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SERMENT D’HIPPOCRATE

En présence des maitres de cette école, de mes chers condisciples, je promets et je
jure au nom de l'Etre supréme d'étre fidele aux lois de l'honneur et de la probité dans
l'exercice dela médecine. Je donnerai mes soins gratuits a l'indigent et n'exigerai jamais
un salaire au-dessus de mon travail.

Admise a l'intérieur des maisons, mes yeux ne verront pas ce qui s'y passe.

Ma langue taira les secrets qui me seront confiés et mon état ne servira pas d
corrompre les meeurs ni a favoriser les crimes.

Respectueuse et reconnaissante envers mes maitres je rendrai a leurs enfants
l'instruction que j'ai regue de leurs peres.

Que les hommes m'accordent leur estime si je suis restée fidele a mes promesses. Que
jesois couverte d'opprobre et méprisée de mes confreres si j'y manque.
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1. INTRODUCTION

1.1 L’histoire de la fécondation in vitro (FIV)

Les techniques de fécondation in vitro (FIV) ont considérablement évolué depuis la naissance de
Louise Brown le 25 juillet 1978. Le biologiste Robert Edwards et le gynécologue-obstétricien Patrick
Steptoe ont démontré que les travaux réalisés depuis plus de 20 ans chez les mammiféres étaient
possibles chez I'espéce humaine. Les premiers essais de culture in vitro sur des embryons de
mammiféres ont été publiés en 1880 a Vienne, sans succés. C’est alors en 1930 aux Etats-Unis que
les premieres cultures in vitro ont été réalisées chez le lapin par Gregory Pincus, un chercheur
américain. Plus tard, le gynécologue-obstétricien John Rock et sa collaboratrice de recherche, Miriam
Menkin, ont réalisé des expériences sur des centaines d’ovocytes prélevés en peropératoire, en 1944
(1). lls ont revendiqué la fécondation et le clivage in vitro de trois ovules humains mais sans aller
jusqu’au transfert in utero et cela malheureusement sans preuves évidentes. C’est alors en 1954 par
le scientifique francais Charles Thibault et ses colléges qu’apparait le premier succes de la

fécondation in vitro chez le lapin (2).

La maturation de I'ovocyte dans I'espéce humaine intéressait Robert Edwards. Avec Patrick Steptoe,
son collaborateur, ils ont collecté les ovocytes par ccelioscopie. La fécondation de I'ovocyte humain
était enfin reproductible et efficace (3). Ces derniers ont perfectionné leurs travaux : leurs patientes, a
cycle normal, recevaient deux a trois injections de gonadotrophines hMG (human Menopausal
Gonadotrophins) afin de déclencher la maturation des ovocytes. Pour induire I'ovulation, une injection

eme

d’hCG (human Chorionic Gonadotrophin) était réalisée au 10”7 jour environ. Les patientes étaient au
bloc opératoire le surlendemain pour le recueil des ovocytes par ccelioscopie (4). Enfin I'étude de

développement embryonnaire in vitro (stade de clivage précoce au blastocyste) devient réalisable.
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1.2 Les étapes de développement de 'embryon

La culture embryonnaire in vitro commence avec la fécondation de I'ovocyte et se termine avec la
formation du blastocyste (Figure 1). Un recueil des ovocytes par ponction endo-vaginale au jour 0 est
réalisé avec une évaluation de la maturation ovocytaire. Différents stades de maturations ovocytaires
peuvent étre observés. Il peut étre bloqué en prophase I, visible au microscope par la présence d'une
vésicule germinative dans le noyau. On dit alors qu'il est immature et non fécondable. Il peut étre au
stade de métaphase |, avant I'expulsion du premier globule polaire dans I'espace séparant la zone
pellucide de I'ovocyte (espace péri-vitellin). Et enfin quelques heures avant I'ovulation, 'ovocyte est
mature, en métaphase Il quand il a expulsé son globule polaire dans I'espace péri-vitellin. Certains
ovocytes en métaphase | peuvent continuer leur maturation in vitro. Seuls les ovocytes matures seront
sélectionnés pour la fécondation. La fécondation est la formation d’'un embryon par fusion d’un
ovocyte en métaphase Il et d’'un spermatozoide capacité. Dix-huit heures aprés la fécondation, on
peut observer les pronoyaux du stade zygote, issus de la fusion des deux pronuclei (méle et femelle)
et de I'’émission du deuxiéme globule polaire dans I'espace péri-vitellin. Le zygote, diploide, posséde

désormais 23 paires de chromosomes.

Trente heures aprés la fécondation, la division cellulaire commence. On peut ainsi parler d’'embryons
constitués de plusieurs cellules appelées blastoméres. C’est le stade d’embryon clivé, du jour deux au
jour trois. Chronologiquement le stade de deux blastoméres apparait aprés 25h (clivage précoce), puis
environ quatre blastoméres au deuxiéme jour puis environ huit blastoméres au troisieme jour. Au
quatriéme jour de développement il y a environ 16 blastoméres, sous la forme d’'une masse cellulaire
pleine dont les jonctions cellulaires s’unissent entre elles. On parle alors du stade morula (stade aussi
appelé « compaction »). Au cinquieme jour, les cellules s’organisent en une couche périphérique,
trophectoderme, qui sera a l'origine des annexes extra-embryonnaires telle que le placenta. D’autres
cellules s’organisent en une masse cellulaire interne appelée aussi le bouton embryonnaire, qui sera a
lorigine du feetus. L’embryon se remplit de liquide formant une cavité appelée blastocéle. C’est le
stade blastocyste. A partir du sixieme jour de développement, le blastocéle s’agrandit entrainant une
expansion progressive jusqu'a parfois la rupture de la zone pellucide. Cela entraine I'éclosion

permettant 'accolement de 'embryon a 'endométre.
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Figure 1 - De 'ovocyte mature au blastocyste (images issues de Biologie prospective)
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1.3 La culture embryonnaire

1.3.1 L’amélioration des conditions de culture

Durant ces 40 dernieres années, les efforts ont été orientés vers I'amélioration des conditions de
culture pour optimiser le développement embryonnaire et augmenter le nombre d’embryons de bonne
qualité disponibles pour le transfert (5). L’amélioration est le fruit de nombreuses études de recherche
chez I'animal. L'utilisation d’'un milieu de culture contenant du bicarbonate de Krebs-Ringer, du
glucose et de 'albumine de sérum bovin a permis la naissance d’'une souris aprés culture d’embryons
en 1958 (6). La recherche sur des milliers de souris a permis d’optimiser les paramétres de base des
milieux tels que le pH, les substrats énergétiques, les acides aminés et I'albumine (7). Brinster a
également démontré I'évolution des besoins de I'embryon selon son stade de développement comme
le pyruvate au stade de deux blastoméres, le glucose pour le stade de huit blastomeéres. Le but est de
se rapprocher de 'homéostasie de I'appareil reproducteur féminin. Au début, les milieux de culture
étaient composés de solutions salines équilibrées avec des glucides comme le pyruvate, le lactate et

le glucose mais malheureusement les taux d’implantation et de grossesse étaient décevants (8).

Biggers et al. en 1962 ont donc mis au point la co-culture d’embryons de souris et de cellules issues
de trompes de Fallope (9). La mise au point de la co-culture d’embryons humains sur des lignées
cellulaires nourriciéres (cellules tubaires et endométriales bovines, cellules rénales de singe, lignées
de cellules cancéreuses tubaires...) a montré une augmentation du nombre de blastoméres dans les
embryons et un meilleur taux d’'implantation et de grossesse clinique (10). Cependant les lignées

cellulaires d’origine animale étaient considérées comme techniquement difficiles et trop risquées.

La composition des milieux a été améliorée pour répondre au mieux aux besoins de I'embryon
(11,12). C’est ainsi que des milieux séquentiels ont été mis sur le marché. lls contiennent les
nutriments spécifiques a chaque stade de développement embryonnaire. L’embryon est déposé dans
un premier milieu de JO a J3 (avant la compaction) puis dans un second milieu jusqu’au stade de
blastocyste. Les milieux étaient changés toutes les 24-48 heures ce qui nécessitait des manipulations
d’embryons entrainant une dégradation temporaire des conditions de culture (variations de pH,

température...) a I'origine de stress cellulaire (13).
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Il existe également des milieux dit « uniques » qui sont utilisés du premier jour de culture jusqu’au
dernier jour. lls peuvent étre utilisés en changeant le milieu a J3 (milieu unique renouvelé) ou en
continu sans renouvellement du milieu (milieu unique non renouvelé). L’avantage est de limiter le
stress lié a I'exposition a un changement brusque de leur environnement de culture. Ce milieu contient
d’emblée tous les nutriments nécessaires au développement de 'embryon quel que soit son stade. Ce
dernier «choisit » les métabolites nécessaires aux différents stades de son évolution. Ces deux
concepts de milieux possédent chacun des avantages et des inconvénients. Chaque laboratoire de

Biologie de la Reproduction (LBDR) choisi son milieu selon ses pratiques et ses conditions de culture.

Le plus souvent les embryons étaient transférés au stade clivé (jour deux et trois) puisque les
conditions de culture n’étaient pas idéales pour obtenir des blastocystes (14), d’autant plus que durant
de nombreuses années les LBDR fabriquaient leurs propres milieux de culture. Le développement et
la commercialisation de milieux de culture a permis une standardisation et une homogénéisation des

pratiques entre les différents laboratoires (15).

Les conditions de culture atmosphériques ont aussi connu des améliorations comme le maintien de la
teneur en oxygene dans les incubateurs, le traitement de 'air dans un LBDR, le contrble du pH, de la

température et I'exposition a la lumiére.

Les niveaux d'oxygéne in vivo varient de 1,5 a 8,7% dans les trompes de Fallope et 'utérus de
plusieurs espéces (16). Dans la plupart des LBDR, la culture in vitro d’embryons était
traditionnellement réalisée avec des concentrations d’oxygéne atmosphérique (environ 20%). Des
installations d’incubateurs bi-gaz a 37°C utilisaient alors I'air atmosphérique (20% d’oxygéne et 6%
de dioxyde de carbone). Au tournant du siécle dernier, des incubateurs plus avancés capables de
créer un environnement a 5% doxygéne ont été développés. lls ressemblent davantage a
'environnement des ovocytes et des embryons. Ce sont des incubateurs tri-gaz (5% d’oxygéne, 6%
de dioxyde carbone et 89% d'azote). lls ont montré leurs preuves par un nombre plus élevé
d’embryons de bonne qualité avec un clivage moins retardé, une augmentation de blastocystes et

'amélioration des taux de grossesses cliniques et de naissances vivantes (17,18).

D’autres parametres sont importants en culture embryonnaire tels que la température et le pH. C’est

un défi techniquement exigeant de minimiser les variations de ces deux parametres. Une température
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de 37°C mime les conditions physiologiques de I'appareil reproducteur féminin. Une diminution de la
température, qu’elle soit majeure ou légére a le potentiel d’affecter la stabilité du fuseau mitotique de
l'ovocyte (19). Les variations de température a I'extérieur des incubateurs sont minimisées a 'aide de
platines chauffantes pour limiter le stress des embryons. Pour assurer un bon développement des
embryons il est recommandé de maintenir un pH entre 7,2 et 7,4 (20). Les capteurs de mesure de
dioxyde de carbone et d’'oxygéne dans les étuves permettent de limiter ainsi ces variations. Lors des
manipulations en dehors des incubateurs, le maintien du pH est permis par I'utilisation de milieux
contenant des solutions tamponnées. Une couche d’huile déposée dans le puit de culture offre une

stabilité pour le pH, réduisant 'amplitude des oscillations, et permet également d’éviter I'évaporation.

