotées, une goutte de 10ul de PVP (polyvinylpyrrolidone)
pur non étalée est disposée pour ringage des aiguilles et d’autres sont étalées finement pour la
migration des spermatozoides (Pur -10%, au %2 -5%-1% si nécessaire). La boite est recouverte
de 5 ml d’huile minérale déposée délicatement a I’aide d’une pipette de 10 ml stérile, puis

placée a I’étuve.

PVP 10

Milieu de culture PVP 5
pour embryons

PVP 1
Milieu de culture des PVP 10

embryons tamponné a 1’hépés

Figure 9 : Boite d’ICSI (sous huile minérale)

- Dépot des gametes dans les différentes gouttes :

Les ovocytes sont déposés un par un dans les gouttes verticales numérotées.
Les spermatozoides sont déposés (apreés appréciation de leur concentration au

microscope) dans les gouttes de PVP.
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- Réalisation de la micro-injection :

Seuls les ovocytes matures (métaphase II) ayant émis leur premier globule polaire sont
micro-injectés.

Le matériel technique doit ensuite étre installé¢ ; chaque micromanipulateur permet de
travailler dans trois dimensions (de droite & gauche, de haut en bas et d’avant en arriere). Pour
réaliser ces déplacements, deux joysticks de commande motorisés sont disponibles. Les
joysticks sont reliés a des porte-pipettes qui, pour une ICSI, sont de deux types :

- une pipette de contention pour maintenir I’ovocyte

- une pipette d’injection dont la pointe est biseautée

Dans une boite de Pétri sont déposées autant de microgouttes de milieu de culture que
d’ovocytes et deux microgouttes de PVP. La premiére microgoutte de PVP permet le ringage
de la pipette d’injection et les spermatozoides sont déposés dans la deuxieéme microgoutte.
Ceci a pour but d’isoler et de sélectionner quelques spermatozoides vivants qui migrent a la
périphérie de la microgoutte, car ce composé€ possede une viscosité augmentée et limite ainsi
le déplacement des spermatozoides. La boite est recouverte d’huile de paraffine 1égére pour
éviter la dessiccation des milieux puisque 1’opération se déroule sur la platine chauffante a

37°C du microscope inverse.

Un spermatozoide vivant mobile et de morphologie normale est immobilis¢ a 1’aide de la
micropipette par un geste de cisaillement du flagelle en arriére de la piece intermédiaire. Puis
il est aspiré dans la micropipette par I’extrémité de son flagelle. L’immobilisation est tres
importante car elle est le t¢émoin d’une 1ésion des structures flagellaires facilitant ainsi la
survenue de la fécondation (réaction de capacitation entamée).

L’ovocyte est ensuite maintenu par la micropipette de contention et placé dans le champ
optique du microscope, de sorte que le globule polaire de I’ovocyte soit situé a 12h ou a 6h,
afin d’éviter que la micropipette d’injection ne touche le fuseau de métaphase II. La
micropipette d’injection est alors doucement introduite dans le cytoplasme de ’ovocyte du
coté diamétralement opposé a la pipette de maintien afin d’y déposer le spermatozoide, puis
est délicatement retirée. Les ovocytes micro-injectés sont ensuite remis en milieu de culture a

[’étuve a 37°C sous 5% de CO2.
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- Apres ICSI :

Apres rincage de chaque ovocyte dans la goutte de milieu de culture prévue dans la boite
d’ICSI, ils sont placés dans une goutte numérotée de 80 pL de milieu de culture sous huile
dans une boite 60 mm testée sans embryotoxicité, étiquetée au nom du couple.

Deux boites de culture identiques sont préparées pour changer les zygotes de milieu le

lendemain.

d) La culture embryonnaire de J1 au transfert

. J1 : 1% jour aprés la ponction

- Changement de milieu en FIV standard :

Les ovocytes sont décoronisés manuellement 17 a 20 heures aprés la mise en
fécondation.

Ils sont tout d’abord décollés du tapis cellulaire par aspiration /refoulement a l'aide de
pointes de pipettes automatiques stériles. Puis ils sont transférés dans 2 gouttes de milieu de
culture de 80 pl sous huile pour y étre rincés et parfaire leur décoronisation par aspiration et
refoulement. Enfin ils sont disposés dans une goutte numérotée de 80ul de milieu de culture
par ovocyte. (Boite préparée la veille)

La mobilité des spermatozoides, la fixation de ceux-ci a la zone pellucide des ovocytes et
la qualité des ovocytes (maturité, granulosité) sont appréciés au microscope. La morphologie
des pronuclei est notée selon la classification de Gianaroli (cf. Figure 10) et les ovocytes sont
photographiés.

La culture est poursuivie dans I’étuve dédi¢e jusqu’ a la 27°™ heure apres la mise en

fécondation. Puis le clivage précoce est apprécié, avant la poursuite de la culture jusqu’a J2.
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- Changement de milieu en ICSI :

Les ovocytes sont prélevés un par un a ’aide d’une pipette automatique, puis transférés
dans la boite identique préparée la veille.

La qualité des ovocytes (maturité, granulosité) est appréciée au microscope, ainsi que la
morphologie des pronucléi selon la classification de Gianaroli (cf. Figure 10). Cette
classification est en effet hautement prédictive du risque d’anomalies chromosomiques chez
I’embryon résultant (exemple : les configurations Ala, A2B, A3p et A3a sont associées de
facon significative a davantage d’embryons dépourvus d’anomalies chromosomiques, par
rapport aux autres configurations) [70]

Puis les ovocytes sont photographiés.

La culture est poursuivie dans 1’étuve dédiée jusqu’ a la 25°™ heure apres la mise en

fécondation. Puis le clivage précoce est apprécié, avant la poursuite de la culture jusqu’a J2.

Figure 10 : Classification de Gianaroli [70]
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e J2:2°™jour aprés la ponction

- Observation des embryons :

Le nombre et la qualité des embryons obtenus sont évalués au microscope, objectif 20,
filtre MC2 a 37°C sur platine chauffante.

La qualité des embryons (cf. Figure 11) est appréciée en fonction :

- du nombre de blastomeres par embryon

- de la qualité des blastomeres (réguliers ou irréguliers)

- du pourcentage de fragments anucléés par rapport au volume intrapellucidaire de

chaque embryon

Embryon de type 1 : Blastoméres réguliers, pas de fragmentation

Embryon de type 11 : Blastomeéres irréguliers, pas de fragmentation

Embryon de type III  : Blastomeéres irréguliers et moins de 50% de fragmentation
Embryon de type IV : Blastomeéres irréguliers et plus de 50% de fragmentation

Figure 11 : Classification de la qualité embryonnaire

Notre classification est une adaptation de la classification Blefco (consensus des
biologistes des laboratoires d’étude de la fécondation et de la conservation de 1’ceuf) [71].
Photographies des différents types d’embryons (clichés personnels du Laboratoire de

Biologie de la Reproduction de la Maternité de Nancy) :

- ./

Embryon de type I Embryon de type 1T
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Embryon de type III avec 10% Embryon de type Il avec 25%
de fragmentation de fragmentation

Embryon de type III avec 50% de Embryon de type IV

fragmentation

Cette classification des embryons a un intérét pronostic puisque 1’observation de stade
asynchrone de division et de taille inégale de blastomére diminue fortement la probabilité de
capacité de ces embryons a supporter le développement [71]. La fragmentation également

donne plut6t une valeur pronostique défavorable.
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Les embryons sont photographiés au grossissement 20, les images et les caractéristiques
des embryons sont consignés dans MEDIFIRST, logiciel dédi¢ a I’AMP, tous les jours
jusqu’au transfert.

I1 est possible sur décision du biologiste et du clinicien d’effectuer le transfert a J2.

e J3:3"™jour aprés la ponction

Méme mode opératoire que J2.

Les embryons sont généralement transférés ce jour-1a, congelés s’ils sont surnuméraires
ou détruits si leur qualité ne permet pas une congélation.

Seuls les embryons de bonne qualité sont congelés, c’est-a-dire les embryons de type I, 11
ou III avec au maximum 10% de fragmentation. En effet, la qualit¢ de I’embryon est un
¢lément essentiel dans la réussite de la congélation et donc les chances de succes apres

transfert [72].

e) Le transfert des embryons

Le nombre d’embryons a transférer est déterminé par avance au cours de la consultation
médicale pré-FIV avec le couple ou le jour du transfert avec le clinicien ou le biologiste. A
part dans des cas exceptionnels, la discussion porte sur un transfert d’embryon unique (SET)
ou de 2 embryons (DET). Ce choix est fait notamment en fonction du rang de la tentative de
FIV, de I’age de la patiente, des antécédents du couple, de la taille de 1’utérus, de la qualité
des embryons, etc.

Les embryons surnuméraires sont soit congelés, soit détruits selon leur qualité et le choix

des couples.

. Préparation du cathéter de transfert :

Les embryons sont rincés dans 2 gouttes de milieu de culture de 80 pul disposées dans

une boite de Pétri pour éliminer toute trace d’huile minérale.
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Une seringue de 1 ml de milieu de culture pour embryons est préparée sans bulles d’air
puis adaptée sur le cathéter de transfert. Le cathéter est ensuite rincé avec le milieu de culture
présent dans la seringue.

Puis le milieu de culture est aspiré jusqu'a la graduation 0.3 ml de la seringue.

Les embryons sont aspirés a leur tour dans 1,5 cm de liquide au maximum (entourés de

part et d’autre d’une bulle d’air).

° Transfert :

La patiente est installée en position gynécologique, vessie pleine.

Un repérage échographique de la position utérine est effectué¢ par voie transabdominale.

Le spéculum est mis en place et le vagin nettoy¢ avec un tampon stérile imbibé d’eau.

Le cathéter de transfert (cathéter simple de Frydmann ou cathéter double) est mis en
place sous contréle échographique jusqu’a 1,5 cm du fond utérin puis le contenu de la
seringue est injecté doucement jusqu’a la graduation 0,3 mL.

Apres retrait du cathéter, celui-ci est transmis a la technicienne de laboratoire pour
vérification.

La patiente reste allongée pendant 20 minutes apres le transfert.

. Vérification du cathéter apres le transfert :

La totalité du cathéter est transvasée dans une boite de Pétri, qui est observée a la loupe.
Les embryons doivent avoir disparu.
La manipulation est refaite si ce n’est pas le cas (incidence : environ 2/an). Ceci n’a

cependant aucune conséquence pour I’embryon, qui est protégé dans le milieu de culture.

f) La congélation des embryons surnuméraires

La congélation des embryons de type I, II ou III avec au maximum 10% de fragmentation

est réalisée a J2 (sauf cas particulier a J3).
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J Préparation de la boite de congélation :

On prépare 3 puits des 3 milieux de congélation numérotés dans une boite qui est

disposée a température ambiante au moins une heure avant la congélation.

. Congélation :

La boite contenant les embryons a congeler est sortie de I’étuve et mise 5 min a
température ambiante.

Le contenu des puits de la boite de milieu de congélation est agité par aspiration-
refoulement a I’aide d’un cone propre pour chaque puits.

Toutes les incubations sont faites a température ambiante a 1’abri de la lumiére (sous
enceinte opaque a la lumicre).

A I’aide d’une micro-pipette et d’un cone stérile, les embryons sont placés dans le puits 1
pendant 5 minutes.

Puis ils sont placés dans le puits 2 pendant 10 min et dans le puits 3 pendant 10 min.

Pendant ce temps, le programme de congélation d’embryons du congélateur est
enclenché.

Les embryons sont ensuite montés dans les paillettes (au maximum 2 par paillette), au

centre de la goutte du milieu (cf. Figure 12).

Milieu de congélation

Jonc
| [ | ©@) [ [ I A
d’identification |

Bulles d’air Embryons Coton

Figure 12 : Schéma d’une paillette de congélation d’embryons

L’emplacement des embryons dans la paillette est repéré a 1’aide d’un marqueur.
Les paillettes sont placées sur un portoir de congélation et déposées dans I’enceinte du

congélateur.
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La barre de seeding (action qui consiste a refroidir rapidement la zone de la paillette la
plus éloignée des embryons pour passer de 1’état liquide a 1’état solide) est ensuite refroidie
dans % de litre d’azote dans un récipient en polystyréne puis elle est placée a la limite
air/liquide de la partie contenant les embryons pendant 3 secondes.

