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Objectif : Déterminer les valeurs seuils de CFA et d’AMH permettant d’assurer la
congélation de différents nombres d’ovocytes maturés in vitro (MIV) chez des
patientes atteintes de cancer candidates a une préservation de la fertilité (PF).
Matériel et Méthodes : 340 patientes ont été prospectivement incluses. L'analyse
par régression logistique a permis de déterminer les valeurs seuils de CFA et dAMH
permettant d’obtenir = 8-10 ou 15 et < 2 ovocytes MIV congelés.

Résultats : L’analyse statistique retrouvait des valeurs seuils de CFA et dAMH
supérieures a 28 follicules et 3.9ng/mL, 20 follicules et 3.7ng/mL et 19 follicules et
3.5ng/mL, pour obtenir au moins 15, 10 et 8 ovocytes MIV congelés et inférieurs a 19
follicules et 3ng/mL pour obtenir 2 ovocytes ou moins.

Conclusion : Les valeurs seuils de CFA et d’AMH doivent étre relativement hautes
pour optimiser les résultats en MIV. L’association a une congélation de tissu ovarien
reste la meilleure stratégie quand la réserve ovarienne est diminuée.

What threshold values of antral follicle count and serum AMH levels should be
considered in cancer patients, candidates for oocyte cryopreservation after in
vitro maturation?
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Anatomie pathologique

Chirurgie Thoracique et Cardiaque

Mme CHARPENTIER S.

Mme GENESTAL M.

. ADOUE D. Médecine Interne, Gériatrie Mme BEYNE-RAUZY O. Médecine Interne

. AMAR J. Thérapeutique M. BIRMES Ph. Psychiatrie
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. CHAP H. (C.E) Biochimie M. FOURNIE B. Rhumatologie

. CHAUVEAU D. Néphrologie M. FOURNIE P. Ophtalmologie

. CHOLLET F. (C.E) Neurologie M. GAME X. Urologie

. CLANET M. (C.E) Neurologie M. GEERAERTS T. Anesthésiologie et réanimation chir.

Réanimation Médicale

. DEGUINE O. O.R. L. M. LAROCHE M. Rhumatologie
. DUCOMMUN B. Cancérologie M. LAUWERS F. Anatomie
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Pédiatrie

Médecine Interne

Médecine Interne

Physiologie

Biophysique

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-Faciale
Hépato-Gastro-Entérologie
Rhumatologie

Endocrinologie

Thérapeutique

Chirurgie Plastique et Reconstructive
Chirurgie Orthopédique et Traumatologie
Histologie Embryologie
Hématologie

Anatomie Pathologie
Pneumologie

Cardiologie

Cardiologie

Neurologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire
Endocrinologie

Epidémio. Eco. de la Santé et Prévention
Endocrinologie

Néphrologie

Neurologie

Hématologie

Biochimie

Ophtalmologie

Bactériologie Virologie Hygiéne
Maladies Infectieuses

Urologie

Psychiatrie Infantile

Nutrition

Cancérologie

Néphrologie

Médecine Légale

Radiologie

Biochimie

Psychiatrie

Pharmacologie

O.R. L.

Urologie

Chirurgie Digestive

Pédiatrie

Gériatrie
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M. DELOBEL P.
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Chirurgie Infantile

Epidémiologie

Psychiatrie

Parasitologie

Radiologie

Uro-Andrologie

Médecine Vasculaire

Anatomie

Chirurgie Vasculaire

Rhumatologie

Maladies Infectieuses

Thérapeutique

Biophysique

Chirurgie Thoracique et Cardiovasculaire
Pédiatrie

Cancérologie

Chirurgie Infantile

Chirurgie Plastique

Anatomie Pathologique

Chirurgie plastique

Cancérologie

Urologie

Chirurgie Orthopédique et Traumatologie
Chirurgie Générale et Gynécologique
Chirurgie thoracique et cardiovasculaire
Médecine Physique et Réadaptation
Dermatologie

Anesthésiologie Réanimation
Chirurgie Digestive

Radiologie

Gériatrie

Neurochirurgie

Médecine Interne

Médecine du Travail

Physiologie

Gynécologie Obstétrique

O.R.L.

Anatomie Pathologique
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M. APOIL P. A Immunologie
Mme ARNAUD C. Epidémiologie
M. BIETH E. Génétique
Mme BONGARD V. Epidémiologie
Mme CASPAR BAUGUIL S. Nutrition

Mme CASSAING S.

Mme CONCINA D.

M. CONGY N.

Mme COURBON

Mme DAMASE C.

Mme de GLISEZENSKY 1.
Mme DELMAS C.

Mme DE-MAS V.

Parasitologie
Anesthésie-Réanimation
Immunologie

Pharmacologie

Pharmacologie

Physiologie

Bactériologie Virologie Hygiene

Hématologie

M. DUBOIS D. Bactériologie Virologie Hygiéne
Mme DUGUET A.M. Médecine Légale

M. DUPUI Ph. Physiologie

Mme FILLAUX J. Parasitologie

M. GANTET P. Biophysique

Mme GENNERO I. Biochimie

Mme GENOUX A. Biochimie et biologie moléculaire
M. HAMDI S. Biochimie

Mme HITZEL A. Biophysique

M. IRIART X. Parasitologie et mycologie

M. JALBERT F. Stomato et Maxillo Faciale

M. KIRZIN S Chirurgie générale

Mme LAPEYRE-MESTRE M. Pharmacologie

M. LAURENT C. Anatomie Pathologique

Mme LE TINNIER A. Médecine du Travail

M. LOPEZ R. Anatomie

M. MONTOYA R. Physiologie

Mme MOREAU M. Physiologie

Mme NOGUEIRA M.L.
M. PILLARD F.
Mme PRERE M.F.

Biologie Cellulaire
Physiologie

Bactériologie Virologie

Mme PUISSANT B. Immunologie

Mme RAGAB J. Biochimie

Mme RAYMOND S. Bactériologie Virologie Hygiéne
Mme SABOURDY F. Biochimie

Mme SAUNE K. Bactériologie Virologie

M. SILVA SIFONTES S. Réanimation

M. SOLER V. Ophtalmologie

M. TAFANI J.A. Biophysique

M. TREINER E. Immunologie

Mme TREMOLLIERES F.
M. TRICOIRE J.L.
M. VINCENT C.

Biologie du développement
Anatomie et Chirurgie Orthopédique

Biologie Cellulaire

FACULTE DE MEDECINE TOULOUSE- RANGUEIL
133, route de Narbonne - 31062 TOULOUSE cedex

M.C.U.-P.H

Mme ABRAVANEL F.
M. BES J.C.

M. CAMBUS J.P.
Mme CANTERO A.
Mme CARFAGNA L.
Mme CASSOL E.
Mme CAUSSE E.

M. CHASSAING N
Mme CLAVE D.

M. CLAVEL C.

Mme COLLIN L.

M. CORRE J.

M. DEDOUIT F.

M. DELPLA P.A.

M. DESPAS F.

M. EDOUARD T
Mme ESQUIROL Y.
Mme ESCOURROU G.
Mme GALINIER A.
Mme GARDETTE V.
M. GASQ D.

Mme GRARE M.
Mme GUILBEAU-FRUGIER C.
Mme GUYONNET S.
Mme INGUENEAU C.
M. LAHARRAGUE P.
M. LAIREZ O.

M. LEANDRI R.

M. LEPAGE B.

Mme MAUPAS F.

M. MIEUSSET R.
Mme PERIQUET B.
Mme NASR N.

Mme PRADDAUDE F.
M. RIMAILHO J.

M. RONGIERES M.
Mme SOMMET A.

M. TKACZUK J.

M. VALLET P.

Mme VEZZOSI D.

M. BISMUTH S.
Mme ROUGE-BUGAT ME
Mme ESCOURROU B.

Maitres de Conférences Associés de Médecine Générale

Dr STILLMUNKES A.
Dr BRILLAC Th.

Dr ABITTEBOUL Y.
Dr CHICOULAA B.

Dr BISMUTH M
Dr BOYER P.
Dr ANE S.

Bactério. Virologie Hygiéne
Histologie - Embryologie
Hématologie

Biochimie

Pédiatrie

Biophysique

Biochimie

Génétique

Bactériologie Virologie

Biologie Cellulaire

Cytologie

Hématologie

Médecine Légale

Médecine Légale

Pharmacologie

Pédiatrie

Médecine du travalil

Anatomie Pathologique

Nutrition

Epidémiologie

Physiologie

Bactériologie Virologie Hygiéne
Anatomie Pathologique

Nutrition

Biochimie

Hématologie

Biophysique et médecine nucléaire
Biologie du dével. et de la reproduction
Biostatistique

Biochimie

Biologie du dével. et de la reproduction
Nutrition

Neurologie

Physiologie

Anatomie et Chirurgie Générale
Anatomie - Chirurgie orthopédique
Pharmacologie

Immunologie

Physiologie

Endocrinologie

M.C.U.