Les conditions idéales pour les incubateurs sont donc une température a 37°C, un pH entre 7,2 et 7,4
ainsi qu’'un maintien de I'humidité. Cette derniére est essentielle afin de respecter les conditions in
vivo de I'appareil reproducteur féminin mais aussi d’éviter I'évaporation des milieux de culture. Des
incubateurs sans humidité montrent une diminution statistiquement significative du taux de

développement d’embryons au troisieme jour et in fine une diminution du nombre de blastocystes (21).

Dans I'appareil reproducteur féminin, la fécondation et le développement de I'embryon se produisent
en l'absence totale de lumiére. Lors des procédures d’assistance médicale a la procréation, les
gameétes, les zygotes et les embryons sont soumis a un spectre lumineux variable provenant de
différentes sources : la lumiére ambiante, la lumiére émise par le microscope. L’effet dommageable se
concentre pour la gamme de 400-500 nm (lumiere bleue) par génération de peroxyde d’hydrogéne
connu pour causer des dommages cellulaires (22). Les LBDR adoptent une approche de précaution
en minimisant I'exposition a la lumiére. La proximité étroite entre les incubateurs et les microscopes

permet de réduire I'exposition aux conditions ambiantes du laboratoire (20).

La qualité de l'air dans les LBDR est considérée comme essentielle pour les taux de réussite. Au
cours des années 1990, deux approches ont émergées dans les LBDR. La premiére a été d’obtenir
des conditions de filtration d’air similaire a celles d’'un bloc opératoire. Les particules d’air sont
éliminées a laide de filtres a air de haute efficacité (HEPA). L’autre approche était la filtration
chimique, afin d’éliminer les composés organiques volatils (COV) (23). Cette filtration chimique

contient du charbon actif jouant son réle de « colle » induisant les contaminants chimiques a se fixer



27

au carbone. Une industrie naissante d’équipements de traitement d’air spécialisés et colteux a
émergée pour fournir des solutions de qualité de lair. L’environnement ne doit pas provoquer des
niveaux de stress physico-chimiques sur les gameétes et les embryons. L'utilisation d’'une pression
positive au sein du laboratoire permet de réduire le risque d’infiltrations de contaminants provenant de
'extérieur. Les composés organiques volatils, les substances toxiques ou des composés chimiques en
suspension dans I'air doivent étre évités (24). Il est important pour un LBDR de limiter 'ensemble de

ces paramétres afin de respecter au mieux les conditions de culture des embryons.

Les Laboratoires de Biologie de la Reproduction ont amélioré la culture embryonnaire et ainsi favorisé

eme

la culture jusqu’au stade blastocyste, au 5" jour aprés la mise en fécondation (J5) (i.e. culture
prolongée). L’objectif de la culture prolongée est de sélectionner le ou les embryons ayant le meilleur
potentiel implantatoire. En effet, le transfert d'un seul embryon permet de limiter les grossesses

multiples. De plus le transfert au stade blastocyste est physiologiquement le plus approprié car il

respecte la fenétre implantatoire (25,26).

1.3.2  Culture au stade blastocyste

L’amélioration des conditions de culture (incubateurs tri-gaz, pH, température, contréles
environnementaux...) a permis la culture au stade blastocyste. Le transfert électif d'un embryon au
stade blastocyste posseéde des avantages : un meilleur taux d’implantation qu’'un embryon au jour 2
ou 3 apres la mise en fécondation (embryon clivé), une diminution des complications des grossesses

multiples et une diminution du délai a concevoir par rapport au transfert d’'un embryon clivé (27-29).

eme eme

Les embryons cultivés in vitro atteignent généralement le stade blastocyste au 5™ jour voire au 6
jour. Cette culture prolongée permet une sélection de blastocystes avec une probabilité plus élevée

d'euploidie (30).
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1.4 Congélation embryonnaire

Au cours d'une tentative de fécondation in vitro, le couple peut disposer de plusieurs embryons de
bonne qualité. Un transfert d'un embryon en cycle frais, lorsque les conditions de transfert sont
optimales, est réalisé en privilégiant le transfert unique. Les autres embryons obtenus sur la méme
tentative sont alors qualifiés d’embryons surnuméraires. L’avénement de la congélation permet de les
conserver afin de pouvoir les transférer lors de futures tentatives. Cela a permis d’encourager les
centres d’Assistance Médicale a la Procréation d’opter pour le transfert électif d’'un seul embryon. Il est
parfois nécessaire de congeler d’'emblée les embryons car les conditions de transferts ne sont pas
favorables (hyperstimulation ovarienne, progestérone inadaptée, muqueuse utérine impropre a
limplantation...). On parle alors de « freeze-all ». Les méthodes de congélation durant ces derniéres
décennies ont considérablement évolués, passant d’'une méthode de congélation dite lente a une

congélation ultra-rapide, appelée la vitrification.

La cryoconservation consiste a conserver les embryons, avec une activité biologique suspendue, a
température trés basse, moins 196°C, dans de I'azote liquide. Pour cela, et pour protéger les cellules,
des cryoprotecteurs sont utilisés. Les embryons sont placés dans des contenants appelées paillettes.

Il existe deux types de cryoprotecteurs :

- Les cryoprotecteurs pénétrants

lIs ont un réle antigel et sont caractérisés par une viscosité élevée et une forte hydrophilie. Ce sont
des solvants organiques de faible poids moléculaire qui traversent les membranes cellulaires et
remplacent I'eau intracellulaire entrainant la déshydratation cellulaire. Ainsi, ils proteégent des
traumatismes mécaniques et biochimiques de la cellule en limitant la formation de micro-cristaux de
glace intra et extracellulaire. Les cryoprotecteurs pénétrants les plus couramment utilisés sont

I'éthyléne glycol, le DMSO (diméthylsulfoxyde) et le Propanediol.

- Les cryoprotecteurs non pénétrants

Les cryoprotecteurs non-pénétrants ont un fort pouvoir osmotique et entrainent une déshydratation
intracellulaire. lls renforcent 'effet de prévention des cristaux lors du refroidissement. Parmi eux, les

sucres et polyméres sont utilisés pour protéger la membrane cellulaire par leur interaction avec elle en
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limitant la concentration intracellulaire du cryoprotecteur pénétrant (31). Les cryoprotecteurs non-

pénétrants les plus couramment utilisés sont le sucrose et le tréhalose.

Une combinaison de différents cryoprotecteurs, pénétrants et non-pénétrants, est souvent utilisée

pour augmenter la viscosité du milieu et réduire le niveau de toxicité des cryoprotecteurs.

1.4.1  Congélation lente

La premiére méthode de congélation efficace fut la congélation lente. Elle a été étudiée en Australie
en 1981 en utilisant un cryoprotecteur, le DMSO (32). La premiére grossesse humaine a partir d'un

embryon congelé et décongelé a été publiée en 1983 (33) puis la premiére naissance en 1984 (34).

L’embryon est déposé dans différents bains composés de concentrations croissantes de
cryoprotecteurs (environ 30 min) avant la mise en paillette. C'est une méthode assez lourde avec
l'utilisation d’un appareil a congélation programmable qui permet une descente en température lente.
La premiere phase est relativement rapide avec une descente de moins deux degrés par minute
jusqu’a environ moins sept degrés. Cette étape est suivie d’un seeding. Il consiste a refroidir la zone
de la paillette la moins exposée a I'embryon pour passer de I'état liquide a I'état solide. Ensuite une
vitesse de refroidissement lente et contrélée (0,3°C par minute) jusqu’a une température d’au moins
— 150°C avant d’étre plongé dans I'azote liquide a moins 196 °C (35,36). Au total, cette méthode dure

environ deux heures.

1.4.2 La vitrification

Masashige Kuwayama, embryologiste japonais, est a l'origine de la vitrification. Il a plus de vingt ans
de recherche en vitrification et il a commencé la vitrification des blastocystes chez les bovins en 1991,

des ovocytes porcins en 1998 puis des ovocytes et embryons humains en 1999 (37).

La vitrification est une technique de refroidissement ultra rapide des embryons, a environ 2 000

degrés par minutes, permettant d’atteindre I'état amorphe des cellules afin de les conserver dans
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'azote liquide, a moins 196°C. La durée totale de la technique est de seulement quinze minutes par
embryon. Les méthodes de vitrification nécessitent des concentrations élevées de cryoprotecteurs
pour empécher la cristallisation des composants liquides afin que le systéme forme un état amorphe.
Cet état évite les effets dommageables causés par le refroidissement-réchauffement lent
conventionnel (38). Ces concentrations supérieures a celles de la méthode de congélation lente sont
potentiellement nocives (39). L’'optimisation de la technique a permis d’avoir des concentrations non
toxiques permettant de protéger des effets de la déshydratation et ainsi d’éviter la formation de micro-

cristaux qui pourraient endommager les constituants cellulaires (40,41).

La vitrification de tous les embryons ou « freeze-all » permet d’éviter un transfert frais dans de
mauvaises conditions comme par exemple lors d’'un syndrome d’hyperstimulation ovarienne (HSO) ou
une épaisseur d’endometre inadéquate (42). Par ailleurs, afin de limiter les grossesses multiples et
leurs complications, le transfert électif d’'un seul embryon est devenu la priorité dans les centres et les

taux de grossesses cumulés ont été considérablement améliorés (43—45).

Les laboratoires de Biologie de la Reproduction ont adopté la méthode de congélation par vitrification
du fait de 'amélioration de la survie a la décongélation et de 'amélioration des résultats cliniques
(35,46) par rapport a la congélation lente. En effet, il a été observé une survie des embryons d’environ

60% en congélation lente et jusqu’a 80 a 100% par vitrification.

1.5 Législation et quelques chiffres en France

La vitrification est autorisée en France seulement depuis 2011 (loi relative a la bioéthique du 7 juillet
2011). L’avénement de la technique de la vitrification a permis d’optimiser la prise en charge des
couples. Elle a permis de grandes avancées dans les pratiques cliniques notamment la congélation
des ovocytes matures en I'absence de spermatozoides lors d’'une tentative d’AMP, la préservation de

la fertilité féminine mais aussi la création d’une « banque d’ovocytes » destinée au don.

Selon les régles de bonnes pratiques cliniques et biologiques d’assistance médicale a la procréation
de l'arrété du 30 juin 2017, « Tous les couples pour lesquels des embryons sont conservés sont
interrogés annuellement sur le maintien de leur projet parental et, le cas échéant, sur le devenir des

embryons ». Le couple peut alors décider soit de continuer la conservation, soit de donner a un autre
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couple, soit de donner a la recherche ou bien arréter la conservation. Il est nécessaire que le couple

confirme son choix aprés un délai de réflexion d’au moins trois mois apres le consentement initial.

En 2018, 'Agence de Biomédecine indique une forte progression de transferts d’'embryons congelés
depuis 2015 (augmentation de 34% entre 2015 et 2018). Cette évolution est marquée par une
augmentation des chances de procréer tout en observant une diminution du taux de grossesse
multiple. Le taux d’accouchement par décongélation est passé de 16,5% en 2015 a 20,3% en 2018,
alors que le taux de grossesse multiple était de 8,6% en 2015 (absence de grossesses multiples au
centre ’AMP des HUS) et de 6,7% en 2018 (0,7% au centre d’AMP des HUS). Les décongélations
d’embryons en vue de TEC réalisées en intraconjugal en 2018 ont permis la naissance de 8 693

enfants soit 36,4% des enfants nés apres AMP.