Enfin, les paillettes sont introduites dans 1’azote liquide puis placées dans la cuve de

stockage a I’intérieur d’un visotube au nom de la patiente.

g) Le transfert des embryons congelés

La décongélation des embryons est réalisée la veille du transfert présumé des embryons.
Le choix des embryons a décongeler en priorité revient au biologiste qui privilégiera les
embryons de « top-qualité », selon la définition de Von Royen et al [73]. Il s’agit des
embryons a quatre ou cing blastomeéres a J2, a plus de sept blastomeres a J3, caractérisés par

une absence de multinucléation et un taux de moins de 20% de fragments anucléés.

J Préparation de la boite de décongélation

Quatre puits numérotés avec les quatre milieux de décongélation sont préparés, ainsi
qu’un tube de milieu de ringage des embryons.
La boite est placée a température ambiante au moins une heure avant la déconggélation.

Chaque puits est homogénéisé par aspiration refoulement a 1’aide d’un cone stérile.

. Décongélation

Toutes les incubations se font a température ambiante a I’abri de la lumiére.
Quatre gouttes de 50 pl de Global sont disposées au centre de la boite de décongélation,
pour ringage des embryons avant culture.

Une boite de culture avec des gouttes de 80ul de Global sous huile est préparée pour la

culture.
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Les paillettes sont sorties de 1’azote et réchauffées pendant 5 minutes sur la paillasse.

Le contenu de la paillette est vidé dans une boite de Pétri a ’aide de la tige pousse
paillettes. Les embryons sont repérés a la loupe puis disposés :

- dans le puits 1 pendant 5 minutes

- dans le puits 2 pendant 5 minutes

- dans le puits 3 pendant 10 minutes

- puis dans le puits 4 pendant 3 minutes.

Les embryons sont ensuite rincés successivement dans les 4 gouttes de Global, placés en
culture dans le global en gouttes sous huile et mis a 1I’étuve a 37°C et 5% de CO2 jusqu’au
lendemain.

Le transfert est réalisé si les embryons ont repris leur évolution.

Les patientes sont substituées en estradiol et progestérone pour créer un cycle artificiel
selon le schéma suivant :

> Femsept® patch 100 pg/24h (estradiol):

- 1 patch/jour de J1 aJ6

- 2 patchs/jourde J7aJ11

- 4 patchs/jour de J12 a J14 puis réalisation d’une échographie pour définir la date du
transfert d’embryons congelés

- 3 patchs/jour de J15 a J30,

- 2 patchs/semaine pendant tout le premier trimestre en cas de grossesse

> Estima® 600 mg/jour (progestérone) a partir de J15, pendant au moins 1 mois

voire jusqu’a I’échographie de 12SA.

En cas d’intolérance aux patchs ou lors des cycles faiblement stimulés, le Femsept est
remplacé par des comprimés de Provames.
Le replacement embryonnaire est décidé lorsque 1’échographie met en évidence une belle

muqueuse a 3 couches en « grain de café » d’au moins 8 mm d’épaisseur.
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Y

3°"¢ partie : étude rétrospective sur

Papport de LH en FIV

Introduction

Depuis 2009, certaines patientes prises en charge pour des FIV a la Maternité
Universitaire ont bénéficié d’une stimulation ovarienne par une combinaison de LH et FSH
recombinantes (Pergoveris®), au lieu de FSH seule comme lors de la tentative précédente.

Ce traitement combiné avait pour but de permettre d’obtenir une meilleure réponse
ovarienne chez des patientes pour lesquelles la réponse a la tentative précédente n’avait pas
¢été satisfaisante (peu d’ovocytes recueillis, de mauvaise qualité, peu d’embryons obtenus...).
Il a également ¢été utilisé chez des patientes pour lesquelles une mauvaise réponse était a
craindre : insuffisance ovarienne débutante, patientes agées...

Il n’existe en effet pas de consensus concernant la prise en charge de ces patientes
« mauvaises répondeuses ». Plusieurs traitements ont été proposés durant les dernicres
années : I’utilisation de cycles naturels [67], d’aspirine a faibles doses [74], d’une
contraception orale en pré-traitement [75], de petites doses d’hormone de croissance [76], de
fortes doses de gonadotrophines [77]... Aucun de ces traitements n’a démontré une efficacité
significative.

L’apport de LH fait partie des nouvelles pistes pour améliorer la réponse en FIV [78]. En
effet, le role de la LH au cours des différentes phases du cycle est maintenant bien connu :
sécrétion d’androgenes en début de phase folliculaire, production d’oestradiol en fin de phase
folliculaire, ovulation, reprise de la méiose et mise en place du corps jaune puis synthése de
progestérone en phase lutéale et implantation (cf 1 partie de la these).

Nous avons donc souhaité évaluer 1’efficacité du traitement par FSH et LH en comparant
les résultats, pour chaque patiente, de la tentative avec apport de LH par rapport a la tentative

avec FSH seule précédente.
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1. Matériels et méthodes

Il s’agit d’une étude rétrospective monocentrique réalisée dans le service d’AMP de la

Maternité Universitaire de Nancy sur une période s’étendant de juin 2009 a septembre 2010.

Criteres d’inclusion :

Patientes ayant bénéfici¢ de ’apport de LH sous forme de Pergoveris® pour leur

stimulation ovarienne dans le cadre d’une FIV

Criteres d’exclusion :

Patientes n’ayant jamais fait de tentative avec FSH seule avant la tentative avec

Pergoveris®

Avant toute nouvelle tentative avec ou sans Pergoveris®, chaque patiente était présentée
en staff clinico-biologique afin de prendre une décision collégiale quant a I’opportunité de

changer le protocole de stimulation.

Nous avons comparé les résultats de la tentative avec apport de LH par rapport aux

résultats de la tentative précédente, chaque patiente constituant son propre témoin.

L’objectif de 1’étude était de comparer ’efficacité des 2 types de protocoles chez une
méme patiente. L hypothése était que le protocole mixte permettait de recueillir, chez une
méme patiente, plus d’ovocytes que le protocole FSH seule.

Le nombre d’ovocytes recueillis et leur qualité est corrélé au nombre d’embryons
obtenus. Et le nombre et la qualité embryonnaires sont deux facteurs prédictifs des taux de

succes de la tentative [79].
Le critére principal était le nombre d’ovocytes recueillis et les critéres secondaires les

nombre d’ovocytes retenus (c'est-a-dire mis en fécondation en FIV ou micro-injectés en

ICSI), nombre d’embryons a J3 et nombre de grossesses évolutives (au-dela du 1¥ trimestre).
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Nous avons également recueilli 1’age de la patiente lors de la tentative avec Pergoveris,
son BMI, son statut tabagique, la cause de I’infertilit¢ (facteurs féminins, facteurs masculins),
le rang de la FIV avec Pergoveris®, le nombre d’embryons transférés frais et congelés et le

nombre de grossesses biochimiques.

Deux sous-groupes, suggérés par notre analyse de la bibliographie internationale, ont été
particuliérement étudiés :

- les « mauvaises » répondeuses (définies comme celles ayant eu moins de 5 ovocytes
recueillis lors de la tentative classique) [80]

- les patientes « agées », c’est-a-dire de plus de 35 ans lors de la tentative avec apport de

LH (sous-groupe suggéré par Marrs [81])

Les patientes qui ont bénéficié du traitement par Pergoveris ont été repérées grace au
logiciel informatique Médifirst utilis€¢ pour tous les dossiers d’AMP. A partir de 1a, les
dossiers cliniques ont pu étre ressortis des archives et étudiés. Les données ont été recueillies
grace a un bordereau de recueil (cf annexe 2) puis mises sous forme de tableaux Excel. Les
patientes qui ont fait leur premicre tentative en-dehors de la Maternité Régionale disposaient
toutes du compte-rendu détaillé de cette tentative dans le dossier, selon les regles de bonnes

pratiques cliniques et biologiques d’assistance médicale a la procréation [69].

L’analyse statistique (V. COEVOET, interne du DIM) a été réalisée avec le logiciel
SAS, version 9.1 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
Les analyses ont été faites dans I’échantillon complet, puis dans deux sous-groupes cités

au-dessus.

Une analyse descriptive des données a été réalisée, dans un premier temps dans
I’échantillon complet, puis séparément selon 1’existence ou non d’une mauvaise réponse (<5
ovocytes recueillis lors de la ponction ovocytaire) au protocole sans LH, puis au protocole
avec LH.

Les variables quantitatives ont été présentées a 1’aide de leur moyenne et de leur écart-
type, ou a I’aide de leur médiane et de I’intervalle inter-quartile.

Les variables qualitatives ont ¢été présentées par les effectifs et le pourcentage

correspondant de chacune des modalités.
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Dans un deuxieme temps, une analyse bivariée a permis de rechercher les
caractéristiques des couples associés a I’efficacité des 2 protocoles traités séparément.

Les variables quantitatives ont été comparées a 1’aide d’un test t de Student et les
variables qualitatives ont été comparées a 1’aide d’un test du Khi? ou a 1’aide d’un test exact

de Fisher.

Enfin, une comparaison de I’efficacité des 2 traitements a été réalisée a 1’aide d’un test du
Khi? pour séries appariées (MacNemar), d’abord de fagon brute, puis en sous groupe pour les
variables ayant montré un effet statistiquement significatif sur 1’efficacité de 1’un au moins
des 2 traitements en analyse bivariée.

Le seuil de significativité retenu pour les tests était de 5%.
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2. Résultats

a) Description de I’échantillon et des deux tentatives

o Description de 1’échantillon

Nous avons pu inclure 48 patientes dans 1’étude, ayant bénéfici¢ d’une tentative avec
Pergoveris® entre juin 2009 et septembre 2010, apres une tentative avec FSH seule. Ceci

représente 11.9% des tentatives de FIV réalisées pendant cette période dans notre centre.

L’age moyen de ces patientes lors de la tentative avec apport de LH était de 36,6 ans
(£1,2). Cet age est supérieur a celui des patientes prises en charges habituellement pour des
FIV.

La Figure 13 compare la répartition des ages des 48 patientes de 1’étude par rapport a
I’age des 404 patientes ayant eu une ponction FIV durant la période d’inclusion (juin 2009 a

septembre 2010).

Figure 13 : Comparaison de l’dge des patientes de I’étude par rapport a toutes celles ayant eu

une ponction durant la méme période
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Le BMI moyen lors de cette méme tentative était normal, c'est-a-dire de 23.6 kg/m? (+

1.1).

Concernant le rang de la tentative de FIV avec Pergoveris®, la médiane était de 3,0 [2,0-
4,0] avec un rang minimum de 2 (car nous avons exclu les 1éres tentatives) et maximum de 6
(la Sécurité Sociale rembourse actuellement 4 tentatives de FIV, mais les tentatives sans

embryon replacé ne sont pas décomptées).

Le taux de fumeuses parmi les patientes lors de la tentative avec LH était de 17% (8

patientes).

L’origine de I’infertilité était féminine dans 25% des cas, masculine dans 21% des cas

et mixte dans 54 % des cas.

La répartition des différentes étiologies d’infertilité est reprise dans la figure ci-dessous.

Figure 14 : Répartition des étiologies de l'infertilité
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Description des deux tentatives

- Lieu de réalisation des deux tentatives

La tentative avec apport de LH a été réalisée dans tous les cas a la Maternité Régionale

Universitaire.

En revanche, 42 tentatives précédentes sur 48 ont été réalisées a la Maternité.

- Type de protocole de stimulation

Les différentes stimulations ovariennes ont eu lieu selon 4 types de protocoles, choisis

par les cliniciens en charge des patientes selon leur réponse ovarienne prédictive (en fonction

de 1’age de la patiente, de ses dosages hormonaux, de son compte des follicules antraux, des

résultats de ses tentatives précédentes...).

La répartition des différents protocoles lors de chaque tentative est reprise dans le Tableau III.

Fréquence du

Fréquence du

Fréquence du

Fréquence du

protocole protocole protocole protocole cycle
agoniste court agoniste long antagoniste spontané
Tentative  sans 9(19%) 28(58%) 11(23%) 0
LH
Tentative avec 26(54%) 16(34%) 5(10%) 1(2%)
LH

Tableau Il : Effectifs des protocoles utilisés lors des tentatives sans, puis avec LH

Les protocoles utilisés lors de la tentative sans LH sont principalement des protocoles

agonistes longs, alors qu’ils sont plutdt agonistes courts lors de la tentative suivante.