Médecine Générale
Médecine Générale

Médecine Générale
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I. Introduction

L’amélioration de I’espérance de vie des patientes atteintes de cancer a fait émerger
une population de femmes jeunes soumises aux consequences a long terme des traitements
gonadotoxiques (1). L’atteinte ovarienne des traitements proposes tels que la chimiothérapie
et la radiothérapie, varie en fonction du type de protocole utilisé et des doses regues. De plus,
elle est dépendante de I’4ge de la patiente et de sa réserve ovarienne au moment des
traitements. Une infertilité et au maximum une insuffisance ovarienne prématurée (IOP) sont
des effets secondaires fréequents des différents traitements, ayant un impact important sur la
qualité de vie. Cette possible baisse de la fertilité constitue, pour des jeunes femmes atteintes
de pathologies malignes, un traumatisme parfois rapporté comme plus douloureux que le
cancer lui-méme (2). Ainsi, dans le but d’améliorer la qualité de vie des patientes atteintes de
cancers et de leur permettre de se projeter dans une future parentalité, des stratégies de
préservation de la fertilité (PF) ont été mises en place. Le troisieme plan cancer (2014-2019)
(3) et les recommandations des sociétés savantes (4—7) soulignent I’importance d’adresser ces
femmes a un speécialiste de I’oncofertilité avant I’initiation d’un traitement potentiellement
gonadotoxique. La consultation de PF a pour but d’informer les patientes sur la fertilité, les

conséquences des thérapeutiques et sur les techniques de PF envisageables.



A.  Les différents stratégies de PF féminine

Si chez I’homme I’autoconservation de spermatozoides avant un traitement
potentiellement gonadotoxique est une technique simple, la stratégie de PF féminine demeure
plus complexe. Le choix de la technique repose sur I’age de la patiente, sa réserve ovarienne,
le type de pathologie (hormono-dépendante ou non) et le délai disponible avant I’introduction
du traitement. Ainsi, I’incapacité a prédire de maniere fiable la fertilité post-traitement d’une
patiente donnée a conduit au développement de multiples techniques de PF. La
cryopréservation embryonnaire apres stimulation ovarienne est a ce jour la technique la mieux
établie grace a I’experience en medecine de la reproduction. Cependant, cette technique de PF
concerne le couple et ne peut étre proposee aux femmes seules. Ainsi, d’autres techniques se
sont développées comme la cryopréservation d’ovocytes apres stimulation ovarienne ou la
congélation de tissu ovarien. Plus recemment, la ponction des petits follicules antraux suivie
par une maturation in vitro (MIV) des ovocytes immatures récupérés est proposée aux
femmes présentant une contre-indication a la stimulation ovarienne ou lorsque le traitement

gonadotoxique ne peut étre retardé (8).

1. Marqueurs du statut folliculaire ovarien
L’ appréciation du statut folliculaire ovarien fait actuellement appel a différents
marqueurs biologiques et échographiques qui permettent de guider le choix de la technique de
PF adaptee a chaque patiente. Désormais, le compte des follicules antraux (CFA) (9) et le
dosage de I’hormone anti-Muillérienne sériqgue (AMH) (10) sont systématiquement évalués au

moment de la consultation de PF, idéalement avant tout traitement anti-cancéreux.

L’echographie ovarienne au troisieme jour du cycle permet de dénombrer les follicules
antraux de 2 a 9 mm et d’évaluer ainsi la réserve ovarienne (9). La mesure du CFA nécessite
une approche rigoureuse utilisant des sondes de haute résolution, comptant tous les follicules

de 2 a 9 mm (valeur moyenne du diametre mesuré sur deux sections) en coupe longitudinale



et antéropostérieure. Cette eévaluation est en génerale réalisée en phase folliculaire précoce,
mais peut cependant étre réalisée a tout moment du cycle. La fiabilité de la mesure est
opérateur-dépendant et repose sur I’expérience de I’échographiste, le type d’appareil
d’échographie utilisé ainsi que de I’échogénicité de la patiente. De plus, dans certaines
situations, comme les jeunes femmes vierges par exemple, I’échographie doit étre pratiquée
par voie sus-pubienne ce qui rend I’évaluation précise du CFA plus difficile a réaliser et
moins fiable que par voie endovaginale. L’ensemble de ces limites relatives a I’évaluation du
CFA rend compte de I’intérét de I’associer au dosage de I’AMH sérique. En effet, la forte
correlation entre CFA et AMH (11) permet de limiter la marge d’erreur dans I’estimation du

statut folliculaire ovarien.

Chez la femme, I’AMH est produite par les cellules de la granulosa des follicules
ovariens en croissance depuis le stade primaire jusqu’au stade antral précoce (inférieur a 8
mm) (12). Les follicules ayant une croissance au-dela du stade antral précoce perdent
progressivement leur capacité a exprimer ’AMH (13). Le taux d’AMH sérique est trés
étroitement corrélé au CFA, en début de phase folliculaire. 1l est actuellement reconnu comme
le meilleur reflet du statut folliculaire ovarien, en comparaison au dosage sérique de follicle
stimulating hormone (FSH), estradiol, inhibine B (14). Chez les patientes devant étre traitées
pour un cancer, un des principaux intéréts a I’utilisation du dosage d’AMH est son absence de
variation intra-cyclique (12). Par conséquent, elle pourra étre dosée dans I’urgence, sans avoir

a attendre un bilan de réserve ovarienne «classique» en phase folliculaire précoce.

2. Injection d’agonistes de la GnRH

L’injection d’agoniste de la gonadotrophin releasing hormone (GnRHa) en cours de
chimiothérapie est proposee depuis plusieurs années afin de prévenir la survenue d’une
insuffisance ovarienne prématurée (15). Les GnRHa ont pour objectif de bloquer la sécrétion

hypophysaire de la FSH et de la luteinizing hormone (LH) afin de limiter la croissance



folliculaire. Le mécanisme d’action potentiellement mis en jeu dans la préservation du pool
folliculaire au cours de la chimiothérapie est encore contesté. En effet, d’une part les
follicules primordiaux entrent en croissance indépendamment des gonadotrophines; d’autre
part il existe une toxicité ovarienne des traitements chez les petites filles pré-puberes, alors
que I’axe gonadotrope est encore immature (16). Cependant, les GnRHa pourraient entrainer
une réduction de la perfusion ovarienne et de I’apoptose protégeant ainsi la réserve ovarienne
(17). Dans la littérature, le role bénéfique des GnRHa en PF reste tres controversé. Alors que
plusieurs études retrouvent un effet protecteur sur la fertilité ou la réserve ovarienne apres
chimiothérapie (18-22), d’autres ne retrouvent aucun impact (23-27) et les nombreux biais
rendent ces études difficiles a analyser. Il faut cependant tenir compte des avantages inhérent
leur utilisation en cours de chimiothérapie comme I’effet contraceptif durable et la diminution
des phénomenes hémorragiques chez des patientes a risque de thrombopénie. Ainsi, lorsque
des GnRHa sont proposés aux patientes, celles-ci doivent étre clairement informées de
I’objectif du traitement, des effets secondaires attendus (bouffées de chaleur, sécheresse
vaginale et baisse potentielle de la minéralisation osseuse) et des doutes quant a I’efficacite en

PF (28).

3. Cryopréservation embryonnaire aprés stimulation ovarienne

La cryopréservation embryonnaire est un procéde utilisé en routine dans les centres de
médecine de la reproduction. Elle a pour avantage d’étre une technique ancienne et bien
maitrisée, la premiére naissance obtenue aprés congélation—décongélation d’embryon ayant
eu lieu il y a plus de 30 ans (29). Cette technique nécessite une stimulation ovarienne
préalable par les gonadotrophines exogenes, afin de recueillir, lors d’une ponction ovarienne
par voie transvaginale, les ovocytes matures. La fécondation est ensuite réalisée in vitro selon
les techniques de fécondation in vitro (FIV) conventionnelle ou par micro-injection de

spermatozoides (ICSI). Les zygotes ou embryons obtenus sont alors cryopréserves afin d’étre



ultérieurement décongelés a la demande du couple et replacés dans la cavité utérine apres

préparation hormonale de I’endometre.