1.6 Les études a J5 versus J6

Plusieurs études ont comparé les taux de grossesses des blastocystes au jour 5 versus jour 6 et
montrent des résultats significativement plus élevés en faveur des blastocystes au jour 5 en cycle frais
(47,48). La principale hypothése émise serait une réceptivité endométriale réduite en défaveur des
jours 6 (49). Afin d’'optimiser une meilleure synchronisation entre 'endomeétre et le blastocyste a
développement retardé (au jour 6), la vitrification permet de s’affranchir de cet effet délétere (47).
Plusieurs études ont alors comparé les résultats de grossesses et de naissances selon les
blastocystes congelés a J5 par rapport aux blastocystes congelés a J6. lls ont démontré des taux
significativement plus élevés a J5 (47,50-53). Les critéres morphologiques sont aussi utilisés pour la
sélection de 'embryon. Certaines études démontrent des taux de naissances similaires entre les TEC
a J5 etles TEC a J6 pour les morphologies de bonnes qualités (54-56) mais ces résultats ne sont pas
partagés par d’autres études ou les taux de naissances a J5 d'un blastocyste de bonne qualité sont

supérieurs a un blastocyste J6 de bonne qualité (53,57).
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Obijectif de I'étude

Beaucoup d’études se sont interrogées sur les issues de grossesses selon J5 versus J6 en cycle frais
et en cycle congelés. Notre travail est alors d’analyser nos résultats en terme de grossesses des

transferts d’'embryons congelés a J5 versus J6 aux Hopitaux Universitaires de Strasbourg (HUS).

Afin de traiter le sujet et de répondre aux interrogations, nous avons d’abord réalisé I'extraction de
données clinico-biologiques des couples suivis dans le centre AMP des HUS de mars 2012 a aodt
2020 en vue d’un transfert d’'embryon congelé.

L’objectif principal de cette étude est de comparer les taux de grossesses incluant les naissances
vivantes, grossesses cliniques, fausses couches, absences de grossesses issus des TEC a J5 versus
J6.

En objectifs secondaires, nous avons comparé les qualités embryonnaires des blastocystes congelés
a J5 versus J6 et leurs impacts sur les issues des tentatives. Le but de notre étude est de pouvoir

optimiser le choix du blastocyste a transférer selon son jour de vitrification et sa morphologie.
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2. Méthodologie

2.1 Population et type de I'étude

Cette étude est rétrospective (mars 2012 a aolt 2020) et uni-centrique, au Laboratoire de Biologie de
la Reproduction du centre dAMP des Hépitaux Universitaires de Strasbourg (HUS). Le début
d’inclusion des patients a été choisi au moment ou la vitrification embryonnaire a été mise en place au

laboratoire et a remplacé la technique de congélation lente.

L'utilisation des données clinico-biologiques a pu étre réalisée grace aux logiciels Médifirst et Diamm.
Ce travail s’inscrit dans le cadre réglementaire de la recherche interne des HUS. Un accord par la
cellule de Protection des données a été validée afin d'utiliser les données pendant toute la durée de

I'étude.

Au total I'étude inclut 2 763 blastocystes congélés-décongélés au stade J5 ou J6 sur cette période
pour 1 535 couples. Les critéres de prise en charge dans les centres d’AMP étant soumis a la
législation francaise, la sécurité sociale prend en charge les couples dont 'dge maternel est compris
entre 18 ans et 42 ans révolus. L’age des femmes dans notre étude était compris entre 22 ans et
43,3 ans. Ont été exclus les transferts d’'embryons clivés, les tentatives avec don (don de sperme, don
d’'ovocytes, accueil d’embryons), avec gamétes provenant d’autres centres, les diagnostiques pré-
implantatoires (DPI), les tentatives utilisant la congélation lente (avant 2012) et les transferts de deux

embryons.

2.2 Collecte des données

Les blastocystes dévitrifiés ont été répartis en deux groupes selon leur jour de vitrification (jour 5 ou
jour 6) et selon leur morphologie (top, moyenne, faible, B1 et B2). Le critére principal de jugement était
lissue de grossesse en fonction du jour de congélation. Cela comprend la survenue d’'une naissance
vivante (aprés 24 semaines d’aménorrhées), d'une fausse couche précoce (<12 semaines

d’aménorrhées), d’'une fausse couche tardive (entre 12 et 21 semaines d’aménorrhées), d’'une
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interruption médicale de grossesse (IMG), d’'une grossesse extra-utérine (GEU), d’'une mort foetale in
utero (MFIU) et absence de grossesse. Toutes les patientes ayant eu un taux de BHCG négatif, 14
jours aprés le transfert embryonnaire, étaient inclues dans le groupe « absence de grossesse ». Une
grossesse clinique a été définie par un résultat de BHCG supérieur a 100 UI/L. Les patientes n’ayant
pas pu avoir de transfert embryonnaire en raison d’'une absence d’embryon transférable ont été

exclues. Seules les patientes ayant eu un transfert ont été analysées.

La prématurité a été définie par le terme inférieur a 37 semaines d’aménorrhées et la prématurité
sévere inférieure a 34 semaines d’aménorrhées. Nous avons également étudié le poids des enfants.
lls étaient classés selon un poids normal, un faible poids (si le poids de naissance était inférieur a

2 500g), ou un grand poids (si le poids de naissance était supérieur a 4 000g).

2.3 Stimulation hormonale et recueil des ovocytes

La stimulation ovarienne a été réalisée, dans notre centre, au cours d’'un protocole antagoniste dans
la majorité des cas ou plus rarement agoniste. L'objectif de la stimulation ovarienne était
double: favoriser le développement simultané de plusieurs follicules tout en évitant une ovulation
spontanée. Le traitement commencait par une premiére phase de blocage du recrutement folliculaire
qui débutait en fin du cycle précédent la stimulation. Elle correspondait a une mise au repos des
ovaires pour éviter toute ovulation spontanée par une prise d’cestrogenes quotidienne. Au moment
des regles, la stimulation s’initiait par un traitement par gonadotrophines. Ensuite, le monitorage de
I'ovulation était réalisé par échographie (comptage des follicules en fonction de leur taille et évaluation

ieme

de 'endométre) et dosages sanguins (I'oestradiolémie, progestéronémie et LH sérique) au 6~ jour

de stimulation ovarienne.

Pour le protocole antagoniste, I'antagoniste de la GnRH était introduit lorsqu’il y avait au moins 2
follicules de plus de 12 mm ou lorsque I'cestradiol était supérieur a 200 pg/mL. Le suivi du traitement
se répétait tous les 2 a 3 jours par controles échographiques et biologiques. Lorsque I'on observait au
moins 3 follicules atteignant une taille de 18 mm a I'’échographie, le déclenchement de I'ovulation était

réalisé soit avec une injection d’hCG recombinante soit une injection d’agoniste de la GnRH.
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Pour le protocole agoniste, I'agoniste de la GnRH pouvait étre introduit de fagon quotidienne (agoniste
quotidien) dés le 1% jour du cycle puis ensuite démarrer la stimulation par les gonadotrophines ou de

fagon longue (agoniste retard) environ 3 semaines avant le début du cycle.

La ponction ovocytaire par voie trans-vaginale était programmée 36h a 40h aprés le déclenchement
de l'ovulation. Le traitement de sperme (frais ou congelé) était réalisé le jour méme du recueil des
complexes cumulo-ovocytaires afin de réaliser les techniques de Fécondation in-vitro (FIV) ou Intra
Cytoplasmic Sperm Injection (ICSI). En FIV, le spermatozoide parvient lui-méme a entrer dans
l'ovocyte aprés avoir traversé les barrieres qui I'entourent (le cumulus et la zone pellucide) tandis

qu’en ICSI le spermatozoide est placé directement a l'intérieur du cytoplasme de I'ovocyte.

2.4 Culture embryonnaire et sélection

Les signes de fécondation (deux pronuclei) doivent étre recherchés environ 18h aprés la mise en
présence des gameétes. A J2, on peut parler d’embryon dans lequel les premiéres divisions vont
donner environ deux a quatre blastoméres. Au 3°™ jour 'embryon posséde environ huit blastoméres

eme

puis au 47" jour, les contacts cellulaires vont apparaitre et permettre une compaction (stade morula)

eme

avec une polarisation cellulaire. Au 5 jour une cavitation se forme (blastocéle) permettant la

formation du trophoblaste et de la masse cellulaire interne.

Les criteres de la classification de Gardner et Schoolcraft (58,59) sont basés sur les paramétres
morphologiques du stade d’expansion et d’éclosion du blastocyste (de B1 (début de formation du
blastocele) a B6 (éclosion totale)) ainsi que sur la qualité de la masse cellulaire interne et du
trophectoderme (Figure 2). Ces criteres permettent de choisir quel est 'embryon a transférer
préférentiellement lors d’un cycle. Les blastocystes ont été observés et gradés au microscope inversé
au grossissement x200. Le blastocyste a été défini par son degré d’expansion, sa masse cellulaire

interne (MCI) et son trophectoderme (TE) en 3 catégories (A, B, C).

Le grade B1 est celui dont la cavité du blastoceéle représente moins de la moitié du volume de

'embryon. Le grade B2 est celui dont la cavité est a la moitié ou plus du volume de I'embryon.
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Le grade B3 correspond au stade ou la cavité remplie complétement 'embryon, le grade B4 ou la
cavité du blastocyste est supérieure au volume d’origine (blastocyste expansé) avec une zone
pellucide (ZP) amincie, le grade B5 ou une bréche dans la ZP permet une hernie du trophectoderme.

Le grade B6 ou éclos correspond au blastocyste complétement échappé de sa ZP (Figure 2).

A partir du grade B3, on établit un critére morphologique de la MCI et du TE en trois catégories. Pour
la MCI, la catégorie A correspond a de nombreuses cellules bien individualisées, B en peu de cellules
moins organisées, C trés peu voire absence de cellules. Pour le TE, la catégorie A correspond a de
nombreuses cellules cohésives formant un épithélium festonné, B en peu de cellules formant un

épithélium lache et enfin C en trés peu voire absence de cellules.

Dans notre étude, nous avons regroupé des classifications : dans le groupe « top », les blastocystes
étaient au moins gradés B3, leur MCI était composée de nombreuses cellules (A) ou peu de cellules
(B) et leur TE également (A ou B). Dans le groupe « moyen » les blastocystes étaient au moins
gradés B3 et leur MCI et TE en catégorie B. Et enfin le groupe « faible » était ceux qui ne
remplissaient pas ces critéres. Les blastocystes qui étaient de catégorie CC n’ont pas été congelés.
Les blastocystes non expansés étaient soit au stade B1 soit B2. Les transferts au stade morula (amas
de plusieurs blastoméres de petites tailles) ont été exclus de I'étude en raison d’un trés faible effectif

durant notre période d’étude.
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Figure 2- Classification de Gardner et Schooleraft, 1999
Images issues de Biologie Prospective et du livie « mémoire de I'image » de Pierre BOYER

|
|
|
|
|
|
|
:

Masse cellulaire
interne

‘A Nombreusaes
cellules bien
individualisees

B : Peude callules
maoins organisées.

B |

C:Trés peuvoire
absence de cellules

Trophoblaste

A Nombreuses cellules
cohésives formant un
épithélium festonné

8: Peu de cellulesformant
un épithélium lache

C - 7rés peuvoire absence
de cellules

o —



38

Les conditions de culture doivent se rapprocher de I'environnement des voies génitales féminines,
c’est-a-dire une température a 37 degrés, a I'abri de la lumiere, sous 5% d’oxygéne, 6% de dioxyde de
carbone et 89% d’azote (incubateur tri-gaz). La culture des embryons a été réalisée dans des
microgouttes (30ul) de milieu de culture déposées au fond d’'une boite de Pétri et recouverte d’huile
pour éviter I'évaporation, limiter les échanges gazeux et protéger des contaminations. Avant 2017,
dans notre étude, le milieu de culture était un milieu unique avec un renouvellement au troisieme jour
(Global 7,5%, LifeGlobal®). Depuis 2017, nous avons utilisé un milieu unique sans renouvellement de
J1 a J6 (Continuous Single Culture Media, Irvine Scientific®) afin d’éviter les effets délétéres sur les
embryons. Une premiére observation a été réalisée a J1 (au stade zygote, observation de deux
pronuclei), puis au stade J2 (embryon clivé) puis au stade J5 (blastocyste) et parfois au jour 6 pour les

blastocystes a retard de développement.