Les protocoles utilisés aux 2 temps sont significativement différents (p=0,0002), selon le

test de symétrie.
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- Technique de FIV utilisée

Chaque tentative a été réalisée soit en FIV classique, soit en FIV avec ICSI.

Lors de la tentative sans LH, S patientes ont eu une FIV classique et 43 une FIV avec
ICSL

Lors de la tentative suivante, 4 patientes ont eu une FIV classique et 44 une FIV avec

ICSI.

- Type de sperme utilisé

Le sperme utilisé pour les différentes tentatives pouvait avoir 3 origines :

- sperme frais du conjoint

- sperme congelé obtenu apres une biopsie testiculaire

- sperme congelé de donneur

Les deux tentatives ont toujours été réalisées avec le méme type de sperme pour une

patiente donnée.

Voici la répartition des différents spermes utilisés chez les 48 patientes :
- 45 spermes frais
- 2 spermes congelés apres biopsie testiculaire

- 1 sperme de donneur
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b) Description des résultats de chaque tentative

° Durée des tentatives et doses de FSH utilisées

Echantillon complet Mauvaises Patientes de plus de
Description (N=48) répondeuses (N=26) 35 ans (N=33)
des tentatives | Sans Avec p* Sans Avec p* Sans Avec p*
LH LH LH LH LH LH
Dose totale 3098 3420 0,091' | 3216 3738 0,097' | 3040 3297 0,296'
moyenne de (+1005) | (£1392) (x1072) | (£1547) (£1051) | (£1265)
FSH utilisée
en Ul (& écart-
type)
Durée 11,8 11,8 (=] 1! 11,5 11,8 0,552' | 11,8 11,6 0,653!
moyenne de la | (£1,6) | 2,4) (x1,6) | (£2,9) (x1,8) | (£2,5)
stimulation en
jours (£ écart-
type)
* degré de significativité ! test t de Student apparié

Tableau 1V : Doses totales de FSH nécessaire et durée moyenne de stimulation lors des deux

tentatives, dans la population générale, chez les mauvaises répondeuses et chez les patientes >35 ans

La durée de stimulation n’est pas significativement différente lorsque la LH est ajoutée.
Par contre, les doses de FSH utilisées lors de la deuxiéme tentative ont tendance a étre
plus élevées dans 1’échantillon complet et chez les mauvaises répondeuses, mais de maniére

non significative.

. Caractéristiques cliniques des couples et résultats principaux selon la

réponse a la tentative sans, puis avec LH

L’¢échantillon de patientes est chaque fois divisé en 2 groupes, selon les résultats lors de
la tentative : les patientes chez lesquelles <5 ovocytes ont été recueillis lors de la ponction ont
une réponse ovocytaire qualifiée de « mauvaise » et celles qui ont eu > Sovocytes ont une
«bonne » réponse. Ce seuil a été défini d’apres I’étude de la bibliographie internationale,
mais ne correspond a aucun consensus puisque la définition de la mauvaise répondeuse est
restée floue jusqu’a récemment (Consensus de I’ESHRE sur la définition de la mauvaise

répondeuse publiée en juillet 2011 [82]).
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- Tentative avec FSH seule

Caractéristiques Bonne réponse (=5 | Mauvaise réponse (< p*
cliniques des couples et | ovocytes recueillis) | 5 ovocytes recueillis)
résultats principaux N=22 N=26

Age moyen en années 36.4 (+4,6) 36.7 (£4,0) 0.82!
(* écart-type)

BMI moyen en kg/m? (+ 23.6 (£3.,9) 23.5 (#4.,3) 0.91"
ecart-type)

Rang moyen de Ia 2.6 (+1,2) 2.1 (%x1,1) 0.16!
tentative (+ écart-type)

Nb de fumeuses actives 4 (18%) 4 (15%)

(taux)

Obstruction tubaire 8 (36%) 7 (27%)
bilatérale, effectif (taux)

Endométriose, effectif 5(23%) 6 (23%)

(taux)

Dysovulation, effectif 12 (55%) 15 (58%)

(taux)

Pathologie immune ou 1 (5%) 1 (4%)
malformation  utérine,

effectif (taux)

OATS, effectif (taux) 19 (86%) 15 (58%)

Autre cause masculine, 0 1 (4%)

effectif (taux)

Nb moyen d’ovocytes 9.0(%£1.5) 1.7 (£0.6)
recueillis (£ écart-type)

Nb moyen d’ovocytes 8.1 (x1.1) 1.4 (£0.6)
retenus (£ écart-type)

Nb moyen d’embryons 3.7 (£0.9) 0.8(£04)

aJ3 (£ écart-type)

Nb  de  grossesses 2 (9%) 1 (4%)
évolutives (taux)

Nb moyen d’ovocytes 8.7 (£ 1.5) 42(x1.4)
recueillis a la tentative

suivante avec LH (%

ecart-type)

Nb moyen d’ovocytes 7.8 (£1.5) 3.8(x1.3)
retenus a la tentative

suivante (* écart-type)

Nb moyen d’embryons 4.1 (£1.1) 1.5(*0.7)

a J3 a la tentative

suivante (+ écart-type)

Nb de grossesses 5(23%) 4 (15%)
évolutives a la tentative

suivante (faux)

* degré de significativité

Tableau V : Caractéristiques cliniques des couples et résultats principaux selon la réponse

ovocytaire lors de la tentative avec FSH seule

! test t de Student




- Tentative avec apport de LH

a la tentative suivante (faux)

* degré de significativité

! test de Student

Caractéristiques  cliniques | Bonne réponse (> 5 | Mauvaise réponse (< 5 p*
des couples et résultats | ovocytes recueillis) ovocytes recueillis)
principaux N=29 N=19

Age moyen en années (£ 36.4 (+4,6) 36.8 (£3,7) 0.71
écart-type)

BMI moyen en kg/m? (% 23.1 (+4,0) 24.3 (#4,1) 0.341
écart-type)

Rang moyen de la tentative 3.4 (%1,0) 3.3(%1,4) 0.74!
avec LH (% écart-type)

Nb de fumeuses actives 4 (14%) 4 (21%)

(taux)

Obstruction tubaire 7 (24%) 8 (42%)
bilatérale, effectif (taux)

Endométriose, effectif 7 (24%) 4 (21%)

(taux)

Dysovulation, effectif 18 (62%) 9 (47%)

(taux)

Pathologie immune ou 1 (3%) 1 (5%)
malformation utérine,

effectif (taux)

ATS, effectif (taux) 22 (76%) 12 (63%)

Autre cause masculine, 1 (3%) 0

effectif (taux)

Nb  moyen d’ovocytes 9.0(x1.1) 2.1 (£0.7)
recueillis (£ écart-type)

Nb moyen d’ovocytes 82 (x1.1) 1.7 (£0.7)
retenus (£ écart-type)

Nb moyen d’embryons a J3 4.0 (£0.8) 0.6(£04)

(x écart-type)

Nb de grossesses évolutives 6 (21%) 3 (16%)

(taux)

Nb  moyen d’ovocytes 6.6 (= 1.8) 2.7(£1.3)
recueillis a la tentative

suivante avec LH (£ écart-

ype)

Nb moyen d’ovocytes 59 1.5) 23(x1.2)
retenus a la tentative

suivante (+ écart-type)

Nb moyen d’embryons a J3 2.9 (£0.8) 1.1 (£0.7)

a la tentative suivante (+

écart-type)

Nb de grossesses évolutives 2 (7%) (5%)

Tableau VI : Caractéristiques cliniques des couples et résultats principaux selon la réponse

lors de la tentative avec apport de LH
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¢) Recherche de facteurs pouvant influencer la réponse des tentatives de

FIV avec ou sans LH (analyse croisée)

J Etiologies de I'infertilité

Les causes d’infertilité trés rares dans notre échantillon (pathologies auto-immunes ou
malformatives chez la femme, anomalies du sperme autre qu’OATS chez ’homme c’est-a-
dire azoospermie) n’ont pas €té traitées car les effectifs étaient trop faibles (respectivement 2
femmes et 1 homme).

Par contre, nous avons évalué¢ 1’'impact de 1’obstruction tubaire bilatérale, de
I’endométriose, de la dysovulation et de I’OATS sur la réponse aux 2 types de protocoles

(avec et sans LH).

- Tentative avec FSH seule

Mauvaise
, Bonne
e réponse . Grossesse Pas de
Caractéristiques réponse . )
cliniques des (<5 5 p* évolutive grossesse p*
couples ovocytes ovocytes) (>12 SA) évolutive
recueillis) N=22 N=3 N=45
N=26
Obstruction 0.48! 0.232
tubaire
bilatérale
Oui | 7 (46,7%) | 8 (53,3%) 2 (13,3%) | 13 (86,7%)
Non | 19 (57,6%) | 14 (42,4%) 1 (3,0%) 32 (97,0%)
Endométriose 0.98! 0.552
Oui | 6 (54,5%) | 5(45,5%) 1 (9,1%) 10 (90,9%)
Non | 20 (54,1%) | 17 (45,9%) 2 (5,4%) 35 (94,6%)
Dysovulation 0.83! 12
Oui | 15 (55,6%) | 12 (44,4%) 2 (7,4%) 25 (92,6%)
Non | 11 (52,4%) | 10 (47,6%) 1 (4,8%) 20 (95,2%)
OATS 0.03! 12
Oui | 15 (44.1%) | 19(55.9%) 2 (5,9%) 32 (94,1%)
Non | 11(78.6%) | 3(21.4%) 1 (7,1%) 13 (92,9%)
* degré de significativité !'test du Khi-2 2 test exact de Fisher

Tableau VII : Résultats de la tentative de FIV sans apport de LH en fonction des

caractéristiques cliniques des couples
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Les étiologies de I’infertilité ne sont pas statistiquement liées a I’efficacité de la tentative

avec FSH seule, a part I’existence d’une OATS chez le partenaire. Cette anomalie du sperme

est associée de facon significative a une meilleure réponse ovocytaire (p=0,03), mais sans

répercussion sur le taux de grossesses évolutives (p=1).

- Tentative avec apport de LH

Mauvaise Bonne
L. , , Grossesse Pas de
Caractéristiques | réponse (<5 réponse X )
cliniques des ovocytes (=5 p* évolutive EIOSSC8Se p*
7 - (>12 SA) évolutive
couples recueillis) ovocytes) N=9 N=39
N=19 N=29
Obstruction 0.19! 0.432
tubaire
bilatérale
Oui | 8 (53,3%) 7 (46,7%) 4(26,7%) | 11(73,3%)
Non | 11 (33,3%) | 22 (66,7%) 5(15,2%) | 28 (84,8%)
Endométriose 12 12
Oui | 4 (36,4%) 7 (63,6%) 2 (18,2%) |9 (81,8%)
Non | 15 (40,5%) | 22 (59,5%) 7 (18,9%) | 30 (81,1%)
Dysovulation 0.31! 0.152
Oui | 9 (33,3%) 18 (66,7%) 3(11,1%) | 24 (88,9%)
Non | 10 (47,6%) | 11 (52,4%) 6 (28,6%) | 15 (71,4%)
OATS 0.34! 12
Oui | 12 (35,3%) | 22 (64,7%) 6 (17,6%) | 28 (82,4%)
Non | 7 (50%) 7 (50%) 3(21,4%) | 11 (78,6%)

* degré de significativité

test du Khi-2

2 test exact de Fisher

Tableau VIII : Résultats de la tentative de FIV avec apport de LH en fonction des

caracteristiques cliniques des couples

Lors de la tentative avec apport de LH, les ¢étiologies de I’infertilit¢ ne sont

statistiquement liées ni a la réponse ovarienne, ni au taux de grossesses évolutives.
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Caractéristiques physiques de la patiente et rang de la tentative

Nous avons recherché un lien éventuel entre I’age de la patiente, son BMI, le rang de la

FIV et la réponse obtenue lors de la FIV sans LH, puis avec apport de LH. Les données sont

résumées dans le Tableau IX.