La technique de vitrification, autorisée en France depuis la modification de la loi de
bioéthique le 7 Juillet 2011, a permis de considérablement améliorer les taux de survie
embryonnaire apres décongélation (30). La technique de vitrification consiste en une descente
trés rapide en température a lI'aide de trés fortes doses d'agents cryoprotecteurs, sans formation
de cristaux de glace, contrairement a ce qui pouvait étre observé en congélation lente (31).
Les taux de grossesse par transfert d’embryons congelés peuvent atteindre 40 a 50%, soit des
résultats identiques a ceux obtenus avec des embryons frais (32,33). Pour recourir a une
congélation d’embryons, la législation frangaise exige d’étre « en age de procréer » et « en
couple stable » (LOI de bioéthique n°® 2011-814 de 2004 revisitée le 7 juillet 2011). Elle
prévoit également les conditions d’accés ultérieur aux embryons. Ainsi pour les patientes en
couple et souhaitant préserver des embryons, il ne sera pas possible de procéder a leur
utilisation en cas de decés de I’'un des deux conjoints ou de séparation du couple. Par
définition, cette technique ne peut donc étre proposée aux femmes seules et les indications de
la congélation embryonnaire sont désormais supplantées par la cryopréservation ovocytaire.
Cependant, elle reste encore envisagée pour les femmes en couple, le choix entre
cryopréservation d’embryons et/ou d’ovocytes revenant a la patiente qui aura regu une

information compléte de la part du médecin.

4. Cryopréservation ovocytaire apres stimulation ovarienne

Afin de surseoir aux inconvénients de la cryopréservation embryonnaire, la
cryopréservation ovocytaire s’est développée comme une alternative. Elle consiste a réaliser
une stimulation ovarienne par I’injection de gonadotrophines exogénes selon les mémes
protocoles que ceux utilisés en FIV depuis plus de 20 ans. Les ovocytes matures sont ensuite

recueillis lors d’une ponction transvaginale et congelés. Avec I’autorisation de I’équipe



d’oncologie, en cas de desir de grossesse, les ovocytes seront réchauffés puis mis en
fécondation avec les spermatozoides du conjoint. Les embryons ainsi formés seront transférés

dans la cavité utérine apres préparation endométriale.

Gréce a la technique de vitrification, les taux de survie ovocytaire apres rechauffement
sont excellents (34), et les taux de grossesse seraient identiques a ceux obtenus avec des
ovocytes «frais» (35,36). Depuis la premiere grossesse en 1986 (37), de nombreuses
naissances dans le monde, en dehors du contexte de PF, ont été rapportées et les données
concernant la santé des enfants sont rassurantes (38,39). Désormais au niveau international la
vitrification ovocytaire n’est plus considéréee comme une technique expérimentale, elle est
recommandée en premiére intention pour la préservation de la fertilité féminine (5,40).
Toutefois, il est important de retenir que les informations données aux patientes sur les
chances de grossesse en cas de vitrification ovocytaires reposent sur les resultats des
programmes de don d’ovocytes (41) et qu’il faut les extrapoler avec précaution dans une
population de femmes atteintes de cancer. A ce jour une dizaine de grossesses issues du

réchauffement d’ovocytes vitrifiés dans un contexte d’oncofertilité ont été rapportées (42—-48).

Bien que la cryopréservation embryonnaire et ovocytaire soient de nos jours les
techniques les mieux établies en PF, elles présentent un certain nombre d’inconvénients. En
effet, elles requierent une stimulation ovarienne préalable qui ne peut donc étre realisee
qu’apres la puberté, une fois I’axe hypotalamo-hypophyso-ovarien activé. De plus, afin de
répondre a la stimulation ovarienne, il est necessaire d’avoir une réserve ovarienne suffisante.
Classiquement, la stimulation ovarienne est initiée en phase folliculaire précoce. Afin de
raccourcir la durée de prise en charge, il est désormais clairement établi qu’elle peut étre
démarrée a n’importe qu’elle moment du cycle (« random-start protocol »), avec des résultats
comparables (49,50). Ceci repose sur le fait qu’il existerait plusieurs vagues de recrutement
folliculaire au cours d’un méme cycle menstruel entrainant I’apparition réguliere de nouveaux

follicules antraux, sensibles a la FSH (51). Ces protocoles offrent également la possibilité de



réaliser 2 stimulations ovariennes consécutives afin d’augmenter le nombre d’ovocytes
matures cryopreserves avant la chimiothérapie (52). La durée moyenne d’une stimulation
ovarienne est de 11,2 = 2,5 jours afin d’obtenir la maturité folliculaire ; elle ne peut donc pas

étre proposée en cas de chimiothérapie urgente (53).

Si on se réfere a I’ Autorisation de Mise sur le Marché des médicaments utilisés pour la
stimulation ovarienne, celle-ci est contre-indiquée en cas de cancer du sein. Cela tient au fait
gu’elle entraine une hyperoestrogénie supra-physiologique, avec des taux moyens
d’oestradiolémie au déclenchement pouvant atteindre pendant une dizaine de jours des valeurs
allant jusqu’a 10 fois celles d’un cycle menstruel naturel (1640 = 1028 pg/mL) (53).
Cependant, depuis quelques années, nombreux sont les centres qui proposent une stimulation
ovarienne pour PF aux patientes atteintes d’un cancer du sein en utilisant des protocoles
adaptes au profil de chaque patiente. Les prérequis incluent systématiquement le fait que la
tumeur ait prealablement été traitée chirurgicalement. De plus, afin de limiter
I’hyperoestrogénie supra-physiologique, des protocoles spécifiques utilisant les anti-
aromatases tels que le Letrozole ont été proposés, notamment dans les pathologies hormono-
dépendantes (54,55). Toutefois I’utilisation du Letrozole dans cette indication n’est pas
autorisée en France suite aux résultats d’une étude de faible amplitude ayant montré une

augmentation du risque malformatif chez le fcetus (56).

5. Congélation de tissu ovarien

La congélation de tissu ovarien a initialement été developpée pour la PF des jeunes
filles pré-pubéres. Elle peut étre réalisée a tout age, bien que dans la littérature la majorité des
grossesses rapportées concernent des femmes prélevées avant I’age de 30 ans (57,58). Chez
les jeunes filles pré-pubeéres il s’agit de la technique de PF de choix (59). A ce jour, la

congélation de tissu ovarien constitue la seule technique permettant de rétablir une fonction



ovarienne a la fois exocrine et endocrine et quelques équipes ont décrit I’induction de la

puberté chez des jeunes filles par autogreffe (60,61).

L’ objectif de la congeélation de tissu ovarien est de préserver les follicules de réserve,
au sein du cortex ovarien. Elle nécessite une intervention chirurgicale, le plus souvent réalisee
par voie ccelioscopique et consiste au prélevement d’un lambeau de cortex ovarien ou de
I’ovaire entier. Les fragments de corticale contenant les follicules primordiaux et primaires
sont ensuite congelés. Le cortex ovarien étant riche en follicules de réserve, sa congeélation
permet de préserver un grand nombre d’ovocytes, permettant d’envisager plusieurs grossesses
chez une méme patiente. La quantité de tissu ovarien prelevée doit néanmoins étre
suffisamment importante car un grand nombre de follicules sera perdu lors de la congélation,
de la décongeélation et de la transplantation. La greffe ultérieure des fragments peut se faire de
maniere orthotopique dans le pelvis ou hétérotopique (tissu sous-cutané de I’avant-bras, de la

paroi abdominale...) (58).

Le principal avantage de cette procédure est de pouvoir étre réalisée sans délai, sans
retarder la mise en route du traitement du cancer. A ce jour une soixantaine de grossesses
sont rapportées dans le monde (62) dont trois apres greffe en site hétérotopique et une chez
une femme adulte prélevee avant la puberteé (63,64). L’efficacité et la sécurité de la procédure
ont été rapportées dans différentes revues de la littérature et séries de cas (65,66), mais il faut
tenir compte du risque opeératoire et anesthesique chez des patientes fragiles, atteintes de
cancers (64). De plus, I’lamputation de la réserve ovarienne secondaire a I’intervention et les
incertitudes concernant I’efficacité de la technique sur la fertilité, doivent conduire a ne
proposer cette technique qu’aux patientes a haut risque d’lIOP, afin de ne pas nuire aux
chances de récupération spontanée de la fonction ovarienne aprés la chimiothérapie (59).
Cette technique reste donc expérimentale et bien que la congélation de tissu ovarien soit
autorisee, I’autogreffe est considérée en France comme de la recherche clinique et doit

s’intégrer dans le cadre d’un protocole. En effet, un des principaux risques de cette technique



est la possible réintroduction de cellules malignes lors de la greffe, ce qui a bien été démontré
dans les maladies hématologiques (67). Cependant, en cas de pathologie mammaire, ce risque
semble relativement faible bien que la sensibilité des méthodes de détection des cellules

malignes reste a améliorer (68).

6. Maturation in vitro des ovocytes
La MIV des ovocytes est une technique biologique permettant d’obtenir des ovocytes
matures a partir de complexes cumulo-ovocytaires (COCs) recueillis lors d’une ponction
transvaginale écho-guidée des petits follicules antraux, sans stimulation ovarienne préalable.
Seuls les ovocytes ayant atteints le stade de métaphase Il pourront étre congelés ou fécondés
en vue d’une cryopréservation embryonnaire. Cette technique, qui ne requiert pas de
stimulation ovarienne permet d’éviter un certain nombre de complications ou d’effets

indésirables, en rapport avec I’administration de gonadotrophines exogenes.