L’amélioration des milieux et des conditions de culture permet de promouvoir la culture prolongée au
stade blastocyste qui présente un fort potentiel d’implantation (26). Une sélection naturelle lors de la
culture prolongée permet ainsi de privilégier un seul embryon a transférer et de pouvoir vitrifier les
embryons surnuméraires issus de cette méme tentative. L’arrét du développement embryonnaire
serait lié la plupart du temps a une aneuploidie, correspondant a un déséquilibre chromosomique qui

augmente avec I'age de la femme (60).

eme

Le transfert d’'un blastocyste frais était réalisé au 5 jour de culture sous réserve d’'un bon
développement embryonnaire. Dans certains cas un transfert plus t6t était réalisé au stade clivé (J3),
par exemple pour des couples ayant eu des antécédents d’échecs de culture au stade blastocyste.
Dans notre centre, la plupart des transferts étaient réalisés au stade blastocyste expansé (a partir du

stade B2). Lorsqu’a J5, nous avons observé un retard de blastulation, 24h de culture supplémentaire

ont permis de réévaluer son développement et sa qualité.

Les chances de réussite sont diminuées lors du transfert de blastocyste au sixieme jour en cycle frais
par une fenétre implantatoire réduite (47). Dans ce cas une vitrification était effectuée afin de pouvoir

les utiliser lors de cycles ultérieurs.

L’apport de la vitrification a permis de congeler d’'une part les embryons surnuméraires lors d’une

tentative, mais également de pouvoir vitrifier directement tous les embryons de bonnes qualités
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lorsque les conditions de transferts n’étaient pas favorables (syndrome d’hyperstimulation ovarienne,

épaisseur endométriale inadéquate, progestérone inadaptée).

2.5 Préparation endométriale en TEC

Lors d’'un transfert d'un embryon congelé, la préparation endométriale était réalisée soit par un cycle
naturel, soit par un cycle stimulé, soit par un traitement hormonal substitutif (THS). Le protocole était

choisi par le gynécologue en fonction du profil clinique de la patiente.

Le cycle naturel était choisi pour des patientes qui ont des cycles réguliers. Un monitorage de
'ovulation était effectué a la fois par contréle échographique et biologique avec un premier contréle au
g°me jour du cycle. Du point de vue échographique, la présence de un ou deux follicules de 16 a 18
mm avec une épaisseur de la muqueuse endométriale appropriée (plus de 7 mm) étaient en faveur
d’'un déclenchement. Du c6té biologique, I'oestradiolémie devait étre supérieure a 100 ng/L avec une
LH en hausse et une progestéronémie basse inférieur a 1.5 ng/mL. Lorsque ces critéres étaient
réunis, une injection d’hCG était réalisée afin de déclencher l'ovulation. Dans certains cas, les
dosages fréquents de la LH, progestérone et de l'cestradiol permettaient de déterminer le pic
physiologique de la LH sans déclenchement par hCG. Le transfert était réalisé 5 jours aprés

l'ovulation. Pour certaines patientes, un soutien de la phase lutéale par progestérone vaginale a la

dose de 400 mg par jour était démarré le lendemain de I'ovulation.

eme

En cycle stimulé, des injections quotidiennes de gonadotrophines étaient débutées le 4™ jour du
cycle. Un monitorage de I'ovulation était également réalisé avec contrdle échographique et biologique.

La suite du protocole suivait le méme schéma que le cycle naturel.

Les cycles sous THS concernaient les patientes qui présentaient une dysovulation ou une
aménorrhée. Une mise au repos des ovaires était réalisée par des patchs d’cestrogénes au 1° jour
des regles avec un contrdle échographique et biologique au bout de 12 jours environ. Si les conditions
étaient adéquates (épaisseur endométriale supérieure a 7 mm, LH sérique et progestéronémie
basses), la progestérone vaginale était débutée de 400 a 800 mg par jour selon les patientes. Le
transfert d’'un blastocyste était réalisable 5 jours aprés introduction de la progestérone. Le soutien de

la phase lutéale était continué jusqu’a 8 semaines d’aménorrhée s’il y avait une grossesse.
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Afin d’éviter les risques de complications obstétricales et néonatales des grossesses gémellaires par
transfert de plusieurs embryons, la politique du centre d’AMP était de transférer un seul embryon
depuis 2015 quel que soit le nombre d’embryons obtenus. Dans notre étude, seuls les transferts

uniques étaient inclus.

2.6 Protocole de vitrification

Dans notre centre, nous utilisons le Freeze Kit (Irvine Scientific® Fujifilm). Les blastocystes ont été
déposés dans 50l de solution d’équilibration (Equilibration Solution ES) pendant 10 min a I'abri de la
lumiere. Puis 'embryon a été déposé dans une solution de vitrification (Vitrification Solution VS)
pendant 30 secondes. L’embryon était placé dans la gouttiecre de la paillette qui était soudée
hermétiquement puis plongée immeédiatement dans I'azote liquide a moins 196°C. Chaque blastocyste
était vitrifié individuellement dans un systeme fermé (Paillette CBS™ Haute Sécurité, Cryobiosystem).
Les blastocystes sont identifiés au moyen d’un code unique présent sur la paillette qui garantit
l'identification et la tragabilité de chaque embryon. Ensuite, les embryons étaient stockés dans des

récipients cryogéniques équipés de sondes qui contrdlent en continu la température.

2.7 Protocole de dévitrification

Le réchauffement embryonnaire par le Vit Kit-Thaw (Irvine Scientific® Fujifilm) a été réalisé le matin
méme du transfert, environ 2 heures avant, afin de permettre la ré-expansion de I'embryon. La
décongélation a été effectuée en plongeant immédiatement la paillette préalablement ouverte dans
250uL de solution de décongélation (Thawing-Solution TS) maintenue a 37°C dans une boite de Pétri
pendant 1 minute avec une vitesse de réchauffement de 24 000°C/min. Puis successivement dans
50ul de solution de dilution (Dilution Solution DS) et dans les 2 gouttes de solution de lavage
(Washing Solution WS) pendant 4 minutes pour chaque bain. Ces différents bains permettaient une
réhydratation progressive ainsi qu’une élimination des cryoprotecteurs. Il pouvait arriver que I'embryon
ne survive pas a la décongélation. On a pu étre amené (dans le cas ou d’autres embryons étaient
disponibles pour le couple) a décongeler un autre embryon et procéder a la méme procédure de

décongélation pour permettre d’assurer un transfert le jour méme.
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Au moment de la décongélation, la survie des blastocystes a été réalisée par observation au
microscope inversé. La viabilité des blastocystes a été définie par un pourcentage de lyse cellulaire
inférieur a 50%. Les cellules viables étaient caractérisées par une membrane cellulaire nette et a
contenu homogene. A l'inverse les cellules lysées apparaissaient sombres et granuleuses. Le transfert

de I'embryon n’était réalisé que si le pourcentage de cellules viables était supérieur a 50%.

Aprés évaluation de la viabilité, 'embryon a été plongé dans un milieu de culture pendant environ 2

heures. Celui-ci était ensuite placé dans la boite prévue pour son transfert.
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3. Analyses statistiques

Les données qualitatives sont présentées par l'effectif et la proportion. Les données quantitatives
quant a elles sont présentées par la médiane et I'espace interquartile au vu du critére normal de leurs
distributions non respecté.

Les comparaisons par jour de congélation pour les variables cliniques, la qualité des embryons, les
lysés, les issues de grossesse et les informations néonatales sont réalisées par le test du Chi-2 a 5%
de risque d’erreur.

La comparaison par qualité d’'embryon a été faite par un test du Chi-2 a 5% de risque d’erreur.

De par la nature binaire des variables a étudier, les analyses statistiques sont des régressions
logistiques dont les résultats sont exprimés selon I'odds-ratio, son intervalle de confiance a 95% ainsi
que la p-valeur associée par variable d’intérét.

Une analyse multivariée faite par une régression logistique sur les mémes criteres que I'analyse
univariée a été faite, en prenant les variables ayant eu une p-valeur <0.2 a I'analyse univariée ou
ayant une pertinence médicale. Les résultats sont exprimés de la méme maniére que pour I'analyse

univariée.
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4. Résultats

4.1 Caractéristiques des patientes

Le tableau 1 (annexes) illustre ces données. L'’age médian des patientes était comparable dans les
deux groupes avec une meédiane de 32,9 ans dans le groupe J5 et 33 ans dans le groupe J6
(p=0.792). La consommation active du tabac chez les patientes était comparable pour les deux
groupes, 15.3% pour le groupe J5 et 14,3% pour le groupe J6 (p=0.580). L’Indice de Masse
Corporelle (IMC) était également comparable avec une médiane de 22,7 kg/m2 pour le groupe a J5S et
de 22,5 kg/m2 pour le groupe a J6 (p=0.673). L'IMC est défini selon 4 classes comprenant : un poids
insuffisant si I'lMC est inférieur a 18,5 kg/mz, un poids normal si 'lMC est compris entre 18, 5 et 24,9
kg/mz, un surpoids si 'IMC est compris entre 25 et 29,9 kg/m2 et une obésité si 'IMC est supérieur a

30 kg/m®.

L’AMH était comparable dans les deux groupes (p=0.396). Le type de technique utilisée en AMP était
similaire dans les deux groupes dont plus de 60% des tentatives étaient issues d’'ICSI (p=0.184). Le
protocole de traitement pour le transfert était comparable (p=0.644) avec une utilisation légérement
prédominante du traitement hormonal substitutif pour les deux groupes. L’épaisseur endométriale
était comparable entre les deux groupes avec une médiane de 9 mm (p=0.470) pour les deux

groupes.

L’analyse des causes d’infertilités était statistiquement significative pour les deux groupes (p=0.020).
L’infertilité féminine était majoritaire dans les deux groupes (45.4% pour le groupe a J5 et 38.6% pour
le groupe a J6). En illustration (Figure 3) les causes d'infertilités féminines ont été regroupées en : age
maternel/insuffisance ovarienne précoce (IOP), endométriose, syndrome des ovaires polykystiques
(SOPK) et tubaire. L’endométriose était la cause la plus répandue chez les patientes représentant

32,4% des cas suivi d’une infertilité d’origine tubaire (28,4%) et SOPK (23,9%).
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Figure 2-Infertilités féminines Figure 3- Infertilités masculines
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Pour l'infertilité d’origine masculine (Figure 4), les causes d'infertilités étaient regroupées en : oligo-
asthéno-tératozoospermie (OATS) et azoospermie. L'OATS représentait 89,6% des infertilités
masculines. Elle est définie par une altération du spermogramme portant sur la concentration des
spermatozoides inférieure a 15 millions/mL (oligospermie), la mobilité progressive inférieure a 35%
(asthénospermie) et la morphologie typique inférieure a 4% (tératozoospermie). Le plus souvent les
trois types d’anomalies sont associés. L’azoospermie (absence de spermatozoide) représentait 10,4%
des infertilités masculines.

Nous avons eu 37 patientes perdues de vue (1,34%) dont lissue de grossesse n’a pas pu étre

recueillie.