Tentative sans apport de LH

Tentative avec apport de LH

Pas de Pas de
Grossesse Grossesse
évolutive | STOSSESSC p* évolutive | 5S¢ p*
N=3 évolutive N=9 évolutive
N=45 N=39
Age moyen | 39 36.4 031! 353 36.8 0.34!
en années (£5,3) (#4,1) (£5,1) (+4,0)
(£ écart-type)
BMI moyen | 24.0 23.5 0.85! 23.9 23.5 0.79!
en kg/m? (x4.,4) (+4,1) (+4,6) (+4,0)
(£ écart-type)
Rang moyen | 3.3 23 0.13! 3.8 32 0.21!
de la FIV (x2,1) (£1,1) (x1,3) (x1,1)
(£ écart-type)

* degré de significativité

I'test t de Student

Tableau IX : Résultats des deux tentatives en fonction de l’dge de la patiente, de son BMI et

du rang de la tentative

Nous avons constaté qu’aussi bien lors de la tentative classique que lors de la tentative

avec LH, les résultats ne sont pas statistiquement liés a 1’age de la patiente, & son BMI ou au

rang de la FIV.
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d) Comparaison de Uefficacité des 2 protocoles

En termes de réponse ovocytaire

Nous avons tout d’abord comparé le nombre de mauvaises réponses (<5 ovocytes

recueillis) dans les deux protocoles.

Mauvaise réponse
avec Pergoveris N=19

Bonne réponse avec
Pergoveris N=29

Mauvaise réponse

15 11 26
sans Pergoveris N=26
Bonne réponse sans
Pergoveris N=22 4 18 22
19 29 48

Tableau X : Comparaison des réponses aux deux tentatives de FIV en séparant les bonnes
réponses (=5 ovocytes recueillis) et les mauvaises réponses (<5 ovocytes)

Il y a une tendance a observer plus de mauvaises réponses avec le protocole FSH seule

qu’avec le protocole mixte.

En effet, le taux de mauvaises répondeuses est passé de 54% (soit 26 patientes) lors de la

tentative avec FSH seule contre 40% (soit 19 patientes) lors de la tentative avec apport de LH

(p=0,07 selon le test de McNemar).

Concernant le nombre moyen d’ovocytes recueillis puis retenus (c’est a dire mis en

fécondation en FIV ou micro-injectés en ICSI), nous avons étudié séparément 1’échantillon

complet puis le sous-groupe des mauvaises répondeuses repérées lors de la tentative avec

FSH seule et le sous-groupe des patientes de plus de 35 ans.

Echantillon Mauvaises Patientes de plus

complet (N=48) répondeuses (N=26) de 35 ans (N=33)
Résultats des Sans | Avec | p* Sans | Avec | p* Sans | Avec | p*
tentatives LH LH LH LH LH LH
Nb moyen 5,0 6,3 0,056' | 1,7 4,2 0,002' | 5,1 5,7 0,423!
d’ovocytes recueillis | (£4,6) | (#4,2) (x1,6) | (£3,6) #4,7) | (#4,2)
(£ écart-type)
Nombre moyen 4,5 5,6 0,050 | 1,4 3.8 0,001" | 4,5 5,1 0,266'
d’ovocytes retenus (#4,0) | (+4,0) (£1,5) | (£3,5) (#4,1) | (£4,0)
(£ écart-type)

* degré de significativité

I test t de Student

Tableau XI : Quantité et qualité ovocytaires lors des deux tentatives, dans la population
générale puis chez les mauvaises répondeuses et les patientes de plus de 35 ans
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Les résultats sont a la limite de la significativité dans 1’échantillon complet.

En revanche, chez les mauvaises répondeuses, I’apport de LH a permis de recueillir

et de retenir plus d’ovocytes de facon significative.

En terme de quantité et qualité embryonnaires

Nous avons relevé le nombre médian d’embryons a J3 puis le nombre médian

d’embryons transférés frais, le nombre médian d’embryons congelés et le nombre médian

d’embryons de bonne qualité (somme des embryons transférés frais et congelés).

Echantillon complet

(N=48)

Mauvaises

répondeuses (N=26)

Patientes de plus de 35

ans (N=33)

Résultats des

tentatives

Sans

LH

Avec

LH

p*

Sans

LH

Avec

p*
LH

Sans

LH

Avec

LH

p*

Nombre
médian
d’embryons a
I3 (intervalle
interquartile)

(0-3,5)

2,5
(0-4)

0,158

0
(0-2)

1
(0-3)

1
(0-4)

2
(0-4)

Nombre
médian
d’embryons de
bonne qualité
(intervalle
interquartile)

(0-2,5)

(0-3)

0,33!

(0-2)

1 0,322
(0-2)

(0-2)

(0-3)

0,32!

Nombre
médian
d’embryons
frais transférés
(intervalle
interquartile)

1,5
(0-2)

(0-2)

(0-2)

(0-2)

(0-2)

(0-2)

Nombre
médian
d’embryons
congelés
(intervalle
interquartile)

(0-0)

(0-0,5)

(0-0)

(0-0)

(0-0)

(0-0)

* degreé de significativité

2 test des rangs signés (distribution non gaussienne)

1 test t de Student

Tableau XII : Nombre médian d’embryons obtenus a J3, de bonne qualité, transférés frais et

congelés lors de chaque tentative, dans la population générale puis chez les mauvaises répondeuses et

chez les patientes de plus de 35 ans
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L’apport de LH ne permet pas d’obtenir plus d’embryons de bonne qualité, que ce soit

dans 1I’échantillon complet ou dans les différents sous-groupes.

. En terme de taux de grossesses biochimique et évolutive (>12 SA)

Les taux de grossesses biochimiques (Bhcg sanguins positifs lors du premier dosage fait
dix a douze jours apres le transfert) ainsi que les taux de grossesses évolutives aprés 12 SA

ont été comparés dans les deux tentatives.

Echantillon complet Mauvaises pluf?ize;;e;n(sle
(N=48) répondeuses (N=26) (N=33)

Résultats des | Sans Avec N Sans Avec N Sans | Avec N
tentatives tH | tn | P tH | tH | P |wH|w| P
Taux de | 13% 25% 12% 19% 15% | 21%
grossesses
biochimiques
Taux de | 6% 19% 0.083" | 4% 15% 0.180" | 6% | 18% | 0,157
grossesses
évolutives
(>12 SA)

* degré de significativité
! test de McNemar
Tableau XIII : Taux de grossesses biochimiques et évolutives lors de chaque tentative, dans la

population générale puis chez les mauvaises répondeuses et les patientes de plus de 35 ans

L’apport de LH ne permet pas d’obtenir plus de grossesses évolutives chez les mauvaises
répondeuses et chez les patientes de plus de 35 ans. Cependant dans 1’échantillon complet,
une tendance a un meilleur taux de grossesses évolutives est observée, mais elle n’est pas

statistiquement significative (p=0.083).
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3. Discussion

L’apport a la fois de LH et de FSH au cours des cycles de stimulation ovarienne chez les
patientes en hypogonadisme hypogonadotrope est communément accepté. Les études qui ont
comparé¢ les stimulations par FSH seule versus FSH et LH ont démontré le bénéfice d’une
stimulation mixte [83]. Shoham et al. [84] ont notamment retrouvé un moindre recrutement
folliculaire, un taux d’oestradiol plus bas et un endometre plus fin lors de I’utilisation de FSHr
seule.

La dose idéale de LH a administrer au cours des stimulations semble étre 75 Ul/j (selon le
groupe d’¢étude européen de la LHr [85]).Le fait d’apporter trop de LH exogene est clairement
un obstacle au recrutement multifolliculaire, comme le démontre notamment 1’étude de
Shoham et al [53]. Le « plafond » a ne pas dépasser a été fixé a 225 Ul/jour par Loumaye
[86]. Cet effet délétére a été retrouvé dans les études in vitro également, puisque Hillier [47]
note une réduction de plus de 50% de la capacité de I’ovocyte a se transformer en blastocyste

lors de I’utilisation de hautes doses de LH.

En revanche, le fait de supplémenter les patientes en LH au cours des cycles de
stimulation ovarienne pour les FIV est trés controversé.

Tout d’abord concernant la dose totale de FSH utilisée et la durée de la stimulation,
nous n’avons pu mettre en évidence de différence statistiquement significative entre les deux
tentatives. Les auteurs qui se sont penchés sur cette question ont fait habituellement les
mémes constatations : c¢’est le cas de Franco [87], de Sills [88], de Durnerin [89], d’Imthurn
[90], de Tarlatzis [91], de So6derstrom-Anttila [92], de Westergaard [93], de Gordon [94] et de
Lisi [95]. 1l y a cependant une légere tendance dans notre étude a utiliser plus de FSH dans
I’échantillon complet (p=0,091), qui peut s’expliquer en partie par le fait que les doses
journalieres de FSH sont déterminées par les résultats de la stimulation précédente.

En revanche, I’apport de LH dans 1’étude de Filicori [96] diminue la durée de la
stimulation ovarienne et permet d’utiliser moins de FSH. Ceci est également constaté par

Ferraretti [97].

Avant de comparer 1’efficacité des deux protocoles, nous avons étudié tous les facteurs
qui pourraient avoir une influence sur ces résultats, tels que I’age des patientes, leur BMI et le

rang des deux tentatives.
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I1 est intéressant de voir qu’aucun de ces facteurs n’influence de maniére significative les
résultats, mais avec les limites dues au faible effectif.

En effet, le BMI moyen, par exemple, est normal, avec peu de patientes dans les
catégories situées aux extrémes (3 patientes avec un BMI < 19 kg/m? et 4 patientes avec un

BMI > 30 kg/m?).

Le faible effectif de fumeuses (17%) n’a pas permis d’étudier I’impact du tabagisme sur
les résultats, mais son effet délétére a tous les stades des FIV est bien connu. Et il est
important de noter que malgré nos nombreuses interventions concernant la nécessité d’un
sevrage tabagique en consultation, aucune des patientes fumeuses lors de la tentative sans LH
n’a arrété de fumer pour la tentative d’apres, avec apport de LH.

Nous avons de méme ¢tudié ’influence des étiologies les plus répandues d’infertilité.
Seule I’OATS est associée a une meilleure réponse ovocytaire, et uniquement lors de la
tentative avec FSH seule. Il peut paraitre logique que, lorsque I’OATS est la seule étiologie
d’infertilit¢ au sein du couple, les patientes aient une meilleure réponse ovocytaire que les
patientes avec des pathologies associées. En revanche, il est moins logique que ceci ne
s’observe pas également lors de la tentative avec apport de LH...

En tout cas, ’OATS n’est pas associée a un meilleur taux de grossesses évolutives, ce qui
est certainement lié a la répercussion de la qualité spermatique sur la fécondation.

Cette analyse de I’effet des étiologies d’infertilité sur les résultats est cependant a nuancer
du fait de la forte proportion d’infertilités mixtes (54%). Cette proportion est supérieure a
celle qui est classiquement décrite en FIV (28.3% selon FIVNAT).

De plus, le faible effectif de patients dans chaque catégorie d’étiologie d’infertilité limite

¢galement la valeur de notre analyse.

Intéressons-nous maintenant au taux de mauvaises répondeuses, telles que nous avons
choisi de les définir (< 5 ovocytes recueillis a la ponction ovocytaire).

Ce taux est pass¢ de 54% a 40% en ajoutant de la LH a la FSH. Certes la différence n’est
pas significative, mais la frontieére est mince (p=0,07).

Il est difficile de comparer ce paramétre aux autres études car la définition des mauvaises
répondeuses est tres variable [98].11 peut s’agir d’une prédiction selon 1’age de la patiente, son
bilan hormonal dont le dosage de FSH a J3, son compte folliculaire antral ou il peut s’agir
d’une mauvaise réponse avérée apres une stimulation bien menée notamment avec des doses

¢levées de FSH. L’ESHRE a récemment publié la définition de la mauvaise répondeuse, qui
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doit remplir au moins 2 des 3 critéres suivants : 4ge maternel avancé ou autre facteur de risque
de mauvaise réponse, un antécédent de mauvaise réponse ou un effondrement de la réserve
ovarienne [82].

Concernant notre étude rétrospective, les patientes qui ont bénéficié de la tentative avec
apport de LH ont été sélectionnées par le clinicien qui les suivait au décours d’une stimulation
classique qui n’avait pas été satisfaisante. Mais le critére de mauvaise réponse était variable et
surtout, ne figurait pas toujours dans le dossier de maniére évidente. Nous avons ainsi trouvé
plusieurs cas de figure : les patientes chez qui la 1 tentative avait abouti & une ponction
blanche (0 ovocyte recueilli), celles qui avaient eu peu d’ovocytes recueillis, celles qui

n’avaient aucun embryon transférable, ...