B. La maturation in vitro

1. Historique de la maturation in vitro
Les premiers résultats faisant la preuve qu’un ovocyte immature pouvait étre maturé in vitro
ont eté publiés par Pincus et Enzmann en 1935 sur des ovocytes de lapines (69). Trente ans
plus tard, Edwards publia des resultats similaires avec des ovocytes humains (70). La
technique a par la suite été délaissée du fait des progres considérables de la FIV. En 1983, fut
rapportée la premiére grossesse aprés MIV d’un ovocyte, recueilli au cours d’une césarienne
(71). Puis dans les années 90, ont été publiés les premiers cas de grossesses apres MIV chez
des femmes et présentant un syndrome des ovaires polykystiques (SOPK) (72). A ce jour,
dans le monde, on estime que plus de 5000 enfants sont nés de cette technique chez des

patientes présentant un SOPK (73).

2. Indications et résultats hors préservation de la fertilité

La technique de MIV a initialement été développée en assistance médicale a la
procréation afin de pallier aux effets indésirables de la stimulation ovarienne. En effet, chez
des patientes présentant un SOPK cette technique permet d’obtenir un grand nombre
d’ovocytes immatures, secondairement maturé in vitro, en évitant les risques liés a la
stimulation ovarienne tels que le syndrome d’hyperstimulation ovarienne (SHO),
complication iatrogene la plus fréquente pouvant avoir des conséquences séveres (74).
Cependant, les moindres résultats de la MIV comparativement a ceux de la FIV
conventionnelle (75,76) ainsi que le développement de protocoles de stimulation ovarienne
visant a réduire les risques de SHO (protocoles antagonistes avec déclenchement par GnRHa)
(77,78), ont réduit les indications de la MIV dans le SOPK (79).

Depuis la premiére grossesse rapportée par MIV, le perfectionnement des protocoles
ainsi que I’amélioration des milieux de culture ont permis I’obtention de taux de grossesses
satisfaisants variant de 20% a 50%, avec des taux de naissances vivantes compris entre 13%

et 40%, chez des patientes présentant un SOPK (73,76,80-82). Afin d’améliorer les taux de
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maturation, Chian et al., ont montré que chez des patientes avec un SOPK, I’administration
d’une activité LH 36 heures avant le recueil des ovocytes immatures permettait d’augmenter
les taux de maturation a 24 et a 48 heures (83). Bien que les dernieres études cliniques sur le
sujet n’aient pas montré d’intérét majeur a ce prétraitement, en particulier chez des femmes
non SOPK (84), la plupart des équipes le réalisent avant la ponction. Cependant, malgré des
taux élevés de maturation obtenus, les taux d’implantation, de grossesses cliniques et de
naissances vivantes restent inférieurs a ceux obtenus avec des ovocytes maturés in vivo
(75,76,85). 1l convient tout de méme de pondérer ces données qui proviennent principalement
de patientes présentant un SOPK, alors plus a risque d’echecs d’implantation ou de fausses
couches. Il est par ailleurs envisageable qu’une inadéquation endomeétriale par asynchronisme
entre I’endomeétre et I’embryon puisse expliquer les moindres taux d’implantation dans ces
études, ce qui pourrait étre corrigé par la dissociation entre la constitution des embryons post

MIV et leur transfert intra-utéerin (86).

La grande majorité des données de la littérature concernant la MIV proviennent donc
essentiellement de patientes atteintes d’un SOPK (21). Les indications de la MIV se sont
étendues notamment aux mauvaises repondeuses, aux donneuses d’ovocytes (87) et aux
patientes preésentant une résistance ovarienne a la FSH ou une contre-indication a
I’administration de FSH exogéne en rapport avec une pathologie hormono-dépendante, telle
que le lupus ou le cancer du sein (88). Plus récemment, les spécificités de la MIV I’ont fait

proposer comme une technique envisageable dans la stratégie de PF féminine (8).

3. Données néonatales
Les données actuelles concernant les issues néonatales sont rassurantes. En effet, il ne
semble pas exister d’augmentation du risque d’anomalies fcetales chez les nouveau-nés issus
d’une MIV par rapport a la FIV ou I’ICSI, que les ovocytes soient utilisés frais ou apres
vitrification (89,90). Par ailleurs, il n’y a pas d’argument a I’heure actuelle pour un risque

accru de survenue de maladies liées a I’empreinte (89,91,92). En revanche, un poids de
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naissance plus élevé est rapporté chez ces enfants, probablement en raison de facteurs de
risques maternels, le SOPK augmentant le risque de diabéte gestationnel et la macrosomie

(93).

4, Intérét de la M1V en préservation de la fertilité

a) Une technique réalisable sans stimulation ovarienne préalable

Le cancer du sein représente environ 30 % des tumeurs malignes survenant chez la
femme et 5 a 10 % sont diagnostiques chez des femmes de moins de 45 ans (94,95). L’intérét
de la MIV chez la femme jeune porteuse d’une pathologie hormono-dépendante repose sur le
fait qu’il n’est pas nécessaire de réaliser une stimulation ovarienne préalablement au recueil
des COCs. Par conséquent, I’absence d’hypercestrogénie induite au court d’un cycle de MIV
rend cette technique intéressante chez les patientes présentant un cancer du sein, surtout en
cas de chimiothérapie néo-adjudante urgente, alors que la tumeur est encore en place. En
effet, dans cette situation, la stimulation ovarienne est contre-indiquée devant le risque
supposé de prolifération des cellules tumorales. D’autre part, en I’absence de stimulation
ovarienne, il n’y a pas de risque de SHO, qui pourrait retarder la prise en charge du cancer. Le
risque thromboembolique est quant a lui trés faible car il est majoré en cas de stimulation
ovarienne par les gonadotrophines exogeénes, ce qui n’est pas le cas chez les patientes

bénéficiant d’une MIV.

b) Une technique réalisable en urgence, quelle que soit la phase du cycle

Le recueil des ovocytes immatures avant MIV peut étre réalisé en phase lutéale
comme en phase folliculaire sans altérer les résultats. En effet, les ovocytes sont dépourvus de
récepteurs a la progestérone (96) et les études en FIV classique, notamment chez les
donneuses d’ovocytes, ont montré I’absence d’impact d’une élévation de la progestérone sur

la qualité ovocytaire (97). De plus, des cas de grossesses avec naissances obtenues apres MIV
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d’ovocytes immatures recueillis au cours de cesariennes et donc préalablement exposés a de
fortes doses de progestérone sont décrits dans la littérature (98,99). Deux études récentes
retrouvent, chez des femmes candidates a une PF, un nombre d’ovocytes recueillis, un taux de
maturation ovocytaire, un taux de fécondation et un nombre d’ovocytes matures et/ou
d’embryons congelés similaire quelle que soit la phase du cycle a laquelle les ovocytes sont
prélevés (100,101). L absence de délai avant la réalisation d’un cycle de MIV permet donc de
considerer cette technique dans le cadre de I’urgence, lorsque I’oncologue contre-indique la

stimulation ovarienne ou que la patiente la refuse.

¢) Combinaison possible avec la congélation de tissu ovarien

Classiquement, la ponction ovarienne pour MIV est effectuée par voie transvaginale,
sous contrble echographique et peut étre réalisée avant I’ovariectomie partielle ou totale par
ccelioscopie (8,102,103). La combinaison de ces techniques est particulierement intéressante
chez les patientes atteintes d’une pathologie a fort risque d’invasion ovarienne par les cellules
malignes contre-indiquant alors la greffe ultérieure du tissu ovarien congelé (58,104,105).
Dans ces situations, la vitrification ovocytaire aprés stimulation ovarienne semble étre la
stratégie de choix de PF, mais elle est parfois impossible en cas de chimiothérapie urgente, de
tumeur hormono-dépendante ou chez les jeunes filles pré-pubéres. Ainsi, la congélation de
tissu ovarien est proposée a ces patientes, alors informées que dans I’état actuel des
connaissances elles ne pourront pas bénéficier d’une autogreffe ultérieure du cortex ovarien
en raison du risque de réintroduction des cellules malignes. Dans ces conditions, I’indication
d’une congélation de tissu ovarien repose sur la possible émergence de nouvelles techniques,
telles que la culture de follicules isolés ou la folliculogenése in vitro, qui permettront
d’obtenir des follicules matures a partir de follicules primordiaux par culture au laboratoire,
sans nécessiter de greffe (106). L’association avec la technique de MIV permet donc a ces
patientes de préserver, en plus du tissu ovarien, des ovocytes matures ou des embryons qui

constituent a ce jour leur seule chance de grossesse avec leurs propres ovocytes. Certains
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auteurs proposent également de recueillir ex vivo, au laboratoire, les ovocytes immatures dans
la piece d’ovariectomie (102). Cette technique est intéressante notamment chez les jeunes
filles pré-puberes ne pouvant béneficier d’une ponction ovarienne pour MIV avant la

cryoconservation de cortex ovarien.