4.2 Caractéristiques embryonnaires

Le tableau 1 (annexe) illustre ces données. Le nombre de blastocystes transférés était au total de
2 627 dont 2 024 pour les transferts d’embryons congelés (TEC) a J5 (77%) et 603 pour les TEC a J6

(23%).

La qualité morphologique des blastocystes était statistiquement différente dans les deux groupes
(p<0.001). En effet il y a eu 960 blastocystes « top » transférés pour le groupe J5 (48,1%) et 226 a J6

(38,2%). Pour la catégorie « moyenne » il y a eu 570 blastocystes transférés a J5 (28,6%) et 249 a J6
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(42,1%). Pour la catégorie «faible» il y a eu 71 blastocystes transférés a J5 (3,6%) et 91
blastocystes a J6 (15,4%). Pour le stade B2 il y a eu 328 blastocystes transférés a J5 (16,4%) et 22

blastocystes a J6 (3,7%) et le stade B1 a compté 66 blastocystes a J5 (3,3%) et 4 a J6 (0,7%).

L’age (durée de cryoconservation) des blastocystes au moment de la décongélation était comparable
dans les deux groupes (p=0.611) avec une médiane de 163 jours pour les blastocystes a J5 et de 176
jours pour les blastocystes a J6. L’analyse des blastocystes lysés était statistiquement significative
(p=0.032) pour les deux groupes (tableau 2). En effet, il y a eu 116 blastocystes lysés pour les
blastocystes J5 (5,4%) et 20 pour les blastocystes a J6 (3,3%). Le taux de survie était donc de 94,6%

pour les TEC a J5 et 96,8% pour les TEC a J6.

Tableau 2 - Lyse a la décongélation

J5 J6 p
Total N(%) 2140 (77,5%) 623 (22,5%)
Lysés 116 (5,4%) 20 (3,2%) 0.032

4.3 Issues des transferts embryonnaires J5 versus J6

Le tableau 3 résume ces données. Le taux de grossesse clinique était significativement différent avec
826 grossesses cliniques pour les TEC a J5 (40.8%) et 172 grossesses cliniques pour les TEC a J6
(28.5%) (p<0.001). Pour les grossesses multiples et simples il N’y avait pas de différence significative
(p=0.986), le taux de grossesse multiple était trés faible dans les deux groupes (1,4% des TEC a J5 et
0,9% des TEC a J6).Le taux de naissance était significativement différent dans les deux groupes avec
625 naissances vivantes pour les TEC a J5 (30.9%) et 112 naissances vivantes pour les TEC a J6
(n=18,6%) (p<0.001). Le taux de BHCG négatif était aussi statistiquement significatif pour les deux
groupes, 1 166 tests négatifs (57.6%) pour les TEC a J5 et 426 (70,6%) pour les TEC & J6 (p<0.001).
Le taux de fausses couches précoces et tardives était comparable dans les deux groupes (p=0.396).
Les grossesses extra-utérines (GEU) et interruption médicale de grossesse (IMG) étaient

comparables dans les deux groupes avec 6 GEU pour les TEC J5 (0,3 %) et 4 pour les TEC J6 (0,7%)



46

(p=0.364) ainsi que 10 IMG (0,5%) et 3 IMG (0,5%) respectivement dans les deux groupes (p=1,00).
Les morts-foetales in utero (MFIU) étaient également comparables dans les deux groupes avec 2

MFIU pour les TEC J5 (0,3%) et 1 MFIU pour les TEC J6 (0.9%) (p=0.946).

Tableau 3 - Issues de grossesses TEC J5 versus J6

J5 J6 p
Total N(%) 2024 (77%) 603 (23%)
Grossesses cliniques 826 (40,8%) 172 (28,5%) <0.001
Grossesses 0.986
Simples 616 (98,6%) 111 (99,1%)
Gémellaires 9 (1,4%) 1(0,9%)
Naissances vivantes 625 (30,9%) 112 (18,6%) <0.001
BHCG négatifs 1166 (57,6%) 426 (70,6%) <0.001
Fausses couches 0.396
Précoces 179 (8,8%) 49 (8,1%)
Tardives 4 (0,2%) 3 (0,5%)
Grossesses extra- 6 (0,3%) 4 (0,7%) 0.364
utérines
Interruption médicale 10 (0,5%) 3 (0,5%) 1.000
de grossesse
Mort-fcetale in utero 2 (0,3%) 1(0,9%) 0.946

Des analyses de régressions logistiques univariées et multivariées ont été réalisées dans notre étude

pour les variables naissances vivantes et grossesses cliniques.

Une analyse univariée a été réalisée afin de metire en évidence les facteurs pouvant influencer la

variable a expliquer (par exemple la variable naissance vivante ou grossesse clinique). Pour I'analyse
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univariée des naissances vivantes, plusieurs facteurs d’intérét ont été retenus : I'dge maternel, le
tabac maternel, I'IMC maternel, 'AMH, la cause d’infertilité et le jour de congélation. Une analyse
multivariée a ensuite été effectuée sur ces potentiels facteurs confondants. Seuls I'age maternel et le

jour de congélation étaient statistiquement significatifs (Tableau 4 en annexe)

Lorsque I'age maternel est avancé, les résultats étaient en défaveur d’une naissance vivante par
rapport aux femmes agées de moins de 35 ans. En effet pour les femmes &gées entre 35 a 40 ans,
leurs chances d’obtenir une naissance vivante diminuaient par rapport aux femmes de moins de 35
ans (OR 0.78, IC 95% 0.61; 1.00, p= 0.049). L’écart était d’autant plus important pour les femmes
agées de plus de 40 ans (OR 0.33, IC 95% 0.19; 0.53, p<0.001). Le jour de vitrification était
également statistiquement significatif avec des chances diminuées par deux pour les TEC a J6 (OR
0.52, IC 95% 0.39; 0.68, p<0.001) par rapport aux TEC a J5. Le tabac maternel, 'IMC maternel,

'AMH et la cause d’infertilité n’étaient statistiquement pas significatifs.

Par le méme procédé que pour la variable naissance vivante, un modéle de régression logistique
univariée a été réalisé pour la variable grossesse clinique. Une analyse multivariée a été réalisée en
prenant en compte les mémes facteurs influengant que pour I'analyse des naissances vivantes. Seuls
'age maternel et le jour de congélation étaient statistiquement significatifs (Tableau 5 en annexe). Le

tabac maternel, I'IMC maternel, 'AMH, la cause d’infertilité n’étaient pas statistiquement significatifs.

4.4 Issues néonatales des TEC J5 versus J6

Le tableau 6 illustre ses données. Sur un total de 747 nouveau-nés (727 singletons et 10 grossesses
gémellaires), le poids de naissance était connu pour 710 d’entre eux. Le poids était comparable dans
les deux groupes (p=0.076). Le poids médian est de 3 371 g pour les TEC J5 et 3 275 g pour les TEC
J6. Il n’y avait pas de différence significative pour les faibles et grands poids. Le terme était
comparable dans les deux groupes avec une médiane de 39,5 semaines d’aménorrhées pour les
deux groupes (p=0.582). Il n’y avait pas de différence significative concernant la prématurité dans les

deux groupes. Il y a eu 32 naissances prématurées (5,2%) dans le groupe J5 et 9 dans le groupe J6
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(8,2%). Pour les prématurités sévéres il y a eu 11 naissances (1,8%) pour les TEC J5 et 1 naissance

(0,9%) chez les TEC J6.

Un travail non publié a été réalisé au sein du centre d’AMP aux HUS portant sur le méme sujet sur la
période de janvier 2018 a aolt 2020. Les issues néonatales ont étés réalisées et il n'y avait pas de
différence significative sur les poids ajustés selon I'dge gestationnel (p=0.665). Il avait été défini un
petit poids pour I'age gestationnel < 10°™ percentile (PAG), un grand poids pour 'age > 90°™

percentile (GAG) et un poids normal entre les deux.

La répartition des sexes des enfants nés entre les deux groupes était également comparable avec un
sexe ratio presque égale a la moitié (p=0.981). En effet il y a eu 303 enfants de sexe féminin pour les
TEC J5 (49.3%) et 56 pour les TEC J6 (50%). Comparativement, nous avons eu 311 naissances de

sexe masculin dans le groupe J5 (50.7%) et 56 dans le groupe J6 (50%).

Tableau 6 - Issues néonatales TEC J5 versus J6

TEC J5

TEC J6 p

Total n(%)

612 (30,4%)

109 (18,1%)

Terme (SA) médiane [Q1-Q3] 39,5[39 ; 41] 39,5[39; 40,8] 0.582
Prématurité 32 (5,2%) 9 (8,2%)
Prématurité sévere 11 (1,8%) 1(0,9%)

Poids nouveau-né (g) 0.076

Médiane [Q1-Q3]

3371 [3000 ; 3700]

3275 [2970 ; 3637,5]

Faible poids (inférieur a 2 5009) 45 (7,5%) 10 (9,1%)

Grand poids (supérieur a 4 000 g) 58 (9,6%) 5 (4,5%)

Sexe du nouveau-né 0.981
Féminin 303 (49,3%) 56 (50%)
Masculin 311 (50,7%) 56 (50%)
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4.5 Comparaison de la morphologie des blastocystes J5 versus J6

Notre objectif secondaire était de comparer les issues de grossesses selon le jour de congélation et la
qualité morphologique du blastocyste. Ainsi nous nous sommes intéressées aux naissances vivantes,
aux grossesses cliniques, aux fausses couches ainsi qu'aux absences de grossesse pour les deux

populations étudiées.

Le tableau 7 illustre la répartition des blastocystes selon leur morphologie et leur jour de congélation.
La différence est statistiquement significative entre les différentes morphologies selon le jour de
congélation (p<0.001). En effet, il y a eu 960 blastocystes « top » congelés a J5 (48,1%) et 226
blastocystes « top » congelés a J6 (38,2%). Pour les morphologies « moyenne » il y a 570
blastocystes congelés a J5 (28,6%) et 249 blastocystes congelés a J6 (41,1%). Pour la catégorie
« faible » il y a eu 71 blastocystes congelés a J5 (3,6%) et 91 blastocystes a J6 (15,4%). Pour les
blastocystes B1, il y a 66 blastocystes congelés a J5 (3,3%) et 4 blastocystes congelés a J6 (0,7%).
Pour les blastocystes B2, il y a 328 blastocystes congelés a J5 (16,4%) et 22 blastocystes congelés a

J6 (3,7%).

Tableau 7 - Morphologie des embryons selon leur jour de congélation

B1 B2 Faible Moyenne Top p

Total n(%) 70 (2,7%) 350 (13,5%) 162 (6,3%) 819 (31,7%) 1186 (45,8%)
Jour <0.001
congélation
Jour 5 66 (3,3%) 328 (16,4%) 71(3,6%) 570 (28,6%) 960 (48,1%)
(n=1995)

Jour 6 (n=592) 4 (0,7%)  22(3,7%) 91 (15,4%) 249 (41,1%) 226 (38,2%)

4.6 Comparaison des issues de grossesse selon le jour de congélation et la morphologie

Le graphique 1 illustre le taux de naissances vivantes selon le jour de congélation et la qualité
morphologique des blastocystes. Les résultats étaient statistiquement significatifs pour les catégories

« top », « moyenne », « faible ». En effet, le taux de naissance d'un J5 «top » était de 34,2%
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comparé a un J6 « top » de 23,5%. Pour la classe « moyenne » le taux de naissance était de 31,1% a
J5 et de 18,1% a J6. La différence était plus marquée pour la catégorie « faible » ou le taux de
naissance était de 26,8% a J5 et de 8,8% a J6. En revanche, les résultats des naissances vivantes
pour les stades B1 et B2 n’étaient statistiquement pas significatifs (p=0.459 et 0.548 respectivement).