Voyons ensuite ce qu’il en est de notre critere d’étude principal, qui est le nombre
d’ovocytes recueillis. 11 n’est pas modifi¢é de maniére significative dans I’échantillon
complet, ni chez les patientes agées. Par contre, chez les mauvaises répondeuses, 1’apport de
LH permet d’obtenir en moyenne 2,5 ovocytes supplémentaires (p=0,02).Cette différence est
¢galement observée pour les ovocytes retenus, c’est-a-dire les ovocytes de bonne qualité
choisis pour étre mis en fécondation ou micro-injectés avec en moyenne 2,4 ovocytes de plus
(p=0,01) lors de la tentative avec apport de LH.

Les données de la littérature sont hétérogénes dans ce domaine. Franco et al. [87]
retrouvent plus d’ovocytes recueillis et plus d’ovocytes en métaphase Il en cas d’apport de
LH chez des patientes au cours d’une premiere tentative d’ICSI. Durnerin et al. [89]
retrouvent plus d’ovocytes a féconder avec un apport de LH, dans une étude qui excluait les
mauvaises répondeuses. De Placido et al [80] décrit plus d’ovocytes recueillis et matures en
cas d’apport de LH chez des mauvaises répondeuses, définies par une réponse inadéquate a
une stimulation par de la FSH seule. Ferraretti et al [97] met en évidence plus d’ovocytes
recueillis chez des hyporépondeuses avec apport de LH.

En revanche, Sills et al [88], ne retrouve pas de bénéfice en terme de réponse ovocytaire
en cas d’apport de LH. C’est également le cas d’Imthurn et al [90], de Tarlatzis et al [91], de
Soderstrom-Antilla et al [92] et de Gordon et al [94], mais ceci dans des études qui ne tenaient
pas compte du profil des patientes, notamment qui ne s’adressaient pas aux mauvaises

répondeuses connues.
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Apres la réponse ovocytaire, penchons-nous sur le nombre et la qualité embryonnaires.

La valeur qui regroupe le mieux a la fois la quantité et la qualité est la somme des
embryons transférés frais et congelés, puisque seuls les embryons de type I, de type Il ou de
type III avec moins de 10 % de fragmentation sont transférés ou congelés. L’apport de LH ne
permet pas d’obtenir plus d’embryons de bonne qualité, que ce soit dans 1’échantillon complet
ou dans les deux sous-groupes.

De méme concernant les taux de grossesses biochimiques puis évolutives,
I’augmentation observée n’est pas statistiquement significative. Mais il est important de noter
que les tentatives avec apport de LH ne sont pas toutes terminées car il reste encore 15
embryons congelés au total, ce qui pourrait tout a fait modifier le taux de grossesses

définitif...

Les différents auteurs qui ont comparé les stimulations avec et sans apport de LH ne sont
pas tous unanimes...

Franco [87], dans son étude incluant 244 patientes, retrouve une augmentation du nombre
d’embryons de bonne qualité, mais sans répercussion sur les taux de grossesses et de
naissances.

Durnerin [89], qui avait pu mettre en évidence une augmentation du nombre d’ovocytes
de bonne qualité avec apport de LH, ne retrouve pas d’amélioration de la qualité
embryonnaire ni du taux de grossesse.

Sills [88], dans une étude comportant 30 patientes, ne retrouve pas d’intérét a 1’apport de
LH concernant le nombre d’embryons et le taux de grossesses. C’est également le cas
d’Imthurn [90], de Tarlatzis [91] et de Fleming [99].

Soderstrom-Anttila [92], dans une étude regroupant 41 donneuses d’ovocytes stimulées
soit par FSHr soit par hMG, avait retrouvé plus d’ovocytes avec le traitement mixte, mais la
encore sans effet sur les taux de grossesses.

Westergaard [93], dans une étude incluant 218 patientes ayant eu soit de la FSHu soit de
I’hMG, a pu mettre en évidence une augmentation du nombre d’embryons transférables sans
reflet sur le taux de grossesses.

Ferraretti [97] s’est intéressé aux patientes hyporépondeuses lors de stimulations a la FSH
seule et a démontré une augmentation des taux de grossesses et de naissances vivantes non

significative lorsqu’elles ont une supplémentation en LH.

93



Lisi [95] a également sélectionné des mauvaises répondeuses pour son étude et démontré
que I’apport de LH permet d’augmenter le nombre d’embryons et le taux de grossesse de
facon significative.

Enfin Commenges-Docos [100], lors de son étude rétrospective des tentatives avec FSH
seule versus FSH/hMG a démontré 1’intérét de la LH sur le taux de grossesses évolutives.

Il parait donc tout a fait envisageable que le fait de ne pas démontrer d’augmentation du
taux de grossesses dans notre étude soit lié soit au faible effectif de notre échantillon, soit au
fait de ne pas avoir sélectionné uniquement des mauvaises répondeuses.

Les grossesses que nous avons qualifiées d’évolutives apreés 12 SA ont toutes abouti a la
naissance d’enfants vivants, ce qui fait un taux final d’accouchements par ponction de 6%
sans LH et 19% avec LH. Ces taux sont faibles par rapport aux taux d’accouchements par
ponction en FIV (18.8%) et en ICSI (20.7%) cités dans le rapport annuel d’activité 2009 de
I’ABM [1]. La population de notre étude est cependant particuliere, puisque le Pergoveris
¢tait proposé a des patientes pour lesquelles une réponse décevante était attendue. Notre
¢chantillon est également plus agé que la population habituellement suivie en FIV (les 404
patientes prises en charges sur la durée de 1’étude dans notre centre ont des ages tout a fait
comparables a ceux des patientes du rapport annuel de I’ABM). 1l est difficile de comparer ce
taux de grossesse a ceux des autres études qui étaient réalisées en population standard donc
avec des résultats proches des chiffres de ’ABM. Quant aux études faites auprés des
mauvaises répondeuses, elles avaient des critéres d’inclusion précis non comparables avec

notre échantillon hétérogéne.

Un seul aspect n’a pu étre abordé dans notre étude, du fait de son caractere rétrospectif :
le taux de LH endogéne des patientes au début de la stimulation par les gonadotrophines.

Plusieurs auteurs s’accordent en effet autour de I’hypothése que certaines patientes sont
excessivement freinées par 1’agoniste de la GnRH, avec pour conséquence un effondrement
du taux de LH endogéne. Ceci aurait notamment pour effet une augmentation du taux de
fausses-couches spontanées selon les études de Westergaard [101] et d’Esposito [102].

I1 est cependant difficile de déterminer un taux de LH a partir duquel il est intéressant de
supplémenter les patientes [53] : Fleming [103] situe ce seuil a 0,5 UI/L a S6, avec selon lui
une diminution du nombre d’embryons obtenus chez les patientes ayant un taux de LH bas.
Loumaye [48] situe ce seuil également a 0,5 UI/L, mais a S1.

Les patientes avec des taux de LH effondrés seraient particulierement réceptives a un

apport de LH exogene a petites doses lors de leurs stimulations ovariennes. Mais la période
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d’introduction de la LH est variable également selon les auteurs (début de stimulation en

méme temps que la FSH ou fin de phase folliculaire).

Plusieurs biais sont a noter dans notre étude :

L’effectif des patientes est faible

La durée entre les 2 tentatives est variable.

Les protocoles de stimulation sont souvent différents les uns des autres (doses de FSH,
doses de LH, utilisation soit d’agonistes soit d’antagonistes de la GnRH, critéres
de déclenchement de ’ovulation variables...). Il y a notamment une majorité¢ de
protocoles agonistes longs (58%) lors de la tentative sans LH, car il s’agit du
protocole utilisé en premicre intention. Alors que dans la tentative avec LH, le
protocole agoniste court est majoritaire. Ce protocole est en effet utilisé souvent en
dernier recours chez les mauvaises répondeuses.

- La tentative sans apport de LH a parfois été réalisée dans un autre centre d’AMP avec
probablement des modalités de stimulation, des critéres de déclenchement et des
techniques biologiques différentes des notres.

- Toutes les tentatives avec Pergoveris ne sont pas forcément terminées (il reste parfois

des embryons congelés qui pourront étre transférés), ce qui pourrait faire encore

augmenter le nombre de grossesses.
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Conclusion

Les résultats de notre étude sont en accord avec I’analyse de la bibliographie
internationale. C'est-a-dire que 1’apport de LH en FIV ne montre pas d’intérét de fagon
systématique, mais uniquement dans le sous-groupe des mauvaises répondeuses avérées. Le
protocole mixte ne permet ni de diminuer la durée de la stimulation, ni de diminuer les doses
de FSH utilisées. En revanche, il permet de recueillir et de retenir plus d’ovocytes de fagon
significative. Il y a également une tendance a une augmentation des taux de grossesses, mais

de maniére cette fois non significative.

Notre étude rétrospective comporte certains biais qui moderent son impact scientifique :
le faible effectif de patientes, le fait que les protocoles de stimulation ovarienne varient, que la
premicre tentative ait parfois eu lieu dans un autre centre d’AMP...

De plus, il reste 15 embryons congelés de la tentative avec LH qui pourraient encore

modifier le taux de grossesses définitif...

Il nous a donc paru intéressant de compléter cette étude rétrospective par une étude
prospective plus rigoureuse avec des effectifs plus importants, des critéres d’inclusion précis,
en veillant notamment a n’inclure que des mauvaises répondeuses et a exclure les patientes
ayant un SOPK connu car il a ét¢ démontré que 1’apport de LH chez ces patientes pouvait
augmenter le taux de fausses-couches spontanées [104, 105].

Nous utiliserons également un seul protocole de stimulation, long agoniste, avec des
criteres précis de monitorage et de déclenchement. Le fait de n’utiliser qu’un type de
protocole permettra en effet de supprimer le biais important qu’il pourrait y avoir en
comparant les résultats de trois voire quatre protocoles a I’instar de ce que nous avons fait
dans 1’étude rétrospective. De plus, nous doserons la LH endogeéne en début de stimulation

pour étudier I’impact de ce taux sur les résultats des tentatives.
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4éme partie : étude prospective

1. Mise en place de I’étude

a) Obtention de [D’avis favorable de la Commission de Recherche,

d’Ethique et d’Enseignement Médical (CREEM)

La premicre étape a franchir pour pouvoir mettre en place une étude prospective a la
Maternité Universitaire passe par la présentation du projet lors d’une séance de la CREEM.
Cette commission est constituée d’une dizaine de médecins représentant les différentes
disciplines présentes a la Maternit¢ Régionale (gynécologie-obstétrique, pédiatrie, AMP,
biologie, DIM...)

Le dossier a présenter doit contenir :

- titre

- principal investigateur et co-instigateurs éventuels

- état de la question avec références bibliographiques

- objectifs généraux et spécifiques

- matériel et méthodes (dont nombre de sujets inclus et justificatifs)

- résultat attendus éventuels

- problémes éthiques (formulaire de consentement, position vis a vis du CPP)

- demande éventuelle pour que la Maternité soit promoteur au titre de la lot HURIET

- retombées pour la pratique clinique

- étude détaillé du budget et projet de financement

L’avis favorable de la CREEM a été prononcé lors de la séance du 13 décembre 2010,

sous réserve de la modification du formulaire de consentement. En effet, 1’étude est en fait de
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nature de « soins courants », ce qui nécessite une information éclairée des patientes avec leur
signature attestant que 1’information a été comprise et qu’elles ne s’opposent pas a leur
participation a 1’é¢tude (cf fiche d’information en annexe 1). La CREEM recommandait
¢galement 1’obtention de 1’avis du référent CNIL de 1’établissement (le Dr Jeanne FRESSON)
et I’avis du CPP-Est.

Concernant le financement du dosage de LH supplémentaire prévu en fin de

désensibilisation ovarienne, un budget de 2000 euros a été accordé en séance a cet effet.

b) Obtention de ’avis favorable du Comité de Protection des Personnes

Est-III (CPP Est-III)

L’étape suivante a donc consisté a présenter le projet d’étude aux membres du CPP-Est
localisé a I’hopital de Brabois.