5. Résultats de la M1V en préservation de la fertilité

La MIV est une nouvelle alternative peu évaluée en PF, qui semble donner des
résultats intéressants. La premiere grossesse apres MIV d’ovocytes obtenus ex vivo sur piéce
d’ovariectomie, dans un contexte de PF, pour tumeur ovarienne de type « borderline » a été
rapportée en 2014 (107). Deux grossesses dans un méme contexte ont récemment été

rapportées (108,109).

Le nombre d’ovocytes matures vitrifiés est a ce jour le principal critere de succes de la
technique car ce dernier est potentiellement corrélé aux chances de grossesses futures.
Compte tenu du manque de recul, le nombre optimal d’ovocytes MIV vitrifiés nécessaire a
I’obtention d’une grossesse n’est pas connu, les patientes n’ayant souvent pas encore utilisé
leurs gameétes. Dans la littérature, le nombre moyen d’ovocytes immatures recueillis varie
entre 8 et 17. Les écarts-types élevés sont probablement liés a la difficulté de ponction des
petits follicules antraux. La moyenne du nombre total d’ovocytes matures vitrifiés varie quant

aellede 6a12(100,104,110-112) (Tableau 1).
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Tableau 1. Résultats de la MIV en PF

Nombre
Nombre Taux de d’ovocytes
Nombre de patientes PF d’ovocytes maturité matures/
recueillis (%) embryons
congelés
Lee etal, | Ovocytes immatures vitrifiés (n=69) 63,8
2014 Ovocytes matures vitrifiés (n=27) 33,3
Shalom-Paz | Cancer du sein (n = 66)
etal, 2010 | Ovocytes congelés (n=35) 11.4+8.8 64.2 79+6.6
Embryons congelés (n=31) 9.7+6.4 53.2 5.8+2.7
Maman et | Phase lutéale (n=5) 12,8 +8,4 48,6+18,3 6,4+ 6,6
al, 2011 Phase folliculaire (n=13) 17,3+ 13,5 57,8+29,2 78+75
Moria et al, | Cancer du sein (n= 87) 9 (6-16) 50 (40-62,5) 8 (4-17)
2010 Hémopathie maligne (n=16) 8 (5-21) 61,2(33,3-79,2) 12 (0-24)
Grynberg | Phase folliculaire (n = 60) 8.4 +5.0 79.2+2.5 6.9 £ 3.7
etal,2012 | Phase lutéale (n = 42) 9.2+6.7 78.7+2.0 7.4 +5.2

Concernant la technique de congélation, une étude récente (110) montrent qu’il est
nécessaire de congeler uniquement les ovocytes a un stade mature (métaphase Il). En effet, les
taux de maturation apres congélation-réchauffement des ovocytes immatures sont
significativement diminués par rapport aux taux de maturation des ovocytes frais : 33.3% vs
63.8% (p<0.05). Il est donc néecessaire de réaliser une vitrification des ovocytes en 2 temps, a

24 et 48 heures post-ponction.
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Il. Objectif de I’étude

Le nombre optimal d’ovocytes matures congelés permettant d’offrir aux patientes
atteintes de cancer le maximum de chances d’obtenir une grossesse aprés la guérison est
actuellement un enjeu majeur en PF. Deux études récentes conduites chez des patientes
infertiles candidates a une stimulation ovarienne ont estimé que 8 a 20 ovocytes matures sont
nécessaires pour maximiser les taux de naissance vivantes (113,114). Cependant, ces résultats
ne sont probablement pas extrapolables a la MIV car le potentiel des ovocytes maturés in
vitro semble inférieur a celui des ovocytes obtenus aprés stimulation ovarienne (76,85). De
plus, les donnéees actuellement disponibles ne proviennent que de patientes non atteintes de

cancer, pathologie qui pourrait par elle-méme réduire la compétence ovocytaire.

Afin de guider au mieux les patientes candidates a une PF, I’objectif de cette étude
était de déterminer les valeurs seuils de CFA et d’AMH permettant d’assurer la
cryopréservation de différents nombres d’ovocytes maturés in vitro chez des patientes
atteintes de cancer, candidates a une PF. Cette étude a fait I’objet d’une présentation le 17
Juin 2015 a Lisbonne, au congres de I’European Society of Human Reproduction and

Embryology (ESHRE) et d’une soumission a la revue Human Reproduction.
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I11. Patientes et méthodes

A.  Sélection de la population

Trois cent quarante patientes, agées de 18 a 41 ans, ayant eu recours a un prélévement
ovocytaire suivi d’une MIV, au sein de deux services de Médecine de la Reproduction (CHU
Jean Verdier, Bondy, France et CHU Antoine Béclére, Clamart, France, APHP), entre Janvier
2009 et Avril 2015, ont été incluses dans cette étude. Les données ont été collectées de

maniere prospective.

Les criteres d’inclusion de I’étude etaient: 1) la présence de 2 ovaires, visibles et
accessibles a une ponction ovarienne écho-guidee ; 2) un CFA > 8 follicules ; 3) I’absence
d’antécédent de chimiothérapie ; 4) I’indication d’une preservation de la fertilité posee a
I”issue de la consultation d’oncofertilité. L association a une congélation de tissu ovarien était
systématiquement proposée aux patientes de moins de 35 ans. Lorsque les deux procédures
étaient realisees, la ponction des follicules antraux par voie transvaginale était réalisée juste

avant la coelioscopie opératoire.

B.  Echographie ovarienne et dosages hormonaux

Préalablement aux choix de la technique de PF, chaque patiente béneéficiait d’une
évaluation précise de son statut folliculaire ovarien par la détermination du CFA lors d’une
échographie transvaginale et un dosage de I’AMH sérique. Par ailleurs, un dosage de la

progestérone sérique était réalisé afin de déterminer la phase du cycle.

L’échographie pelvienne était réalisée par voie endovaginale, a I’aide d’une sonde
multifréquences de 3.7 a 9.3 MHz (RIC5-9H, Voluson 730 Expert; General Electric Medical
Systems, Paris, France), en aveugle par rapport aux résultats des différents dosages

hormonaux. L’objectif de I’examen échographique était d’évaluer le nombre et la taille des
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petits follicules antraux. Tous les follicules de diamétre compris entre 3 et 12 mm (moyenne
de deux diametres orthogonaux) dans les deux ovaires étaient dénombrés. Afin d’optimiser la
fiabilité de I’évaluation folliculaire, le systeme des harmoniques était utilisé afin d’améliorer
la résolution des images et de mieux délimiter les contours folliculaires (115). Le coefficient
de variation intra-analyse pour la mesure folliculaire et ovarienne était inférieur a 5% et la

limite inférieure de détection était de 0.1mm.

L’AMH serique était mesurée selon la méthode ELISA ultrasensible (Beckman-
Coulter, Villepinte, France). Les coefficients de variation intra et inter-essais étaient évalués a
moins de 6% et 10%, respectivement. La plus petite valeur d’AMH détectée était de
0.13ng/mL avec une linéarité jusqu’a 21ng/mL. Les valeurs de progestérone sériques étaient
déterminées a I’aide d’un systeme automatisé multi-analyse utilisant la technique de
chimioluminescence (Advia-Centaur; Bayer Diagnostics, Puteaux, France). Les coefficients
de variation intra et inter-essais étaient de 8 et 9%, respectivement. Le taux de détection le

plus bas était de 0.10 ng/mL avec une linéarité jusqu’a 60 ng/mL.

C. Latechnique de MIV

Le recueil ovocytaire a été réalisé sous sedation modérée pour toutes les patientes, 36
heures apres I’administration d’une activitt LH sous forme d’hCG (Gonadotrophine
Chorionique Endo, Organon Pharmaceutique, Saint Denis, France, 10 000 Ul, IM) (83). La
ponction des petits follicules antraux était realisee par voie transvaginale, sous contréle
échographique, a I’aide d’une aiguille 19-Gauge (K-OPS-7035-Wood ; Cook, France) avec
une pression d’aspiration réglée a 7.5 kPa. Les liquides folliculaires aspirés contenant les
COCs étaient récupérés dans des tubes préchauffés Nunc™ (Nunc A/S, Roskilde, Denmark)
de 14mL, contenant 3mL d’héparinate de sodium 2 Ul/mL (Sanofi-Synthelabo, France). Les
liquides d’aspiration étaient ensuite dispersés dans des boites de culture pour FIV Nunc™

(Nunc A/S, Roskilde, Denmark) ou les COCs étaient isolés sous loupe binoculaire, puis lavés
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avec un milieu de culture G Gamete™ (Vitrolife, Goteborg, Sweden), préalablement chauffé
a 37°C sous une atmospheére enrichie a 6% en CO2. Les COCs étaient ensuite placés dans les
puits centraux d’une boite de culture de FIV Nunc™ (Nunc A/S, Denmark) contenant 1mL de
milieu de culture IVM® (Origio, MAal@v, Denmark) sous huile minérale (Nidacon
International, Géteborg, Sweden), supplémenté avec 20% de sérum maternel inactive, 0.75
UI/mL de FSH et 0.75 Ul/mL de LH Menopur® (Ferring, Germany) (116). Les ovocytes
étaient ensuite incubés a 37°C sous une atmosphére enrichie a 6% en CO2. Apres 24 heures
de maturation, tous les COCs étaient décoronisés a I’aide de 80 UlI/mL d’une solution de
hyaluronidase diluée a 20 UI/mL (Hyaluronidase in Ferticult™ flushing medium, FertiPro
N.V, Beernem, Belgium). La maturité ovocytaire était appréciée sous microscope inverse : la
présence du premier globule polaire dans I’espace péri-vitellin ovocytaire était le témoin de la
maturité nucléaire indiquant le passage au stade de metaphase Il. Les ovocytes matures (ayant
atteint le stade metaphase 1) étaient congelés le méme jour. Les ovocytes immatures restés au
stade de prophase ou métaphase | de la méiose étaient placés en culture 24 heures
supplémentaires puis réévalués a 48 heures. Les ovocytes matures a 48 heures étaient
cryopréserves par congélation lente avant 2011 puis par vitrification, les ovocytes immatures

n’étaient pas conserves.