Il N’y a eu aucune naissance de blastocystes B1 décongelés au jour 6.
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Graphique 1- Taux de naissances vivantes selon la morphologie J5 vs J6
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Le graphique 2 illustre les résultats pour les grossesses cliniques. Les résultats étaient similaires a la
population des naissances vivantes pour les catégories « top », « moyenne » et « faible ». Les
résultats pour les classes B1 et B2 n’étaient également pas statistiquement significatifs (p=0.325 et

p=0.603 respectivement). Il n’y a eu aucune grossesse clinique pour les blastocystes B1 décongelés

au jour 6.
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Graphique 2- Taux de grossesses cliniques selon la morphologie J5 vs J6

Il N’y a pas eu de différence statistiquement significative pour les patientes ayant eu des fausses
couches précoces et tardives selon le jour de congélation et la morphologie des blastocystes (p>

0.05). Nous n’avons pas pu conclure avec nos résultats, pour cette population (graphique 3).
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Graphique 3- Taux de fausses couches selon la morphologie J5 vs J6
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Le graphique 4 illustre les résultats des patientes ayant obtenu des BHCG négatifs. Le test statistique
a démontré qu’il y avait une différence significative entre J5 et J6 pourla morphologie « top »
(p=0.004). En effet, il y a eu 64,6% de BHCG négatifs pour les TEC a J6 « top » et 53,9% pour les
TEC a J5 « top ». Il en était de méme pour la morphologie « moyenne » et « faible » dont I'écart le
plus important était pour les blastocystes « faible ». De plus, 82,4% des J6 « faible » ont obtenu un
résultat HCG négatif comparé a 64,8% des J5 (p=0.01). Les taux de BHCG négatifs pour les
blastocystes B1 et B2 a J5 et J6 nont pas obtenus de résultats significatifs (p=0.303 et p=0.509

respectivement). Les transferts de B1 a J6 n’ont jamais donné de grossesse.
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Graphique 4-Taux de BHCG négatif selon la morphologie J5 versus J6

Des analyses de régressions logistiques univariées et multivariées ont été réalisées pour les variables
naissances vivantes (tableau 8, en annexe) et grossesses cliniques (tableau 9, en annexe) de la
méme fagon que pour celles réalisées dans notre objectif primaire. L'ajout d’'un facteur pouvant

impacter ces variables était la morphologie du blastocyste selon son jour de congélation

Les chances d’obtenir une naissance vivante diminuent avec 'dge maternel avancé (aprés 35 ans).
En effet, les résultats étaient statistiquement significatifs. Pour les patientes agées de 35 a 40 ans,
I'OR était de 0,78 (IC 95%, 0.61 ; 1.00, p=0.048) et de 0.35 (IC 95%, 0.20 ; 0.58, p<0.001) pour les

patientes de plus de 40 ans. Les B1 n’ont pas pu étre inclus dans I'analyse univariée et multivariée du
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fait de leur faible effectif. L’analyse des naissances vivantes selon le jour de congélation et la
morphologie du blastocyste était statistiquement significative pour les J5 de catégorie « top »,
« moyenne » et « faible » par rapport aux blastocystes de méme morphologie a J6. En effet, les
blastocystes J5 « top » avaient un résultat statistiquement significatif avec un OR de 1,62 (IC 95%,
1.10; 2.45, p=0.018). Ces résultats étaient également significatifs pour les J5 de catégorie
« moyenne » (OR 1.96, IC 95%, 1.26; 3.13, p=0.004) et pour les J5 « faible » (OR 3.89, IC 95%,

1.32; 13.1, p=0.018). Les résultats n’étaient statistiquement pas significatifs pour le stade B2 (p=0.3).

Les analyses univariées et multivariées pour les grossesses cliniques ont montré les mémes résultats

que pour les naissances vivantes (tableau 9, en annexe).

4.7 Taux d’implantation

Au total, il y a eu 2 627 transferts uniques. Ces transferts ont abouti a 747 naissances vivantes dont
10 grossesses gémellaires et 727 singletons. Le taux d’'implantation total était défini par un taux

d’'HCG supérieur a 100 UI/L rapporté a 'ensemble des transferts. Il était donc de 38 %.

Il'y a eu 2 024 transferts a J5 avec un total de 634 naissances vivantes (9 grossesses gémellaires et
616 singletons). Le taux d’implantation pour les TEC J5 était de 40,8%. Il y a eu 603 transferts a J6
conduisant a un total de 113 naissances vivantes (1 grossesse gémellaire et 111 singletons). Le taux

d'implantation était de 28,5%. Cette différence était significative entre les deux groupes (p<0.001).

4.8 Profil morphologique des blastocystes lysés J5 versus J6

Au total, nous avons eu 136 blastocystes lysés dont 116 pour les J5 et 20 pour les J6. Le graphique 5
illustre les résultats des embryons lysés selon le jour de congélation et de leur morphologie. Aucune
des catégories morphologiques n’avaient des résultats statistiquement significatifs hormis la catégorie
« faible ». Il y a eu 4,1 % de lysés « faible » dans le groupe J5 et 4,2% « faible » pour le groupe a J6

avec une p-valeur égale a 0.011. [l n’y a eu aucun blastocyste lysé a J6 pour les catégories B1 et B2.
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5. Discussion

5.1 Taux de naissances vivantes J5 versus J6

Notre étude incluait les TEC réalisés sur la période de mars 2012 a aolt 2020 aux HUS. Nous avons
retrouvé un taux de naissance significativement plus élevé pour les TEC a J5 que pour les TEC a J6.

Le nombre d’embryons transférés a J5 était plus important que dans le groupe J6 et pourrait
potentiellement biaiser nos résultats. En effet, 77% des transferts étaient issus de blastocystes vitrifiés
au jour 5. Nos résultats sont en accord avec d’autres études issues de la littérature (47,50,52,61,62).
Par exemple, la méta-analyse de I'’équipe de Bourdon publiée en 2019 montre des résultats de
naissances vivantes significativement plus élevées pour les TEC a J5 pour 13 des études utilisant la
méthode de vitrification par rapport aux TEC a J6. L’équipe de Tubbing a montré des taux de
naissances vivantes statistiquement significatifs avec des valeurs a 34% et 16% respectivement pour
les TEC a J5 et a J6 (61). L’équipe de Ferreux a présenté quant a elle des taux de naissances
vivantes de 29,6 % pour les J5 et de 17% pour les J6, ces valeurs étaient également significatives
(53). Les résultats de notre étude rejoignent ceux d’un travail non publié au sein des HUS portant sur
le méme sujet. La période de l'étude s’étendait de janvier 2018 a aolt 2020. Les résultats étaient
statistiquement significatifs pour les taux de naissances en faveur des TEC a J5 (27,8%) comparés

aux J6 (15,7%).

Cet écart pourrait s'expliquer en partie par la moins bonne qualité des embryons (53,54,57) ainsi que
par un taux d'aneuploidie plus élevé des blastocystes J6 par rapport aux blastocystes J5 (63,64).
L’équipe de Taylor a relevé I'’hypothése selon laquelle les blastocystes au jour 6 auraient des taux
d’anomalies chromosomiques plus élevés que ceux développés au jour 5 dans les cycles de transferts
congelés (63). Les blastocystes biopsiés au jour 5 avaient une probabilité significativement plus
élevée d’étre euploide que ceux biopsiés au jour 6 (54,6% versus 42,8%). lls ont également réalisé
une seconde étude évaluant les taux d’implantation et de grossesse chez les patientes n’ayant que
des blastocystes au jour 5 et au jour 6 euploides lors d’'un transfert congelé. Aucunes différences
significatives n’ont été retrouvées. Cependant, il est difficile d’en tirer des conclusions du fait de leurs

faibles effectifs.
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L’étude de Majumdar a démontré également des taux d’euploidie significativement plus élevés chez
les blastocystes a J5 (70%) que chez les blastocystes a J6 (34,1%) (64). Une fréquence plus élevée
de fuseaux mitotiques anormaux serait présente chez les blastocystes a développement retardé et
impliquerait une mauvaise séparation chromosomique et un plus faible taux implantatoire que chez les
blastocystes a développement normal (65). Ces fuseaux mitotiques peuvent étre visualisés par un
microscope a lumiére polarisée au moment de la mise en fécondation par ICSI. Les ovocytes avec un
fuseau mitotique normal sont significativement plus susceptibles de donner un blastocyste euploide
que les ovocytes avec un fuseau mitotique anormal (66). En France, il est interdit de pratiquer le
dépistage génétique pré implantatoire d’aneuploidie. Nous n’avons donc pas réalisé cette analyse sur

les embryons.

Nos résultats montrent que I'dge maternel avancé (supérieur a 35 ans) réduit les chances de
grossesse clinique et de naissance vivante, principalement aprés 40 ans. En effet, les patientes de
plus de 35 ans ont deux fois moins de chance d’obtenir une naissance que les moins de 35 ans. La
dégénérescence d’ovocytes est un phénomene continu qui démarre in utero. Au départ, il y a six a
sept millions d’'ovocytes a 20 semaines de grossesse, puis un a deux millions a la naissance et
500 000 a la puberté. Ce processus est continu jusqu’a la ménopause ou il ne reste alors que
quelques centaines d’ovocytes. L’aneuploide ovocytaire augmente avec I'age de I'ordre de 30% a 40
ans contre 10% chez les femmes de moins de 35 ans.(67) En effet, le risque le plus faible est
rencontré chez les femmes de 26 a 30 ans (68). L’aneuploidie est le résultat d’erreurs méiotiques qui
dépendent de I'age maternel (69). Ces résultats sont cohérents avec la littérature ou I'age maternel

impacte la qualité des blastocystes (70,71).

Nos études univariées et multivariées ont démontré que les blastocystes a J5 pour les catégories
« top », « moyenne » et « faible » ont plus de chance d’aboutir & une grossesse clinique et une
naissance que les autres blastocystes, avec des résultats significatifs. Ces résultats montrent que la
priorité est de décongeler les blastocystes J5 mais également, si le couple posséde des catégories
« top » et/ou « moyenne », de les privilégier. Il serait intéressant dans une autre étude de pouvoir
analyser les issues de grossesse, avec un effectif harmonieux entre les groupes, des blastocystes
selon leur jour de congélation ainsi que leur morphologie. En effet, il existe une grande disparité

d’effectif entre le groupe J5 et J6 pouvant affecter les résultats dans notre étude.
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Il est a noter qu'aucune naissance vivante ni de grossesse clinique n’a été obtenue pour les
blastocystes B1 au jour 6. |l est difficile de conclure pour cette population qui est trés minoritaire dans

notre étude (au nombre de quatre au total).

5.2 Caractéristiques des patientes

Le profil des patientes était comparable dans les deux groupes, notamment en ce qui concerne I'age,
le type d’infertilité, le protocole de traitement ainsi que la moyenne de I'épaisseur de 'endométre. Par
ailleurs, I'IMC était comparable entre les deux groupes et notre étude démontre que le taux de
naissance n’était statistiquement pas significatif selon 'IMC. Ces résultats rejoignent ceux de I'étude

de Prost (72).

L'utilisation de I'ICSI a évolué pendant notre étude. Au départ, l'indication principale était I'infertilité
d’origine masculine pour les patients présentant une altération des paramétres spermatiques. Par la
suite, I'ICSI s’est étendue pour les patientes dont le nombre d’ovocytes attendus était relativement
faible ainsi que pour les patientes atteintes d’endométriose. Cela expliquerait le taux élevé d’ICSI

dans notre centre d’AMP.