La composition du dossier de demande d’avis au CPP pour les recherches visant a
¢valuer les soins courants a ét¢ fixée par I’arrété du 9 mars 2007 du Journal Officiel de la

République Frangaise [106].

Ce dossier devait comprendre :

- un courrier de demande d’avis daté et signé comportant notamment le numéro
d’enregistrement de la recherche attribué par 1’Agence francaise de sécurité sanitaire des
produits de santé (2011-A00318-33, dans notre cas)

- un formulaire daté et signé de demande d’avis

- le document permettant au CPP de s’assurer que le projet de recherche qui lui est
soumis est une recherche portant sur I’évaluation des soins courants telle que définie par les
dispositions législatives et réglementaires

- le protocole de la recherche, daté, signé et comportant un numéro de version

- le résumé du protocole

- le document d’information destiné aux personnes qui se prétent a la recherche
précisant qu’elles disposent d’une faculté d’opposition a leur participation a la recherche

- le cas échéant, I’avis d’un comité scientifique consulté par la personne responsable

(la CREEM dans notre cas)
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- le curriculum vitae de la personne qui dirige et surveille la réalisation de la

recherche

Le Comité s’est réuni le 9 mai 2011 et a adopté la délibération suivante : AVIS

FAVORABLE pour :

Le formulaire de demande d’avis daté du 28 avril 2011
Le protocole : version 4.5 du 28 avril 2011

Le résumé du protocole : version 4.5 du 28 avril 2011
Le document additionnel daté du 28 avril 2011

La note d’information pour les patientes

Le CV de I’investigateur de 1’¢tude (le Dr ZACCABRI)

¢) Obtention de ’avis favorable du référent CNIL (Commission Nationale

de ’'Informatique et des Libertés) de la Maternité Universitaire

Le Dr Jeanne Fresson, apres lecture des divers documents constituant le projet, a accordé
I’autorisation de démarrage de 1’étude apres inscription sur le registre national de la CNIL le

07 juin 2011.
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2 . Déroulement de 1’étude : patientes et méthodes

a) Objectifs et hypotheéses

L’objectif principal de notre étude consistera a montrer que 1’apport de LH chez des
patientes mauvaises répondeuses avérées a un protocole avec FSH seule permet de retenir
plus d’ovocytes que lors de la précédente stimulation (avec FSH uniquement) chez au moins
50% des ces patientes.

L’objectif secondaire consistera a comparer 1’efficacité du protocole mixte en fonction du

taux basal de LH des patientes.

Le critére de jugement principal sera la différence de nombre d’ovocytes retenus (c’est-
a-dire le nombre d’ovocytes de bonne qualité obtenus) entre le protocole associant FSH et LH
et le protocole avec FSH seule. Ce critére de jugement sera traité en variable qualitative
binaire (« plus d’ovocytes retenus avec le protocole associant FSH et LH » ou «pas de
différence ou moins d’ovocytes retenus avec le protocole associant FSH et LH »).

Les critéres secondaires seront la dose totale de FSH nécessaire, la durée de la
stimulation, le nombre et la qualité des embryons obtenus, le nombre de grossesses évolutives
a la fin du 1% trimestre, et le nombre de grossesses aboutissant a la sortie de maternité d’un

enfant vivant.

b) Type d’étude

Il s’agit d’une étude prospective qui comparera les résultats de chaque patiente lors du
protocole avec apport de LH par rapport aux résultats de la tentative précédente avec de la

FSH seule.

Un dosage de LH sera réalis¢ en début de stimulation pour séparer les patientes en deux
groupes :
- Groupe 1 : LH en début de stimulation < 1 UI/I
- Groupe 2 : LH en début de stimulation > 1 UI/Il
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Ce dosage sera effectué en double aveugle afin de ne pas influencer le clinicien lors des

modifications des doses de gonadotrophines ultérieures.

¢) Criteres d’évaluation

Le critére de jugement principal sera la différence de nombre d’ovocytes retenus (c’est-a-
dire le nombre d’ovocytes de bonne qualité obtenus) entre le protocole associant FSH et LH
et le protocole avec FSH seule. Ce critere de jugement sera traité en variable qualitative
binaire (« plus d’ovocytes retenus avec le protocole mixte » ou « pas de différence ou moins

d’ovocytes retenus avec le protocole mixte »).

Les critéres secondaires seront :

- La dose totale de FSH nécessaire

- La durée de la stimulation

- Le nombre et la qualité des embryons obtenus

- Le nombre de grossesses évolutives a la fin du 1* trimestre

- Le nombre de grossesses aboutissant a la sortie de maternité d’un enfant vivant

d) Population

L’étude prospective sera réalisée sur une population de mauvaises répondeuses avérées
lors de leur dernier protocole FSH (c'est-a-dire des patientes pour lesquelles moins de 5

ovocytes ont été recueillis).

) Criteres d’inclusion :

- Mauvaise réponse au protocole FSH
- Patiente agée de 18 2 42 ans
- Cycles réguliers (25 a 34 jours)

- 2 ovaires présents
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BMI < 35 kg/m?

Couple ayant accepté 1’étude

° Critéres de non inclusion :

Syndrome des ovaires polykystiques (car I’apport de LH a été reconnu comme

délétere dans ce cas de figure)

Pathologie hypothalamo-hypophysaire connue

Allergie ou intolérance connue aux produits

e) Données recuecillies et source des données

Les données nécessaires a 1’étude sont toutes habituellement recueillies dans le cadre du

suivi normal des couples. Un bordereau de recueil spécifique (annexe 3) a donc été construit

afin de recueillir ces informations a posteriori (a la fin du suivi) dans le dossier médical des

couples inclus dans 1’étude. Le dossier médical des couples sera rempli comme d’habitude par

le praticien en charge de la patiente pour la partie clinique et par les biologistes. Le report des

données sera réalisé au fur et & mesure de ’avancée de 1’étude.

Le recueil des données pour 1’étude sera anonyme. A cet effet, le bordereau comporte un

numéro d’anonymat et une liste de correspondance sera conservée sur le réseau informatique

de la maternité régionale de Nancy.

Les données recueillies seront les suivantes (bordereau de recueil disponible en annexe) :

Age, taille, poids, statut tabagique de la patiente,

Age du conjoint,

Compte folliculaire antral (¢é1ément pronostic car indicateur de la réserve ovarienne),
Description des facteurs d’infertilité connus chez la patiente et son conjoint,

Durée de I’infertilité et type (primaire ou secondaire),

Technique de FIV (classique ou micro-injectée),

Résultats de la derniére tentative de FIV avec FSH seule (nombre et qualité des

ovocytes et embryons obtenus, durée de la stimulation et dose totale de FSH utilisée),
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- Dosages d’oestradiol et de LH, ainsi que résultats du monitorage échographique apres
la désensibilisation, au bout de 6 jours de stimulation et le jour du déclenchement,

- Durée de la stimulation et doses totales de FSH utilisées,

- Nombre d’ovocytes recueillis et qualité,

- Nombre d’ovocytes micro-injectés (si ICSI),

- Aspect des embryons a différents stades de développement,

- Nombre d’embryons transférés et congelés,

- Grossesse biochimique +/- clinique apres transfert frais,

- Grossesse évolutive (> 12 SA),

- Retour a domicile d’un enfant vivant.

Notes :
- Une grossesse biochimique est définie par un dosage de Bhcg positif,

- Une grossesse clinique est définie par un sac gestationnel visible a 1’échographie.

f) Description du protocole

Le protocole standardisé choisi (protocole mixte) est un protocole « long agoniste », c'est-
a-dire que la mise au repos des ovaires avant la stimulation est réalisée a 1’aide d’un agoniste
de la GnRH administré d’abord seul pendant la fin du cycle précédent la stimulation, puis a
mi-dose en méme temps que les gonadotrophines pendant la stimulation a proprement parler.

Les patientes bénéficieront donc d’une injection quotidienne de Decapeptyl 0,1 mg a
partir de J20 du cycle précédent celui de la stimulation, avec contrdle échographique
(freination ovarienne) et dosage d’oestradiol (E2) au bout de 10 jours. L’échographie ne devra
pas montrer de follicule de plus de 10 mm de diametre et ’E2 devra étre inférieur a 45 pg/mL
pour pouvoir démarrer la stimulation. La LH sera également dosée le jour du controle de

freination afin de séparer les patientes en 2 groupes (freination excessive ou normale).

Le dosage de LH sera réalisé grdce a un kit Architect LH®. Il s’agit d’'un dosage
immunologique microparticulaire par chimiluminescence.
Dans un premier temps, |’échantillon et les microparticules paramagnétiques recouvertes

d’anticorps anti-p LH sont mis en présence. La LH présente dans [’échantillon se lie aux
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microparticules recouvertes d’anticorps anti-f LH. Apreés lavage, le conjugué d’anticorps
anti-o LH marqué a [’acridinium est ajouté dans un deuxieme temps. Les solutions de
préactivation et d’activation sont ajoutées au mélange réactionnel ; la réaction
chimiluminescente résultante est mesurée en unités relatives de lumiere. Il existe une relation
directe entre la quantité de LH présente dans |’échantillon et les unités relatives de lumiere
détectées par le systeme optique ARCHITECT.

Le dosage d’estradiol sera réalisé grdace a un kit Architect Estradiol®. Il s’agit d’un
dosage immunologique en une étape retardée utilisant également la technologie de dosage
immunologique microparticulaire par chimiluminescence.

Dans un premier temps, |’échantillon, le diluant pour échantillons, le diluant de dosage
et les microparticules paramagnétiques  recouvertes d’anticorps  anti-estradiol
(lapin,monoclonal) sont mis en présence. L’estradiol présent dans [’échantillon se lie aux
microparticules recouvertes d’anticorps anti-estradiol. Apres une incubation, le conjugué
d’estradiol marqué a [’acridinium est ajouté au mélange réactionnel. Aprés une seconde
incubation et un lavage, les solutions de préactivation et d’activation sont ajoutées a leur tour
et la réaction chimiluminescente est mesurée en unités relatives de lumiere. 1l existe une
relation inverse entre la quantité d’estradiol présente dans [’échantillon et le nombre d’unité

relatives de lumiere détectées par le systeme optique ARCHITECT.

A partir du moment ou la stimulation démarrera, la dose quotidienne de Decapeptyl
passera & 0,05mg. De S1 & S6 (1" au 6™ jour de la stimulation), les patientes recevront 225
unités de FSHr et 75 unités de LHr si leur BMI est inférieur a 30 kg/m?, ou 300 unités de
FSHr et 75 unités de LHr si leur BMI est supérieur ou égal a 30 kg/m?. Les doses employées
ici sont plus importantes qu’en pratique courante car adaptées au fait que les patientes soient
des mauvaises répondeuses. A S6, une échographie sera réalisée, ainsi qu’un nouveau dosage
d’E2 et de LH. Les doses de FSHr seront adaptées a partir de ce jour-la en fonction des

résultats des dosages, mais la dose de LHr restera fixe.

Le déclenchement de I’ovulation sera réalis¢ a 1’aide d’une injection sous-cutanée
d’Ovitrelle lorsqu’au moins 1 follicule > 17 mm sera obtenu. Un dernier dosage d’E2 et de
LH sera réalisé le jour ou la veille du déclenchement selon les possibilités (pas de dosage le

week-end).
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Consultation

AMP

Seul le premier dosage de LH sera effectué en double aveugle car les dosages suivants
sont utiles pour prendre la décision de la date du déclenchement. C’est ce 17 dosage de LH
qui permettra de classer les patientes en 2 groupes : taux basal de LH bas (< 1UI/L) ou normal
(> 1UI/L). Ce dosage constitue I’unique différence par rapport a la prise en charge

habituelle de ces patientes dans notre service.

La ponction folliculaire transvaginale échoguidée aura lieu 36 heures plus tard et le
transfert d’embryon frais a J2 ou J3 (pas de transfert le dimanche). Les embryons
surnuméraires seront congelés si leur qualité le permet (embryons de type I, II ou III avec

moins de 10% de fragmentation).

La phase lutéale sera supplémentée quotidiennement par 600 mg de progestérone par voie
vaginale a partir du jour du replacement embryonnaire, au moins jusqu’au test de grossesse
(dosage de Bhcg sanguin 12 jours apres le transfert embryonnaire). En cas de positivité des

Bhcg, ce traitement sera poursuivi jusqu’a 12 semaines d’aménorrhée.

