Sélection du «TOP» ovocyte: apport de l’analyse des cytokines, chemokines et facteurs de croissance dans le liquide folliculaire
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Introduction

La qualité ovocytaire est le principal facteur limitant en reproduction humaine. Nous n’avons néanmoins à l’heure actuelle aucun outil diagnostique (morphologique ou génétique) attestant de la qualité d’un ovocyte en termes de potentiel implantatoire. Un tel outil nous permettrait potentiellement d’adapter les traitements de stimulation ovarienne et de mieux prendre en charge les femmes a réserve ovarienne basse afin d’identifier quel ovocyte conserve encore un potentiel. Enfin, cette documentation est essentielle pour promouvoir le "Single Embryo Transfer" (SET).

Cytokines / chemokines et Facteurs de croissance dans le liquide folliculaire

Dans une étude faite au sein du réseau EMBIC (Acronyme du réseau européen EMBryo Implantation Control), nous avons étudié les liquides folliculaires individuels tout en établissant une traçabilité du prélèvement avec la correspondance de l’embryon qui parviendra à la naissance d’un enfant. On peut donc par cette méthode établir un lien entre expression au sein de l’environnement ovocytaire et le futur potentiel de vie et d’implantation de cet ovocyte après fécondation.

Approcher la complexité du liquide folliculaire nous a fait choisir une exploration par Luminex qui permet simultanément de détecter 30 protéines par ELISA en multiplex (IL-1beta, IL-1Ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, IFN-alpha, TNF-alpha, G-CSF, GM-CSF, VEGF, PDGF, FGF, IP-10, MCP-1, RANTES, éotaxine, MIP-1-alpha, and MIP-1-beta). 

 Un seul biomarqueur apparaît comme significativement prédictif du potentiel implantatoire, le Granulocyte-Colony Stimulating Facteur (G-CSF). Ainsi sur une cohorte de 132 embryons transférés, 45 auront un potentiel de naissance réduit évalué a 6% (G-CSF <20 pg/ml), 62 un potentiel de naissance a 15,6% (20 < G-CSF< 24 pg/ml) et 25 un potentiel à 44% (G-CSF>24pg/ml) (Ledee, et al., 2008). La notion même d’identification d’un biomarqueur dans le liquide folliculaire est une révolution pour les embryologistes et les cliniciens en termes de possibilités diagnostiques. 
Le G-CSF est produits par certaines cellules du tractus reproductif comme les cellules folliculaires de la granulosa (Salmassi, et al., 2004), les cellules endométriales, les cellules déciduales et placentaires 
 ADDIN EN.CITE 
(Duan, 1990, Miyama, et al., 1998)
 et différents tissus fœtaux. 

Il est intéressant de voir que ce biomarqueur du potentiel implantatoire de l’ovocyte avant l’ovulation est décrit 10 jours plus tard, donc au moment de l’implantation proprement dite, comme augmentant dans le sérum en cas de grossesse en cycle naturel 
 ADDIN EN.CITE 
(Yanagi, et al., 2002)
 et stimulé après FIV/ICSI (
 ADDIN EN.CITE 
(Salmassi, et al., 2005)
. Le site de sécrétion cette fois est endométrial, décidual puis placentaire. On observe donc une sécrétion en écho, ovarienne initialement, puis utérine secondairement. 

Rationel scientifique autour du Granulocyte-colony stimulating factor: le G-CSF

Quel est le sens de ce message, où sont les rationnels des mécanismes?. Nous n’en sommes qu’à l’étape de l’élaboration des hypothèses, mais leur énoncé propre ouvre de nouveaux horizons à la recherche. Ainsi, par exemple, le prétraitement par G-CSF recombinant de souris avant allogreffe augmente la prise de greffe et diminue les rejets en induisant un "switch" à prédominance Th-2 et en mobilisant les cellules dendritiques tolérogéniques DC-2 
 ADDIN EN.CITE 
(Pan, et al., 1995)
. Le G-CSF entraîne la sécrétion d’IL-10 par les cellules T-régulatrices, et par cette action, augmente la tolérance en cas de transplantation (Morris, et al., 2004). Cette observation est également valable pour les cellules T présentes au sein de la granulosa (Rutella, et al., 2005). L’hypothèse est que la qualité d’un ovocyte semble bien être sa capacité intrinsèque à influer sur l’ensemble de son environnement vers une voie de tolérance immunitaire. 
A partir de 40 ans, 50% des ovocytes sont aneuploïdes, ce qui constitue un véritable problème de santé publique. La diffusion du diagnostic pré-implantatoire nous a permis de constater la très haute incidence des mosaïques et des aneuploïdies chez les embryons humains en culture (Baart, et al., 2006), mais également leur capacité à se réparer eux-mêmes (Munne, et al., 2005). Ces processus d’autoréparation ont été étudiés pour les cellules souches hématopoïétiques, qui comme les embryons semblent être négativement affectées par l’âge (Rossi, et al., 2007). Dans ce cadre, le G-CSF a été décrit dans divers modèles comme un agent apte à promouvoir les réparations endogènes 
 ADDIN EN.CITE 
(Yannaki, et al., 2005, Piscaglia, et al., 2007)
. La documentation du G-CSF dans le liquide folliculaire apporterait peut-être l’information cruciale de l’habilité du futur embryon à se réparer lui-même.
Conclusion et perspectives 

La documentation non invasive de l’environnement ovocytaire apparaît comme importante pour approcher le concept de compétence ovocytaire en reproduction. 

Nous insisterons durant notre communication, sur l’importance capitale de la méthode de dosage en comparant plusieurs méthodes de quantification dans ce contexte. Nous communiquerons également les résultats préliminaires issus de l’analyse quantitative des cytokines/chemokines/facteurs de croissance par Luminex de liquides folliculaires recueillis pour FIV/ICSI en cycle naturel modifié. Les profils obtenus dans le follicule dominant sont différent de celui obtenu en stimulation ovarienne conventionnelle notamment pour des cytokines comme l’interleukine-7 et -17 mais confirme encore une fois l’importance du G-CSF. Cette approche en cycle naturel ouvre de nouvelles perspectives d’application thérapeutique et repose notamment la question d’une hyperstimulation ovarienne systématique en procréation médicalement assistée.
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