La médiane de 'endomeétre était comparable dans les deux groupes avec une épaisseur de 9 mm.
Dans notre étude, les blastocystes étaient transférés lorsque I'épaisseur endométriale était d’environ 7
mm. Cependant, cette mesure n’était pas trés fiable car toutes les patientes n’avaient pas leur
échographie au méme jour de stimulation. Une standardisation des pratiques pourrait étre proposée

afin de mieux refléter I'épaisseur endométriale au moment du transfert.

5.3 Qualités morphologiques des blastocystes et issues de grossesses

Aprés analyse des effectifs, la catégorie « top » était majoritaire pour les blastocystes congelés a J5
alors que la catégorie « moyenne » prédominait pour les blastocystes congelés a J6. Cela pourrait

s’expliquer par un retard de développement pour les blastocystes a J6. D’autant plus pour la
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catégorie « faible » qui était sur-représentée par rapport aux blastocystes J5 « faible ». Ces résultats
sembleraient rejoindre les études qui montrent un taux d’aneuploidie plus élevé pour les blastocystes

J6.

Notre étude permet de conclure que les blastocystes de bonnes qualités et congelés au cinquieme
jour donnent de meilleurs résultats de grossesses cliniques et de naissances vivantes par rapport aux
blastocystes de bonnes qualités congelés au sixieme jour. Il en est également de méme pour les
blastocystes de moyennes et faibles qualités. L’analyse des BHCG montre que les TEC J6 sont plutot

en faveur d’'une absence de grossesse.

Nos résultats rejoignent ceux de nombreuses études portant sur le méme sujet (55,64,73). L’équipe
de Ji (73) a comparé les issues de grossesses des TEC a J5 versus J6 en fonction de leur
morphologie et a montré des résultats comparables a ceux de notre étude. Les résultats des
naissances étaient statistiquement significatifs avec un taux de 55,8% pour les J5 et de 33% pour les
J6 de bonnes qualités. Cependant les auteurs n’ont pas précisé la qualité morphologique pour chaque

catégorie selon la masse cellulaire interne et le trophectoderme (good quality et low quality).

L’équipe de Wang a comparé les naissances vivantes des TEC a J5 et a J6 selon leur morphologie.
Leurs résultats étaient significatifs pour le groupe « poor » (comprenant des blastocystes BC ou CB)
avec 28% versus 12,5% et pour le groupe «fair» (grade BB) avec 33,5% versus 27,8%
respectivement en faveur des J5. Les groupes « excellent » (grade AA) et « good » (grade AB ou BA)
n’avaient pas de résultats significatifs. Cette étude démontre que les blastocystes de bonnes qualités

n’influencgaient pas les résultats de naissances vivantes que ce soit un J5 ou J6 (55).

L’équipe de Majumdar a étudié le profil morphologique des blastocystes et leur taux d’euploidie. Ce
dernier s’est avéré significativement plus élevé pour les blastocystes de bonne morphologie (catégorie
AA, BA ou AB) par rapport a ceux dont la morphologie était faible (ICM ou TE de garde C).
Cependant, d’autres études montrent que certains embryons euploides peuvent étre également de
moins bonnes qualités (74—76). Il est important de souligner I'évaluation trés subjective de la
morphologie des blastocystes selon les différents embryologistes. Il peut y avoir également une
grande variabilité dans la notation des embryons puisque la morphologie peut fluctuer

considérablement en quelques heures (77).



59

Notre étude n’a pas analysé le pouvoir prédictif sur les issues de grossesses, d’'un des facteurs
suivants pris indépendamment tels que I'lCM, le TE ou le stade d’expansion. Des études réalisées sur
ce sujet sont controversées (55,78-83). L'équipe de Ahlstrdm a analysé la capacité indépendante de
chaque parameétre morphologique a prédire les naissances vivantes (79). Les trois parametres ont eu
des effets significatifs sur les taux de naissances vivantes, mais cependant le grade TE a montré un
meilleur pouvoir prédictif par rapport aux deux autres parameétres. L’équipe de Zhao (78) quant a elle
soutient I'utilisation des grades TE et ICM alors que I'équipe de Subira (81) a trouvé une forte

corrélation entre I''CM et le taux de natalité.

Au final, notre étude démontre la supériorité des TEC a J5 par rapport aux J6 pour les issues de
grossesses mais également en fonction de leurs morphologies. Si possible, les blastocystes « top »
sont a privilégier lors du choix du blastocyste a sélectionner avant le transfert. En effet, les
blastocystes gradés AA, BA ou AB ont plus chance d’aboutir & une grossesse par rapport aux

blastocystes ayant un TE ou ICM comprenant un grade C.

5.4 Survie a la décongélation

Nous avons eu 136 blastocystes lysés a la dévitrification soit un taux de 4,92%. Notre étude démontre

un taux de survie élevé de presque 95%. Ce dernier est comparable a ceux de la littérature (51,84).

Une différence était significative dans les deux groupes, cependant il est a noter qu’il y avait un plus
faible effectif pour les TEC a J6 par rapport aux TEC a J5 et cela constitue un biais dans nos résultats.
Seuls les blastocystes de la catégorie « faible» étaient significatifs. Ce résultat est a interpréter avec
prudence du fait de I'effectif trés réduit, seulement 3 blastocystes « faible » a J5 et 4 a J6 « faible »

étaient inclus dans notre étude.

Afin d’améliorer les résultats de survie a la décongélation, des études se sont intéressées a l'intérét du
collapsing (84-89). Cette méthode consiste, avant la vitrification, a réduire la cavité du blastocéle des
blastocystes expansés (au moins stade B3) en réalisant une breche dans la zone pellucide a l'aide
d’impulsions laser. L’élimination du liquide, contenu dans le blastocéle, permet de diminuer le volume
du blastocyste. Ainsi cela réduit le risque de formation de cristaux et par la suite améliore le taux de

survie du blastocyste (84). L'’équipe de Van Landuyt a montré des résultats significativement
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améliorés par le collapsing (85). Une revue de la littérature a étudié l'intérét du collapsing artificiel pour
huit études et démontre également une amélioration du taux de survie (84). Les taux de grossesses
étaient significativement améliorés alors que le taux de naissance et d’implantation ne semblaient pas
étre impactés. Cependant ces analyses doivent étre interprétées avec prudence car les différentes
études présentaient divers biais. Des études cliniques randomisées sont justifiées pour améliorer le

niveau de preuve.

Il serait judicieux d’analyser dans une autre étude, I'intérét du collapsing, afin d’améliorer le taux de

survie. Néanmoins, nous pouvons rassurer nos patients avec un taux de survie trés élevé.

5.5 Durée de cryoconservation des blastocystes

Notre étude n’a pas retrouvé de différence significative sur la durée de cryoconservation des
blastocystes entre les deux groupes. La politique du centre est de privilégier en priorité les transferts a
J5. Cela explique que la durée de stockage est légerement plus longue pour les blastocystes
congelés a J6. Les durées de conservation les plus longues, dans notre étude, pour les blastocystes
a J5 étaient de 2 496 jours (soit 6,8 ans) et de 2 178 jours pour un blastocyste a J6 (5,9 ans). Ces
deux blastocystes ont été décongelés puis transférés et ont tous les deux pu aboutir a une naissance
vivante. Bien que les blastocystes conservés en vitrification a long terme puissent donner lieu a une

naissance vivante, la sécurité de la cryoconservation a long terme doit étre prise en compte.

Selon la littérature, la durée de cryoconservation des blastocystes vitrifiés n’avait pas de relation
significative avec la grossesse et les issues néonatales (90). Cependant il existait un biais de
population dont [linclusion était limitée aux patientes agées de 35 a 39 ans avec une infertilité
tubaire. L’effectif de certaines études était limité avec un faible effectif (91). Une étude de 24 698
patientes a été publiée récemment et a démontré quant a elle une diminution significative des
résultats cliniques mais sans influence pour les résultats néonataux. Une des limitations de cette
étude était la durée de cryoconservation maximal de 24 mois (92). Les études a ce sujet sont donc
assez controversées. Il serait nécessaire de faire un suivi prospectif pour éliminer un éventuel risque a

long terme de la durée de cryoconservation.
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5.6 Issues néonatales

A propos des issues néonatales de notre étude, le poids a la naissance n’était pas significativement
différent et ce résultat rejoint plusieurs études de la littérature (93—95). Cependant, ces données sont
controversées. D’autres études rétrospectives ont mis en évidence une différence significative du
poids de I'enfant entre les TEC a J5 et a J6 (53,62).Par exemple, la méta-analyse de I'équipe de Zeng
(62) a révélé que les nouveau-nés avaient un poids de naissance supérieur de 80 g en moyenne

aprés un TEC a J6 par rapport a un TEC a J5.

Concernant la morphologie des blastocystes et le poids a la naissance, une étude a montré que le
poids de naissance était significativement plus faible (différence de 183,5g) dans le groupe
blastocyste de mauvaise qualité (BC, CB ou CC) (96). Elle a montré également une diminution
significative des grands poids pour I'dge gestationnel dans le groupe d’excellente qualité (AA).
Cependant cette raison reste inconnue, I'hypothése de modifications épigénétiques pourrait jouer un

rOle avec des niveaux de méthylation variables pour les blastocystes de faible qualité (97).

En terme de prématurité, il n’y avait pas de différence significative pour les deux groupes (53,93). Il

n’y avait également pas de différence significative pour le sexe de I'enfant.

Notre étude ne permettait pas de recueillir les données sur les malformations congénitales. Il serait
alors intéressant de réaliser une étude prospective des suivis post néonataux des enfants issus de

transferts de blastocystes congelés a J5 et J6.

5.7 Amélioration de I'évaluation morphologique des blastocystes

Les LBDR sont réglementés par la norme ISO 15189 qui spécifie les exigences de compétence et de
qualité propres aux laboratoires de biologie médicale (LBM). Le laboratoire doit évaluer la compétence
de I'ensemble du personnel. Il doit également assurer le maintien de la compétence du personnel sur
'ensemble des taches qu'’ils sont amenés a réaliser. Ces compétences sont suivies et tracées par

une habilitation individuelle selon le poste de travail.
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La garantie de la qualité des résultats au sein du laboratoire est appréciée par I'évaluation externe de
la qualité (EEQ). Par exemple, dans notre étude, nous nous sommes intéressés a la morphologie des
blastocystes. « L’'EEQ correspond a I'évaluation, par un organisme extérieur, de la performance d’'un
laboratoire participant par rapport a des critéres préétablis, a partir d’échantillons dont la composition
n’est pas connue par avance par le laboratoire participant » (SH REF 02 révision 06). L’'examen de la
morphologie des embryons par EEQ est réalisé a partir de séries de photos d’embryons a différents
stades (98). En cas de résultats insatisfaisants, le laboratoire doit examiner les causes et les
conséquences éventuelles sur la validité de ses résultats, afin de prendre les mesures qui s’imposent.
Ces EEQ permettent donc une évaluation constante des connaissances de I'équipe du laboratoire

(biologistes et techniciens) et ainsi d’assurer une formation homogéne.

Certes, il existe toujours des biais inter-individuels et intra-individuels pour la classification
morphologique. Cependant, pour minimiser le risque, la politique de notre laboratoire est I'évaluation

en bindbme de la classification de 'embryon (biologiste et technicien).

Une des limites de notre étude était 'absence de réévaluation morphologique du blastocyste a la
décongélation. Seule la survie y était évaluée tandis que la littérature figure I'’évaluation de la survie et
du degré de ré-expansion avant le transfert (51,54,55,99,100). Une mise en place de cette évaluation
dans le futur permettrait d’obtenir des résultats plus précis quant a la survie et la morphologie du

blastocyste.