FSHr + LHr

Décapeptyl 0,1 mg/j .

Regles

J

Décapeptyl 0,05 mg/j Progestérone 600 mg/j

1 1

»'
x L]
] 1
1 1
1 I
1 I
1 I
1 1
1 1
1 1
] 1
1 1
1 I
1 I
1 I
1 1
1 1
1 1
] 1

v (|101j01|1rs|) l I I (36 h) l(2 ou 3j) II (12j) | |
LT | RERE | | | | ™
I/T Ponction T Bhcg
Inclusion Echographie Replacement
‘ Dosages E2 et LH Accouchement
Echographie Déclenchement (Ovitrelle)
Dosages E2 et LH Dosages E2 et LH
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2) Traitement des données

° Saisie

Les données de la fiche de recueil seront fournies par le dossier médical des patients. La
fiche de recueil comportera un numéro de correspondance qui permettra d’anonymiser

d’emblée les données. La saisie sera réalisée par I’interne qui participe a 1’étude.

o Analyses statistiques

L’analyse statistique sera réalisée au département d’information médicale de la maternité
régionale universitaire de Nancy, a 1’aide du logiciel SAS, version 9.2 (SAS Institute Inc.,

Cary, NC, USA).

Dans un premier temps, une analyse descriptive des données sera effectuée. Cette
description concernera tout d’abord I’échantillon complet, puis les 2 groupes séparément
(taux basal de LH bas ou normal). Les variables quantitatives seront présentées a 1’aide de
leur moyenne et de leur écart-type. Les variables qualitatives seront présentées par les

effectifs et le pourcentage correspondant de chacune des modalités.

Dans un deuxiéme temps, une analyse bivariée sera menée afin de rechercher les
caractéristiques des couples associés a la rétention d’au moins un ovocyte supplémentaire lors
du protocole mixte par rapport au protocole FSH. La relation avec les variables quantitatives
sera recherchée a 1’aide d’un test t de Student ou d’un test de Wilcoxon et la relation avec les
variables qualitatives a I’aide d’un test du Khi* d’homogénéité ou a I’aide d’un test exact de
Fisher.

Cette analyse bivariée permettra également de comparer I’efficacité des 2 protocoles chez
une méme patiente. A cet effet, un test du Khi* d’indépendance sera réalisé afin de tester si le
protocole mixte permet de retenir au moins 1 ovocyte supplémentaire par rapport au protocole

FSH chez plus de 50% des patientes.
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Enfin, ’analyse bivariée permettra de comparer le taux de patientes chez lesquelles le
protocole mixte a permis de retenir plus d’ovocytes que le protocole FSH en fonction du taux

basal de LH (taux basal de LH bas ou normal).

Le seuil de significativité retenu pour les tests sera de 5%.

o Controdles qualité

Les données seront saisies dans EpiData et des contrdles seront introduits a la saisie pour
limiter les erreurs. Des controles de cohérence seront également effectués avant de débuter

l'analyse des données.

h) Nombre de sujets nécessaires

Pour que le protocole mixte puisse étre considéré comme pertinent dans le cadre d’une
aide médicale a la procréation en 2°™ intention chez les patientes mauvaises répondeuses au
protocole FSH, il faut que le nombre d’ovocytes retenus suite au protocole mixte soit
supérieur a celui retenu aprés un protocole FSH chez plus de 50% de ces patientes. L’étude
pilote qui a été¢ menée de facon rétrospective a permis d’estimer les parametres nécessaires au
calcul du nombre de couples a inclure. Dans cette étude, le protocole mixte a permis de retenir
plus d’ovocytes que le protocole FSH chez 70% des patientes mauvaises répondeuses au
protocole FSH.

Pour un risque alpha de 5% et une puissance de 80%, il faudra inclure 91 patientes. Le
service de procréation médicale assistée de la maternité régionale universitaire de Nancy
prend en charge chaque année environ 60 couples dont la patiente est mauvaise répondeuse au
protocole FSH, soit une durée d’inclusion prévue de 18 mois. La durée de suivi des couples

¢tant d’environ 1 ans (4 semaines de protocole de stimulation et 9 mois de grossesse), la durée

prévue de 1’étude est de 2,5 ans environ.
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i) Aspects logistiques et réglementaires

. Droit de refus de participation

Les couples pourront refuser d’emblée de participer a I’étude ou interrompre leur
participation a tout moment, sans que leur prise en charge ne soit modifiée. Si un transfert
d’embryon frais a été réalisé, la tentative entrera cependant dans le décompte des FIV

remboursées par la sécurité sociale (4 au total).

) Modalités de recrutement

Les couples seront recrutés en consultation d’AMP. Le praticien qui les suit leur
proposera le protocole avec apport de LH lorsqu’une mauvaise réponse aura été observée avec

un protocole FSH et que les couples correspondront aux critéres d’inclusion.

Les couples seront informés qu’il s’agit d’une prise en charge habituelle et que seul un
dosage supplémentaire sera effectué mais que cela n'induira pas de prélevement
supplémentaire. Le protocole leur sera expliqué oralement, a I’aide d’un schéma qui leur sera
délivre, puis le consentement des deux membres du couple sera recueilli, comme avant toute
nouvelle tentative de FIV.

Une fiche d’information signée par le médecin sera distribuée aux couples, avec un
double qui restera dans le dossier médical pour prouver que 1’étude a été expliquée et que le
couple a eu la possibilité de refuser d’y participer.

Puis le dossier du couple sera présenté en staff d’inclusion avant I’envoi définitif des

ordonnances pour démarrer le nouveau cycle de FIV.

° Effets indésirables

Nous n’attendons pas d'effets indésirables liés a la recherche. Les effets indésirables
éventuels seront identiques a ceux de la prise en charge classique et seront de ce fait traités

comme d’habitude.
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En effet, I’étude pourra étre interrompue apres avis médical en cas d’intolérance sévére a
, . L , . . . e
I’un des traitements administrés ou en cas d’hyperstimulation ovarienne avec indication de

différer le transfert d’embryon frais et de congeler tous les embryons.

Le suivi des patientes sera assuré dans ['unité clinique +/- biologique en cas de
complications liées au traitement ou d’hyperstimulation ovarienne, la durée de surveillance
¢tant déterminée par le clinicien en fonction de la gravité des symptomes. L’évolution

clinique et biologique sera recueillie dans le dossier clinique jusqu’a I’arrét de la surveillance.

° Accés aux données et documents sources :

Cette étude étant monocentrique, les données resteront dans I'établissement. Seuls les
professionnels habilités a prendre en charge les couples pourront accéder aux données a partir
de postes informatiques dont l'accés est sécurisé par un login et un mot de passe
personnalisés.

Les bordereaux de recueil de données seront conservés aux archives de la maternité

régionale de Nancy.

Par ailleurs, les couples pourront accéder a leur dossier médical en contactant le médecin

qui les prend en charge habituellement en PMA, selon la procédure habituelle.

o Autorisations réglementaires et aspects éthiques

Notre recherche ayant pour objectif d’évaluer des soins courants, il n’y aura pas de

modification de la prise en charge habituelle ni de gestes supplémentaires.
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4. Premiers résultats

a) Premieres inclusions

Les premieres inclusions ont eu lieu au mois de juin 2011. Il y a actuellement 6 patientes
incluses, qui ont débuté pour certaines leur stimulation ovarienne. Nous n’avons a 1’heure
actuelle pas encore de résultats pour ces patientes, puisqu’elles n’ont pas encore atteint 1’étape

de la ponction ovarienne.

b) Premieres difficultés

Plusieurs problémes ont déja ét¢ soulevés depuis le début des inclusions...

Tout d’abord, il est apparu que toutes les mauvaises répondeuses répondant aux critéres
d’inclusion n’ont pas forcément été incluses dans I’étude pour leur nouvelle tentative. En
effet, seules les premicres inclusions en FIV sont systématiquement présentées au staff. La
décision de présenter les deuxiemes, troisiémes ou quatriemes tentatives appartient a chaque
clinicien.

Et méme quand le dossier d’inclusion passe au staff, il n’est pas forcément acquis qu’une

mauvaise répondeuse soit incluse de maniére automatique.
Ensuite, il est souvent difficile pour les cliniciens de se conformer a la rigueur du
protocole, notamment concernant les doses de FSH de départ, qui ne doivent dépendre que du

BMI de la patiente et non des résultats de la tentative précédent, comme habituellement.

Par ailleurs, concernant le déroulement de la tentative, le dosage systématique de la LH a

déja été oublié pour une des patientes en fin de désensibilisation ovarienne.

110



¢) Premieres solutions

Pour éviter que les mauvaises répondeuses ne soient oubliées, nous avons décid¢ de faire
un relevé mensuel des patientes ayant eu moins de 5 ovocytes lors des ponctions ovariennes
du mois écoulé. Nous retournons ensuite dans leur dossier informatisé¢ dans le logiciel
Médifirst pour vérifier si elles entrent bien dans les critéres d’inclusion. Si c’est le cas, nous
laissons un message écrit au praticien qui précise que la patiente pourrait étre incluse dans

I’étude et a quelle dose il conviendrait de démarrer la stimulation ovarienne.

Nous avons ¢galement insér¢ la fiche d’information pour les patientes dans la liste des

ordonnances pré-remplies imprimables sur le logiciel Médifirst.

Enfin, nous avons effectué plusieurs présentations orales du protocole lors des staffs,

avec une distribution du protocole et de son résumé.
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Conclusion

Notre travail nous a permis de mettre en évidence le role capital de la LH au cours du
cycle menstruel.
En Fécondation In Vitro cependant, il nous apparait désormais évident qu’il n’est pas
nécessaire d’ajouter de la LH recombinante a toutes les patientes qui bénéficient d’un
traitement de mise au repos par un agoniste de la GnRH et d’une stimulation par FSH

recombinante.

Le seul sous-groupe qui a manifestement un intérét a 1’apport de LH est celui des
mauvaises répondeuses. Ceci est d’autant plus intéressant que les équipes d’AMP sont
quotidiennement confrontées a cette catégorie de patientes. Nous espérons que la mise en
place de notre étude prospective permettra de confirmer nos premiers résultats prometteurs et
¢ventuellement, du fait du dosage supplémentaire de LH, de détecter un seuil de LH endogene
pour lequel I’apport de LH sera déterminant.

Le critere principal sera le nombre d’ovocytes obtenus, méme si nous nous
intéresserons ¢galement de pres au taux d’accouchement, le but de la FIV restant la naissance
d’un enfant vivant et en bonne santé. La LH recombinante n’a a I’heure actuelle aucun
potentiel tératogene reconnu, mais le suivi des cohortes d’enfants nés apres FIV et ICSI devra
se poursuivre pour ¢liminer tout effet adverse des nouveaux traitements utilisés lors des

stimulations ovariennes.

L’autre aspect de ce travail a été¢ la découverte du cheminement nécessaire a la mise en
place d’une étude prospective de soins courants. Nous avons tiré¢ de nombreux enseignements
de chaque ¢étape, de 1’étude rétrospective aux premicres inclusions dans 1’étude prospective,

en passant par 1’obtention des avis des différents comités scientifiques consultés.
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ANNEXE 1 : Fiche d’information

Madame, Monsieur,

Le service d’ Assistance Médicale a la Procréation de la Maternité Universitaire de Nancy réalise
actuellement une étude sur I’intérét de 1’apport de LH pour améliorer la réponse ovarienne dans le
cadre de la prise en charge des troubles de la fertilité.

L’objectif de cette étude est de démontrer I’intérét d’une stimulation ovarienne mixte par FSH et
LH apres une tentative peu satisfaisante avec de la FSH seule.

Déroulement des soins et nature de votre participation : le déroulement de votre FIV / ICSI
sera similaire au cycle précédent, si ce n’est que votre traitement comprendra cette fois-ci une
combinaison de 2 gonadotrophines (LH et FSH). Ce protocole de prise en charge est proposé de fagon
réguliére dans le service depuis 2 ans chez les patientes pour lesquelles la prise en charge par FSH
seule a été jugée peu satisfaisante.

Dans le cadre de cette étude, la seule nouveauté pour vous par rapport a la prise en charge
habituelle consiste a réaliser un dosage hormonal supplémentaire. Ce dosage n’impliquera pas pour
vous de contraintes supplémentaires car il sera réalisé sur un prélévement sanguin qui est fait de fagon
systématique.