D.  Analyses statistiques

Les variables continues sont présentées par leurs moyennes + I’écart type et les variables
quantitatives en nombres ou pourcentages. La corrélation entre les variables continues a été
évaluee en utilisant le test de Spearman afin de déterminer si le coefficient de corrélation (r)

était différent de zéro.

Différentes valeurs seuils de CFA et d’AMH ont éte calculés pour assurer la
cryopréservation de 8, 10 ou 15 ovocytes matures apres MIV (113). La méme analyse a été

réalisée afin de prédire la cryopréservation de 2 ovocytes MIV ou moins. Pour chaque seuil
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d’ovocytes, une régression logistique univariée a été réalisée afin d’étudier I’association entre
le nombre d’ovocytes matures congelés et le CFA et ’AMH. La mesure de I’effet a été
estimee en utilisant les odds ratios (OR) avec un intervalle de confiance a 95%. Les courbes
receptor operating characteristic (ROC) ont été tracées afin de déterminer la mesure de I’air
sous la courbe (AUC) pour chaque seuil d’ovocytes. Une AUC inférieure ou égale a 0.5
signifie que les resultats ne sont pas meilleurs que le hasard. Les sensibilités et spécificités ont
été estimées en favorisant la sensibilité (> 80%), tout en conservant une spécificité acceptable

(>60%).

Le seuil de la signification statistique était fixé a p<0.05 pour tous les tests.
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V. Reésultats

A.  Caractéristiques de la population

Nous avons analysé les données recueillies au cours de 355 cycles de MIV effectués
chez 340 patientes. L’age moyen des patientes était de 31.8 £ 4.5 ans (18-41 ans) et I’indice
de masse corporelle moyen (IMC) était de 22.7 + 3.9 Kg/m® Trente neuf patientes
présentaient une oligo-spanioménorrhée. Avant la procédure, 100 patientes avaient deja au
moins un enfant. Les valeurs moyennes de CFA et d’AMH sérique de la population étaient de

21.7 + 13.3 follicules et de 4.4 + 3.8 ng/mL, respectivement.

La principale indication de MIV était pour 300 patientes un cancer du sein, nécessitant
une chimiothérapie néo-adjuvante en urgence ou dont le stade de la maladie contre-indiquait
une stimulation ovarienne. Quatorze patientes présentaient une hémopathie et 26 une
pathologie nécessitant une chimiothérapie en urgence. Apres information, la majorité des
patientes a opté pour la cryopréservation d’ovocytes seuls (n=301) et seulement 39 ont
souhaité préserver des embryons. De plus, 47 patientes ont eu une congélation de tissu
ovarien associee a la MIV. Parmi les 340 patientes, 13 ont béneficié de deux cycles
consécutifs de recueil ovocytaire pour MIV et une patiente de 3 cycles avant le début du

traitement gonadotoxique.
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B. Résultats de la M1V

Le recueil des ovocytes immatures a été realise en phase folliculaire (49%) ou lutéale
(51%) du cycle. Au total, 3369 ovocytes ont été recueillis, ce qui correspond a une moyenne
de 9.5 £ 8.2 COCs recueillis par cycle. Aucun ovocyte n’a été recueilli (ponction blanche)
dans seulement 10 cycles sur les 355 réalisés (2.8%). Aprés MIV, 1957 ovocytes en
métaphase Il ont été congelés (5.5 £ 4.6 par cycle) conduisant a un taux de maturation de
65%. Seulement quelques patientes ont souhaité préserver des embryons (n=39) ce qui ne
nous a pas permis d’analyser les taux de fécondation et la morphologie embryonnaire dans

cette étude.
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C. Lien entre le CFA, 'AMH et le nombre d’ovocytes MIV

congelés

Le CFA et ’AMH sérique étaient significativement corrélés au nombre de COCs
recueillis (r=0.61 pour le CFA et I’AMH, p<0.0001) ainsi qu’au nombre d’ovocytes matures

obtenus apres MIV (r =0.56 pour le CFA et 0.51 pour I’AMH, p<0.0001).

L’ analyse par régression logistique univariée (Tableau 2) retrouve une forte corrélation
positive entre le CFA et I’AMH et la congélation d’au moins 8, 10 ou 15 ovocytes matures.
Ainsi, pour toute augmentation de I’AMH et du CFA, les chances de vitrifier plus de 8, 10 ou
15 ovocytes sont augmentees. De plus, le CFA et I’AMH sont négativement corrélés a la
congélation de 2 ovocytes matures ou moins. Pour toute augmentation d’AMH et CFA, le

risque d’obtenir deux d’ovocytes matures ou moins congelés est donc diminué.

Tableau 2. Analyse de I'association entre le nombre d’ovocytes matures congelés en
fonction du CFA et de 'AMH. Analyse par régression logistique univariée.

2 8 Ovocytes vitrifiés 2 10 Ovocytes vitrifiés 2 15 Ovocytes vitrifiés < 2 Ovocytes vitrifiés
OR p OR p OR p OR p
[1C 95%] [IC 95%)] [IC95%] [IC 95%]
CFA 1.09 <0.0001 1.09 <0.0001 1.07 <0.0001 0.85 <0.0001
[1.06-1.12] [1.06-1.12] [1.03-1.1] [0.81-0.89]
AMH 1.33 <0.0001 1.3 <0.0001 1.17 0.006 0.63 <0.0001
[1.21-1.46] [1.19-1.42] [1.05-1.3] [0.53-0.76]
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Les courbes ROC ont été tracées afin d’étudier la performance du test diagnostic (c’est a
dire la capacité a discriminer les patientes pour qui au moins 8, 10 ou 15 ovocytes matures
aprés MIV seront congelés et celles qui en auront 2 ou moins). Les AUC ont été calculées et
la sensibilité et 1-la spécificité ont été déterminés pour chaque seuil d’ovocytes matures
congelés. Les AUC pour les seuils de CFA et d’AMH permettant de prédire I’obtention d’au
moins 10 ovocytes matures congelés apres MIV, était de 0.82 [076.-0.88] et 0.81 [075.-0.88],
respectivement. Ainsi, I’AMH et le CFA permettent d’identifier avec une prédiction forte les
patientes qui auront au moins 10 ovocytes matures congelés apres MIV. De la méme manieére,
les courbes ROC ont été construite pour determiner les seuils de CFA et d’AMH permettant
de prédire I’obtention d’au moins 8 et 15 ovocytes matures congelés apres MIV (données non
représentees). Les AUC pour les seuils de CFA et d’AMH permettant de prédire I’obtention 2
ovocytes matures congelés apres MIV ou moins étaient respectivement de 0.81 [076.-0.86] et

0.79 [073.-0.86] (Figure 1).
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D.

Les valeurs seuils de CFA et d’AMH sérique permettant de prédire la cryopréservation
de différents nombres d’ovocytes matures apres MIV, avec une sensibilité supérieure a 80%
et une spécificité supérieure a 60%, sont rapportées dans le Tableau 3. Afin d’obtenir au
moins 8, 10 ou 15 ovocytes matures apres MIV, des valeurs de CFA et d’AMH supérieures a
19 follicules et 3.5 ng/mL, 20 follicules et 3.7 ng/mL et 28 follicules et 3.9 ng/mL sont
respectivement requises (Tableau 3). Dans notre population nous avons obtenu plus de 15

ovocytes matures congelés pour 12 patientes (3%), plus de 10 pour 55 patientes (15%) et plus

de 8 pour 96 patientes (27%).

Détermination des valeurs seuils

Tableau 3. Valeurs seuils de CFA et d’AMH sérique permettant d’obtenir =2 8, 10 ou 15
ovocytes matures congelés

Valeurs seuils d,:‘f:g;es Sensibilité Specificité

) matures (2) [IC 95%] [IC 95%]
28 15 0.90 0.78

[0.55-1] [0.73-0.82]
20 10 0.88 0.62

CFA (n) [0.76-0.96] [0.56-0.68]
19 8 0.82 0.63

[0.72-0.89] [0.56-0.69]
3,9 15 0.89 0.61

[0.52-1] [0.55-0.67]
AMH 3,7 10 0.84 0.64

(ng/ml) [0.68-0.94] [0.57-0.7]
3,5 8 0.82 0.63

[0.71-0.91] [0.56-0.7]
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Par ailleurs, les valeurs seuils de 19 follicules pour le CFA et 3 ng/mL pour I’AMH

ont été identifiées et permettent de prédire la capacité de congeler 2 ovocytes MIV ou moins

avec une bonne sensibilité (>77%) (Tableau 4). Dans notre population, 100 patientes ont

obtenu 2 ovocytes MIV ou moins congelés et cinquante neuf en ont eu 1 ou moins.

Tableau 4. Valeurs seuils de CFA et d’AMH sérique permettant d’obtenir < 2 ovocytes
matures congelés

Seuils

Valeurs seuils d'ovocytes Sensibilité Specificité
(<) matures (<) [IC95%] [1C 95%]
CFA (n) 19 2 0.83 0.61
[0.74-0.9] [0.55-0.68]
AMH 3 2 0.77 0.70
(ng/ml) [0.65-0.86] [0.63-0.77]
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V. Discussion

L’objectif de I’étude était d’analyser les valeurs seuils des deux marqueurs les plus précis
pour évaluer la réserve ovarienne, afin de predire le nombre d’ovocytes matures congelés
aprés MIV chez des jeunes femmes candidates a une PF. Nous avons montre, sur une large
population, qu’un taux relativement élevé de CFA et d’AMH était nécessaire pour obtenir un
nombre intéressant d’ovocytes MIV congelés. En effet, les seuils de CFA et d’AMH
permettant de prédire I’obtention d’au moins 10 ovocytes MIV congelés, étaient de 20
follicules et 3.7 ng/mL, respectivement. Par ailleurs, avoir un CFA inférieur a 19 follicules et
une AMH inférieure a 3 ng/ml était lié au risque de congeler 2 ovocytes ou moins aprés MIV.
L’analyse statistique permettant de déterminer les valeurs seuils de chaque paramétre a
intentionnellement éte réalisée en favorisant la sensibilité. L objectif était de proposer une
MIV a toutes les patientes susceptibles d’obtenir au moins 8, 10 ou 15 ovocytes matures
congelés, avec une risque potentiel d’erreur pour certaines patientes (c’est a dire de réaliser
une MIV a certaines patientes qui auront finalement moins de 8, 10 ou 15 ovocytes matures
congelés). De plus, nous avons souhaité évaluer le seuil de CFA et d’AMH permettant de
prédire la congélation de deux ovocytes matures ou moins, afin de ne pas proposer une MIV
seule a ces patientes. Dans cette population de patientes jeunes, le nombre moyen d’ovocytes
immatures recueillis par cycle était de 9.5 + 8.2 conduisant, aprés un taux de maturation de
65%, a un nombre moyen d’ovocytes matures congelés de 55 + 4.6. Ces données

correspondent aux données de la littérature (Tableau 1).

Déterminer le nombre d’ovocytes matures congelés reste un enjeu crucial pour les
femmes candidates a une PF. Malgré un manque de connaissance important chez les patientes
ayant cryopréservé des ovocytes pour raison médicales, quelques données ont récemment été
rapportées dans la littérature. En effet, sur plus de 400 000 cycles de FIV conventionnelle,

Sunkara et al., rapportait une forte corrélation entre le nombre d’ovocytes matures recueillis et
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le taux de naissance vivante. Selon le nomogramme établi, le nombre optimal d’ovocytes
matures par cycle de stimulation ovarienne permettant de maximiser les chances d’obtenir un
enfant vivant se situe entre 8 et 15 quelque soit I’age (117). Une autre étude, réalisee en
Belgique, retrouvait un taux de naissance vivante par ovocyte mature de 4.47% (IC 95% :
4.32-4.61) chez des femmes infertiles, agées de 23 a 37 ans, candidates a une ICSI (114).
Rienzi et al., ont quant a eux estimé que plus de 8 ovocytes vitrifiés étaient nécessaires pour
augmenter le taux de naissance chez des patientes infertiles (22.6 vs 46.4%, 1C 95% : 18.5-
27.4 et 37.3-55.6, respectivement) (118). De plus, les données de la littérature concernant la
préservation ovocytaire pour raison sociétale rapportent un taux de naissance vivante par
ovocyte vitrifié de 4-5% avant I’a4ge de 36 ans. Ainsi, une moyenne de 20 a 25 ovocytes
vitrifiés seraient nécessaires pour obtenir une naissance vivante (119). Ces données sont
confirmées par un large essai contr6lé randomisé, realise dans un groupe de donneuses

d’ovocytes, qui retrouve un taux de grossesse clinique par ovocyte réchauffé de 4.5% (120).

L évaluation du CFA, tout comme la mesure de I’AMH, constituent actuellement les
meilleurs marqueurs de réponse ovarienne a la stimulation ovarienne (121). De la méme
maniére, ils sont corrélés au nombre de COCs recueillis et aux résultats obtenus en MIV
(122-124). En effet, les taux de grossesse augmentent significativement avec le nombre de
COCs recueillis (125,126). Ainsi, les patientes présentant un SOPK, de part I’exces
folliculaire gu’elles présentent, sont de bonnes candidates a la technique de MIV (74). De
plus, Guzman et al., ont réecemment rapporté, dans une population de femme SOPK ayant
bénéficié d’une MIV sans injection d’hCG préalablement au recueil, des taux cumulés de
grossesses évolutives augmentés quand au moins 8 COCs étaient recueillis (30.4 vs 11%,
p=0.01) (127). Au total, chez les patientes présentant un SOPK bénéficiant d’un cycle de MIV
sans priming hCG, le taux de naissance vivantes était de 1.1% (17/1526) par ovocyte
immature et de 2.1% (17/800) par ovocyte mature (128). Seulement, quelques études ont

évalué la MIV chez des patientes normo-ovulantes non SOPK. Fadini et al., ont proposé des

28



criteres de sélection utilisable chez ces patientes normo-ovulantes candidates a une MIV
(123,126). Dans une premiére série portant sur 256 cycles de MIV, il existait une forte
correlation positive entre le CFA et le nombre d’ovocytes recueillis, le nombre d’ovocytes
maturés in vitro et le taux de grossesse clinique (126). Lorsqu’une valeur seuil de CFA
supérieure a 8 était retenue, une différence significative était retrouvee sur le nombre moyen
de COCs recueillis (3.9 + 3 versus 5.4 + 3.2, p=0.0001) ainsi que sur le nombre moyen
d’ovocytes matures obtenus (1.8 = 1.6 versus 2.4 £ 1.8, p=0.0001). Les taux de grossesse par
embryon transféré et les taux d’implantation dans les groupes <8 follicules et > 8 follicules
étaient de 12.6% et 18.6% et de 7.1% et 10.2%, respectivement. Sur ces données, les auteurs
concluaient qu’un seuil inférieur de CFA d’au moins 5 follicules permettait de proposer la
technique de MIV au patientes normo-ovulantes. La méme équipe a décrit dans une seconde
série, une forte corrélation positive entre le nombre de COCs recueillis et le taux d’AMH
sérique. Une valeur seuil d’AMH de 1.28 ng/mL était retenue comme indicateur permettant
un recueil suffisant de COCs (123). Pour conclure, ces études suggerent que les chances de
mener a terme une grossesse apres MIV sont positivement associées au recueil d’au moins 5

COCs, chez des patientes normo-ovulantes, non SOPK (84,126,129).