Votre participation nous permettra d’utiliser les informations de votre dossier médical
(notamment vos antécédents médicaux et le résultat de votre prise en charge) pour les prendre en
compte dans notre étude. Par contre, cela ne changera en aucun cas le déroulement des soins dont vous
bénéficierez dans notre service.

Droit de refus de participation : vous avez le droit de refuser de participer a cette étude a tout
moment, dés aujourd’hui ou a n’importe quel moment de votre prise en charge. Cette décision ne
modifierait en aucun cas le déroulement des soins qui vous seraient proposés mais les données de
votre dossier médical ne pourraient alors pas étre utilisées pour 1’étude.

Anonymat : I'utilisation des informations contenues dans votre dossier médical dans le cadre de
cette étude sera effectuée de maniére totalement anonyme. Seuls les médecins participant a votre prise
en charge pourront y accéder.

Ethique : la Commission de Recherche, d’Enseignement et d’Ethique Médicale de la Maternité
Universitaire de Nancy a donné son accord pour la réalisation de cette ¢tude et le recueil de données a

été déclaré a la Commission Nationale de I’Informatique et des Libertés. L’avis favorable du CPP-
EST III (Comité de Protection des Personnes) a par ailleurs été obtenu.

Nous vous remercions pour votre contribution a ce travail de recherche.

Dr. Annie ZACCABRI
Meédecin responsable de 1’étude

Information délivrée a Nancyle |__7_ |/|__1_|/|_7_1 1 |,parleDr.
La patiente a refusé de participer : (1 Non 4 Oui
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ANNEXE 2 : Bordereau de recueil

rétrospective

1. Caractéristiques cliniques initiales du couple

A. Parametres démographiques

1. Age de la patiente : |_7__| ans

2.BMI: ||, 1__|kg/m?

B.Facteurs de risque et antécédents du couple

3. Statut tabagique de la patiente :

de Détude

a Tabagisme actif a Non fumeuse
4. Origine de I’infertilité :
a Masculine Q Féminine ( Mixte
5. Facteurs féminins de stérilité :
a Oui a Non
6. Si oui, préciser quel(s) est (sont) le(s) facteur(s) féminin(s) en cause :
QO Tubaire U Endométriose O  Malformation utérine

O Dysovulation O  Autre, préciser :

7. Facteurs masculins de stérilité :
d  Oui d Non

8. Si oui, préciser quel est le facteur masculin en cause :
O OATS O  autre

2. Protocole FSH précédent
A.Technique mise en ceuvre

9. Tentative réalisée a la Maternité régionale:
O  Oui 0 Non

10. Technique de FIV :
O  Classique Q ICSI
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11. Protocole utilisé :

a Agoniste court u Agoniste long

a Antagoniste d Cycle semi-spontané
12. Type de sperme utilisé :

Q  Frais O  Congelé O  Donneur

13. Durée de la stimulation : |_7__|jours

14. Dose totale de FSH utilisée : |__7__7_ 7 | UI
15. Rangdela FIV :|_71_|

B.Résultats de la stimulation

16. Nombre d’ovocytes recueillis : |__ 7|

17. Nombre d’ovocytes retenus : |__7_|

18. Nombre d’embryons transférés frais : |__J__|
19. Nombre d’embryons congelés : |__1_|

20. Nombre d’embryonsa J3 : |7 |

21. Nombre d’embryons de bonne qualité (=18 +19 ): |__1_|

22. Une grossesse biochimique +/- clinique a-t-elle été¢ diagnostiquée apres transfert frais ?

O Oui O Non

23. Une grossesse évolutive > 12 semaines d’aménorrhée a-t-elle été observée ?

O Oui L Non

3. Protocole mixte (FSH + LH)
A.Technique mise en ceuvre

24. Technique de FIV :

a Classique Q ICSI
25. Protocole utilisé :
O  Agoniste court O  Agoniste long
O  Antagoniste a Cycle semi-spontané
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26. Type de sperme utilisé :

Q Frais u Congelé a
27. Durée de la stimulation : |__7__| jours
28. Dose totale de FSH utilisée : |__j7_ 71 | UI

29. Rang de la FIV en cours (protocole mixte) : |__7_|

B.Résultats de la stimulation

30. Nombre d’ovocytes recueillis : |__1_|

31. Nombre d’ovocytes retenus : |__7__|

32. Nombre d’embryons transférés frais : |__7__|
33. Nombre d’embryons congelés : |__7_|

34. Nombre d’embryons a J3 : |__j

35. Nombre d’embryons de bonne qualité (=32 + 33 ): |__

Donneur

|

36. Une grossesse biochimique +/- clinique a-t-elle été diagnostiquée apres transfert frais ?

O Oui O Non

37. Une grossesse évolutive > 12 semaines d’aménorrhée a-t-elle été observée ?

O Oui O Non

38. Nombre d’embryons congelés restants : |__7__|
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ANNEXE 3 : Bordereau de recueil de I’étude prospective

Intérét de ’apport de LH chez les mauvaises répondeuses en FIV

I. Caractéristiques cliniques initiales du couple

A. Paramétres démographiques (consultation d’inclusion)

1. Age de lapatiente : |__7__| ans

2. Poids de lapatiente : |__7_ 7 |,|__| kg
3. Taille de la patiente : |_7_ 7 |cm

4. Age du conjoint : |__7__|ans

B . Facteurs de risque et antécédents du couple

5. Statut tabagique de la patiente :

Tabagisme ancien (sevré

. . . 0 N’a jamais fumé
depuis au moins 3 mois)

U Tabagisme actif

6. Type d’infertilité pour le couple :

O  Primaire U Secondaire

7. Durée de I’infertilité pour le couple (au jour de la ponction) : |__7__]__| mois

8. Origine de I’infertilité :

O Masculine U  Féminine O Mixte
9. Facteurs féminins de stérilité :
U Oui 0 Non
10. Si oui, préciser quel(s) est (sont) le(s) facteur(s) féminin(s) en cause :
U Tubaire O Endométriose O Malformation utérine
Troubles de 1’ovulation 0 Autre, préciser
(hors SOPK)
11. Compte folliculaire antral : |__j__| follicules observés
12. Qualité du sperme :
U Normale L OATS mineure L OATS majeure
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II. Protocole FSH précédent

A. Technique mise en ceuvre

13. Tentative réalisée a la Maternité régionale:
O Oui 0 Non

14. Technique de FIV :

a Classique U ICSI
15. Protocole utilisé :
a Agoniste court (. Agoniste long
a Antagoniste a Cycle semi-spontané

16. Type de sperme utilisé :

O  Frais O Congelé O  Donneur
17. Durée de la stimulation : |__7__| jours
18. Dose totale de FSH utilisée : |__j_ 771 | UI

B. Résultats de la stimulation

19. Nombre d’ovocytes recueillis : |__1__|

20. Nombre d’ovocytes retenus : |__7__|

21. Nombre d’ovocytes transférés frais : |__7__|
22. Nombre d’ovocytes congelés : |__7_|

23. Une grossesse biochimique +/- clinique a-t-elle ét¢ diagnostiquée apres transfert frais ?
 Oui O Non

24. Une grossesse €volutive > 12 semaines d’aménorrhée a-t-elle été observée ?
U Oui O Non

25. Un enfant vivant est-il rentré a domicile?

O Oui d Non

III. Protocole mixte (FSH + LH)
A. Technique mise en ceuvre

26. Technique de FIV :
Q Classique (I I (O
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27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

Rang de la FIV en cours (protocole mixte) : |__J

Protocole utilisé :

a Agoniste court d Agoniste long
a Antagoniste U
Type de sperme utilisé :

Q  Frais O Congelé

Dosage d’oestradiol réalisé le jour de 1’échographie de désensibilisation : |

Dosage de LH réalisé le jour de I’échographie de désensibilisation : |

Dosage d’oestradiol réalis¢ a S6 : |__7__| pg/ml

Dosage de LH réalis¢ a S6 : |__7__| Ul/l

Nombre de follicules de 8mm ou plus observés a S6 : |

Dosage d’oestradiol réalisé le jour du déclenchement : |__7__| pg/ml

Dosage de LH réalisé le jour du déclenchement : |__3

Nombre de follicules de 17mm ou plus observés le jour du déclenchement : |7
Nombre de follicules de 15 ou 16mm observés le jour du déclenchement : |__7__|

Epaisseur de I’endométre observée le jour du déclenchement : |__7__

Durée de la stimulation : |__7__|jours

Dose totale de FSH utilisée : |_ 77 1 | UI

B. Résultats de la stimulation

Nombre d’ovocytes recueillis : |__1__|

Nombre d’ovocytes micro-injectés : |__1__

Aspect des zygotes a J1, le matin :
OPN : [_1_ IPN « ||
3PN : |1 >4PN : |_1_|

Cycle semi-spontané

O Donneur

|

(8201

2PN : |

2 cellules :

S -
—

T

| Ul

1__| pg/ml
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45. Aspect des zygotes a J1 (25°™ heure en ICSL, 27°"™ heure en FIV) :
OPN : |_1_| 2PN |1 2 cellules: |_ 7|
46. Aspect des embryons le jour du transfert :

Type II (£ 25% de

T I: T II:
ype 1| ype - fragmentation) : |__7_|
T I & 25% d
ype ( o de Type IV: |_1_|
fragmentation) : |_7_|
47. Nombre d’embryons transférés : |__1_|

48. Nombre d’embryons congelés : |__1_|

49. Une grossesse biochimique +/- clinique a-t-elle ét¢ diagnostiquée apres transfert frais ?
a Oui Q Non

50. Une grossesse évolutive > 12 semaines d’aménorrhée a-t-elle été observée ?

(| Oui | Non

51. Un enfant vivant est-il rentré a domicile ?

a Oui a Non
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Le Président de Theése Le Doyen de la Faculté de Médecine
Par délégation

Professeur B. FOLIGUET Professeur M. BRAUN

AUTORISE A SOUTENIR ET A IMPRIMER LA THESE/ 3830
NANCY, le 17 novembre 2011

LE PRESIDENT DE L'UNIVERSITE DE NANCY 1

Par délégation

Madame C. CAPDEVILLE-ATKINSON
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RESUME

Malgré de nombreux progres dans le domaine de la recherche thérapeutique, les taux de
succes en Fécondation In-Vitro stagnent depuis plusieurs années. Le sous-groupe des
patientes agées et des mauvaises répondeuses notamment pose le probleme d’une stimulation
ovarienne souvent décevante et de taux de grossesses déplorables. Une des solutions
proposées actuellement est I’apport de LH (Hormone Lutéinisante) au traitement habituel
composé de FSH (Hormone Folliculo-Stimulante) exclusivement.

Apres avoir rappelé les caractéristiques et le role de la LH, nous en avons évalué I’intérét
dans les stimulations ovariennes pour FIV a la fois grace a une étude de la bibliographie
internationale, puis a I’aide d’une étude rétrospective dans notre service d’AMP.

C’est ainsi que nous avons pu mettre en évidence un sous groupe de patientes pour
lesquelles I’apport de LH est particulierement intéressant, puisqu’il permet de recueillir plus
d’ovocytes de bonne qualit¢ de fagon statistiquement significative. Il s’agit des mauvaises
répondeuses avérées, c'est-a-dire repérées pour leurs mauvais résultats aprés une stimulation
ovarienne par FSH seule.

Notre étude comportant de multiples biais, nous avons mis en place une étude prospective
plus rigoureuse et ciblée uniquement sur les mauvaises répondeuses. Cette étude devra inclure
90 mauvaises répondeuses pour pouvoir démontrer un intérét net d’un ajout de LH. Elle

devrait donc s’étendre sur environ 2 ans et demi.

TITRE EN ANGLAIS
CONTRIBUTION OF EXOGENIC LUTEINIZING HORMONE IN IN VITRO
FERTILIZATION

THESE DE MEDECINE SPECIALISEE — Année 2011

Mots-clefs : LH, gonadotrophines, folliculogénése, FIV, mauvaises répondeuses

UNIVERSITE HENRI POINCARE, NANCY-1
Faculté de Médecine de Nancy
9, avenue de la Forét de Haye

54505 VANDOEUVRE LES NANCY Cedex
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