Cependant, il est important d’avoir conscience que les résultats globaux obtenus en MIV
restent inférieurs a ceux observés avec des ovocytes recueillis apres stimulation ovarienne.
Ceci est probablement expliqué par une maturation sous-optimale des ovocytes, en particulier
un asynchronisme entre la maturation nucléaire et cytoplasmique (76). Ainsi, les capacités de
développement des embryons issues de MIV peuvent étre altérées, ce qui entraine de plus
faibles taux d’implantation et une augmentation de I’incidence des fausses couches
spontanées (130). De plus, se pose la question de I’impact delétére du cancer sur le potentiel
des ovocytes. En effet, a ce jour seulement une dizaine d’enfants sont nés a travers le monde a

partir d’ovocytes cryopréserveés, dans le cadre d’une PF pour cancer (42-48,107,109).
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Actuellement, le nombre exact d’ovocytes MIV congelés nécessaire pour assurer de
réelles chances de grossesses futures reste inconnu. Ainsi, nous avons étudiés différents seuils
de 8, 10 et 15 ovocytes MIV congelés, dans le but d’informer au mieux les patientes
souhaitant recourir a cette technique de PF. En effet, chez les patientes jeunes dgées de moins
de 35 ans, la congélation de tissu ovarien est une technique de PF intéressante, bien qu’elle
requiert une intervention chirurgicale et ampute la réserve ovarienne. Il est probable que la
combinaison de la technique de MIV associée a la congélation de tissu ovarien reste la
meilleure stratégie de PF quand la stimulation de I’ovulation avec vitrification d’ovocytes
matures n’est pas réalisable (103). Toutefois, un nombre non négligeable de patientes
considerent la ccelioscopie, nécessaire au prelevement de tissu ovarien, trop invasive et
demande a bénéficier d’une MIV seule. Une information objective sur les avantages et limites
de la technique de MIV doit donc étre donnée. D’apres nos résultats, les patientes souhaitant
une MIV seule, doivent étre informées qu’un seuil de CFA et d’AMH d’au moins 20
follicules et 3.7 ng/ml, permet d’apporter de réelles chances de succes. A I’inverse, lorsque le
CFA est inférieur a 19 et I’AMH a 3 ng/mL, la technique de MIV doit étre remise en cause et
ne doit probablement jamais étre proposée seule. Enfin, I’association d’une MIV a une
congeélation de tissu ovarien doit systématiquement étre proposee dans le méme temps lorsque
le nombre d’ovocytes matures predit semble insuffisant. Cependant, si le nombre d’ovocytes
MIV finalement congelés n’est pas suffisant, un prélevement de tissu ovarien pourra toujours

étre réalisé, méme apres un premier cycle de chimiothérapie (64,131).
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V1. Conclusion

Malgré le manque important de données concernant la MIV dans le cadre de la PF,
cette technique peut étre une méthode de choix en cas d’urgence thérapeutique ou lors d’une
contre-indication a la stimulation ovarienne. Dans cette étude, nous avons montré que les
valeurs seuils de CFA et d’AMH devaient étre relativement hautes pour optimiser le nombre
d’ovocytes matures congelés apres MIV. Ainsi, lorsque la réserve ovarienne est insuffisante
chez des patientes de moins de 35 ans, candidates a une PF, I’association de la MIV a une
cryopréservation de tissu ovarien reste probablement la meilleure stratégie de PF afin

d’améliorer les chances de grossesses futures.
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VIII.Annexes

Annexe 1. Résumé de l'article soumis a la revue Human Reproduction

What threshold values of antral follicle count and serum AMH levels should be
considered in cancer patients, candidates for oocyte cryopreservation after in vitro
maturation?

Simon C, Sonigo C, Boubaya M, Benoit A, Sifer C, Sermondade N, Grynberg M

Study question:

What threshold values of ultrasonographic antral follicle count (AFC) and serum anti-
Mudillerian hormone (AMH) levels should be considered for ensuring the cryopreservation of
different number of in vitro matured (IVM) oocytes, in cancer patients seeking fertility
preservation (FP)?

Summary answer

The present investigation shows that AFC and serum AMH values above 20 follicles and
3.7 ng/mL, respectively, are required for obtaining at least 10 VM oocytes cryopreserved.
Given these relatively high values, the combination of IVM and ovarian tissue
cryopreservation should systematically be discussed for optimizing the FP strategy.

What is known already?

IVM of cumulo-oocyte-complexes (COCs) followed by oocyte cryopreservation has
emerged recently as an option for urgent FP. Recent data have reported that, in healthy
patients, 8 to 20 cryopreserved oocytes after ovarian stimulation would maximize the chance
of obtaining a live birth. Although both AFC and AMH have been reported as predictive
factors of VM success in polycystic ovary syndrome (PCOS), there is a dramatic lack of data
regarding the values of these parameters in oncologic patients.

Study design, size, duration:
From January 2009 to April 2015, we prospectively studied 340 cancer patients, aged 18-
41 years, candidates for oocyte cryopreservation following IVM.

Participants/materials, setting, methods

All patients had AFC and AMH measurements, 48-72 hours before oocyte retrieval,
whatever the phase of the cycle. COCs were recovered under ultrasound guidance 36 hours
after hCG priming. Logistic regression has allowed determining threshold values of AFC and
AMH, for obtaining at least 8, 10 or 15 matures oocytes frozen after IVM procedure. Similar
analysis was performed for a final number of oocytes < 2.

Main results and the role of chance

Among the 340 cancer patients included, 300 were diagnosed with breast cancers, 14 had
a hematological malignancies and 26 underwent this procedure for others indications. Overall,
mean age of the population was 31.8 + 4.5 years. Mean AFC and serum AMH levels were
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21.7 + 13.3 follicles and 4.4 = 3.8 ng/mL, respectively. IVM was performed in equal
proportion during the follicular or the luteal phase of the cycle (49% and 51%, respectively).
Statistical analysis showed that AFC and AMH values above 28 follicles and 3.9 ng/mL, 20
follicles and 3.7 ng/mL and 19 follicles and 3.5 ng/mL, respectively, are required for
obtaining at least 15, 10 or 8 IVM frozen oocytes with a sensitivity ranging from 0.82 to 0.90.
On the contrary, 2 or less IVM oocytes were cryopreserved when AFC and AMH were lower
than 19 and 3 ng/mL, respectively.

Limitations, reasons for caution

Although the potential of VM oocytes frozen in cancer patients remains unknown, data
obtained from infertile PCOS women have shown a dramatically reduced competence of these
oocytes when compared to that of eggs recovered after ovarian stimulation. As a
consequence, the optimal number of IVM oocytes frozen in candidates for FP is currently
unpredictable.

Wider implications of the findings

Cryopreservation of oocytes after IVM should be considered in the FP strategy when
ovarian stimulation is unfeasible, in particular when markers of the follicular ovarian status
are at a relatively high range. Further investigation is needed to objectively assess the real
potential of these IVM oocytes after cryopreservation. Therefore, even when a good COCs
yield is expected, we should systematically encourage VM in combination with ovarian
tissue cryopreservation.
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What threshold values of antral follicle count and serum AMH levels
should be considered in cancer patients, candidates for oocyte
cryopreservation after in vitro maturation?

Objective: What threshold values of AFC and AMH levels should be considered for ensuring
the vitrification of different number of in vitro matured (IVM) oocytes, in cancer patients
seeking fertility preservation (FP)?

Material and method: We prospectively studied 340 cancer patients. Logistic regression has
allowed determining threshold values of AFC and AMH, for obtaining at least 8,10 or 15 and
< 2 matures oocytes frozen after IVM procedure.

Results: Statistical analysis showed that AFC and AMH values above 28 follicles and
3.9ng/mL, 20 follicles and 3.7ng/mL and 19 follicles and 3.5ng/mL, are respectively required
for obtaining at least 15, 10 or 8. On the contrary, 2 or less IVM oocytes were cryopreserved
when AFC and AMH were lower than 19 follicles and 3ng/mL.

Conclusion: Cryopreservation of oocytes after IVM should be considered when markers of
the follicular ovarian status are at a relatively high range. We should systematically encourage
IVM in combination with ovarian tissue cryopreservation.
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Simon Cynthia 2015 TOU 1597

Analyse des valeurs seuils de compte des follicules antraux et
d’hormone Anti-Mullérienne sérique permettant de prédire le
nombre d’ovocytes cryopréserveés en maturation in vitro chez des
jeunes femmes atteintes de cancer et candidates a une
préservation de la fertilité

Soutenue le 23 octobre 2015

Objectif : Déterminer les valeurs seuils de CFA et d’AMH permettant d’assurer la
congélation de différents nombres d’ovocytes maturés in vitro (MIV) chez des
patientes atteintes de cancer candidates a une préservation de la fertilité (PF).
Matériel et Méthodes : 340 patientes ont été prospectivement incluses. L’analyse par
régression logistique a permis de déterminer les valeurs seuils de CFA et dAMH
permettant d’obtenir = 8-10 ou 15 et < 2 ovocytes MIV congelés.

Résultats : L’analyse statistique retrouvait des valeurs seuils de CFA et d’AMH
supérieures a 28 follicules et 3.9ng/mL, 20 follicules et 3.7ng/mL et 19 follicules et
3.5ng/mL, pour obtenir au moins 15, 10 et 8 ovocytes MIV congelés et inférieurs a 19
follicules et 3ng/mL pour obtenir 2 ovocytes ou moins.

Conclusion : Les valeurs seuils de CFA et d’AMH doivent étre relativement hautes
pour optimiser les résultats en MIV. L’association a une congélation de tissu ovarien
reste la meilleure stratégie quand la réserve ovarienne est diminuée.

What threshold values of antral follicle count and serum AMH levels
should be considered in cancer patient, candidates for oocyte
cryopreservation after in vitro maturation ?

MOTS-CLES : Préservation de la fertilit¢, maturation in vitro, AMH, compte des
follicules antraux
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