5.8 En perspective, de nouvelles avancées pour améliorer les résultats en AMP

Notre étude a évalué la qualité des blastocystes qui était une étape cruciale puisqu’elle influence les
résultats de grossesse. La morphologie des embryons en culture dans un incubateur conventionnel
est évaluée régulierement afin de sélectionner le meilleur embryon pour le transfert. Cependant, il
existe des limites a cette technique notamment au sujet de I'existence d’une variabilité de I'évaluation
morphologique. De plus, la manipulation répétitive des embryons en dehors des incubateurs pendant

la culture peut provoquer des effets déléteres (101).
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De méme, la culture dans un incubateur conventionnel et 'observation a un instant T au microscope
de I'embryon ne permet pas de visualiser certains phénoménes dont certains associés a une
mauvaise « qualité » embryonnaire et a un faible potentiel d’implantation (102). C’est ainsi que le
premier Time-lapse a été congu en 1970 sur des modéles animaux (103) puis sur les embryons
humains en 1997 (104). C’est un incubateur composé d’'une caméra et d’'un logiciel. La caméra prend
des photos des embryons sur différents plans et a différents moments, constituant ainsi un « film » du
développement embryonnaire (informations morphologiques et cinétiques) de maniére non invasive

(105,106).

Le suivi en continu permet, par exemple, d’'observer le clivage défini comme le premier moment ou les
blastoméres formés sont complétement séparés les uns des autres par une membrane cellulaire
individuelle. Ainsi, les différents temps de clivage peuvent étre observés comme le passage de deux a
trois cellules. Ce dernier, inférieur a cing heures entre le stade deux a trois cellules, réduit

significativement le taux d’'implantation (102).

De méme, le temps de compaction complet (au stade morula), la durée entre le stade cinq
blastoméres a huit blastoméres ou encore le temps de blastulation et d’autres paramétres cinétiques

permettent de prédire le potentiel implantatoire et donc d’améliorer la sélection lors du transfert (107).

C’est ainsi que certains ont démontré que l'obésité maternelle et le surpoids sont associés a un
développement embryonnaire plus lent (108).Les embryons de ces patientes avaient un temps de
développement jusqu’a cing blastoméres plus ralenti que les embryons des patientes avec un IMC
normal. En revanche, la morphologie embryonnaire était statistiquement non significative entre les
différents groupes et n’était pas influencée par I'lMC. Les avantages de ces paramétres morpho-
cinétiques ne sont pas retrouvés dans les paramétres morphologiques seuls et seraient une aide a la

décision de I'embryon a transférer.

Certaines études montrent une corrélation entre le comportement cinétique de 'embryon et son risque
d’aneuploidie (109,110). D’autres études plus récentes ne semblent pas les confirmer (111,112). De

plus, la technologie du time lapse est trés colteuse.
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Pour justifier un tel surcolt, une amélioration mesurable des résultats semblerait nécessaire.
Cependant, la technologie est encore nouvelle, en pleine évolution et en cours d’'évaluation. La
plupart des études sont observationnelles et mal contrOlées, et les résultats restent controversés
(113). Une étude frangaise a interrogé 210 laboratoires au sujet de I'utilisation du time-lapse et sur
'opinion des embryologistes (114). La moitié des non-utilisateurs envisageaient d’investir pour cette
technologie. Les utilisateurs ont déclaré I'utiliser pour la sélection des embryons a transférer et pour
I'exclusion d’embryons de trés mauvais pronostics. La plupart des embryologistes utilisant le time-
lapse étaient convaincus de la supériorité par rapport a la morphologie conventionnelle. Cependant,
de nombreux répondants ont signalé qu’il manquait des preuves solides de la valeur clinique du time-

lapse.

D’autres études proposent des innovations par intelligence artificielle (115-117). Des milliers d'images
d’embryons ont été colligées et classées selon leurs qualités (bonne, passable ou mauvaise). Il a alors
été proposé une méthode de calcul pour prédire la qualité morphologique des blastocystes avec une
précision de 98% (116). Cependant, la qualité morphologique seule ne suffit pas a prédire une
naissance vivante et doit prendre en compte les données cliniques de la patiente. Le développement
d'un programme qui inclut de telles variables dépend de la disponibilit¢ d'une grande base de
données. Cette plateforme pourrait étre intégrée dans une application qui facilite son utilisation

clinique pour les embryologistes.
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Forces et limites de notre étude

Notre étude présente des limites notamment par son caractére rétrospectif et mono centrique. Il faut
noter que leffectif est de grande taille mais pas suffisamment homogéne avec une population
majoritaire pour les J5 ce qui constitue également un biais. L’étude n’a malheureusement pas pu

conclure pour les B1 et B2 du fait de leur faible effectif.

Les facteurs de confusion pour les analyses statistiques ont été pris en compte. L’évaluation de la
morphologie de I'embryon pourrait créer un biais du fait de la subjectivité inter-individuelle des
opérateurs  (techniciens, biologistes). Néanmoins, [I'habilitation et la double lecture

technicien/biologiste atténuent ce biais. L’intelligence artificielle pourrait a I'avenir diminuer ce biais.

Une autre limite a notre étude est 'absence de réévaluation de la morphologie du blastocyste avant le
transfert. Cependant, I'éviction des facteurs délétéres pour le blastocyste est a privilégier (variations

de température, exposition a la lumiere...).
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6. Conclusion

Nous avons démontré que des blastocystes congelés a J5 ont des chances significativement plus
élevées de conduire a une naissance vivante que des blastocystes congelés a J6. Le retard de
développement des blastocystes aurait donc un impact négatif sur le taux de naissance vivante. Pour
les couples qui n'ont que des blastocystes congelés a J6, les chances de grossesse sont certes
diminuées mais elles persistent et ne sont pas négligeables. Ainsi selon notre étude, la poursuite de la
vitrification des blastocystes a J6 est justifiée. Parmi les blastocystes de méme morphologie, congelés
a J5 versus J6, le blastocyste J5 n’en reste pas moins prioritaire.

De plus, nos résultats montrent l'intérét de I'évaluation de la morphologie du blastocyste afin de
sélectionner le meilleur embryon a transférer et ainsi de réduire le délai a concevoir. L’évaluation de
la morphologie est basée sur le stade d'expansion et d'éclosion, le grade de la masse cellulaire
interne et le grade du trophectoderme. De nombreuses publications ont recherché un facteur prédictif
parmi ces parametres mais certaines conclusions sont contradictoires. Notre étude permet de montrer
qu’un blastocyste avec un grade A et/ou B a plus de chance de donner une naissance vivante qu’un
blastocyste avec un grade C. Ainsi a I'heure actuelle il est difficile de s’avancer sur le caractére
prédictif d’'une grossesse d’un seul paramétre morphologique.

Pour y répondre, des études prospectives et randomisées seraient nécessaires pour mieux
appréhender les parameéetres morphologiques. Il serait également intéressant d’explorer les
parametres morpho-cinétiques et pourquoi pas les paramétres moléculaires des milieux de culture

(118,119) afin de parfaire la sélection de 'embryon a transférer.
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ANNEXES :

Tableau 1 - Caractéristiques cliniques des TEC J5 versus J6
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TEC J5 TEC J6 p-valeur

Total n(%) 2024 (77%) 603 (23%)
Age maternel Médiane [Q1-Q3] 32,9[29,9; 36,6] 331[29,8 ; 37] 0.792
(années)

<35 (%) 1330 (65,8) 385 (63,8)

35-40 (%) 533 (26,4) 168 (27,9)

>40 (%) 159 (7,9) 50 (8,3)
Tabagisme actif
maternel n(%) 305 (15,3) 84 (14,3) 0.580
IMC maternel Médiane [Q1-Q3] 22,7 [20,3 ; 26] 22,5 (20,3 a 25,6) 0.673
(kg/m?)

<18,5 (%) 135 (6,8) 40 (6,7)

18,5-24,9 (%) 1249 (62,5) 381 (64)

25-29,9 (%) 423 (21,2) 119 (20)

>30 (%) 190 (9,5) 5(9,2)
AMH (ng/ml) <1,2 155 (9,9) 56 (11,4) 0.396
n(%) >1,2 1408 (90,1) 436 (88,6)
Technique de FIV 419 (20,7) 117 (19,4) 0.184
fécondation n(%) FIV+ICSI 362 (17,9) 92 (15,3)

ICSI 1243 (61,4) 394 (65,3)
Protocole TEC Cycle spontané 856 (42,3) 248 (41,1) 0.644
n(%) THS 1168 (57,7) 355 (58,9)
Epaisseur
endométriale Médiane [Q1-Q3] 91[7,8;10,1] 9[8;10] 0.470
(mm)
Cause infertilité =~ Féminine 827 (45,4) 204 (38,6) 0.020
n(%) Masculine 582 (32) 192 (36,3)

Inexpliquée 412 (22,6) 133 (25,1)
Qualité embryon B1 66 (3,3) 4 (0,7) <0.001
n(%) B2 328 (16,4) 22 (3,7)

Faible 71 (3,6) 91 (15,4)

Moyenne 570 (28,6) 249 (42,1)

Top 960 (48,1) 226 (38,2)
Age blastocyste  Médiane [Q1-Q3] 163 [98 ; 342,2] 176 [99,5 ; 355] 0.611

(jours)
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Tableau 4 - Analyse multivariée de la population des naissances vivantes

OR' 95% IC* p-valeur

Tabagisme maternel

Non fumeuses -

Fumeuses 0.92 0.69;1.23 0.6

AMH (ng/ml)

<1,2
>1,2 1.47 0.98;2.24 0.068

Jour de congélation

Jour 5
Jour 6 0.52 0.39:;0.68 <0.001
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Tableau 5 -Analyse multivariée de la population des grossesses cliniques

OR' 95% IC* p-valeur

Tabagisme maternel
Non fumeuses -

Fumeuses 0.96 0.73:1.26 0.8

AMH (ng/ml)
<1,2 a B
>1,2 1.32 0.93;1.90 0.13

Jour de congélation

Jour 5
Jour 6 0.55 0.43;0.70 <0.001




Tableau 8- Analyse multivariée de la population des naissances vivantes

OR' 95% IC* p-valeur

Tabagisme maternel
Non fumeuses - -

Fumeuses 0.88 0.65;1.17 0,4

AMH (ng/ml)

<1,2 -
>1,2 1.39 0.93;2.13 0.12

Morphologie  selon
jour de congélation

J6 B2 - -
J5 B2 2.20 0.58 ; 14.4 0.3
J6 faible - —

J5 faible 3.89 1.32; 13,1 0.018
J6 moyenne - -

J5 moyenne 1.96 1.26; 3.13 0.004
J6 top - -

J5 top 1.62 1.10; 2.45 0.018



Tableau 9- Analyse multivariée de la population des grossesses cliniques

OR' 95% IC* p-valeur

Tabagisme maternel
Non fumeuses - -

Fumeuses 0.92 0.70; 1.21 0.6

AMH (ng/ml)

<12 - -
>1,2 1.28 0.90:1.85 0.2

Morphologie  selon
jour de congélation

J6 B2 - -

J5 B2 1.81 0.55;8.17 04
J6 faible - -

J5 faible 2.44 1.03;5.98 0.046
J6 moyenne - -

J5 moyenne 1.89 1.27 ;2.84 0.002
J6 top - -

J5 top 1.69 1.17 ;2.46 0.005
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RESUME : Introduction : L’amélioration des conditions de culture a favorisé le développement des
embryons jusqu’au stade de blastocyste (jour 5 ou jour 6 post-ponction ovocytaire). Cela a permis de
développer le transfert électif d’'un embryon, limitant ainsi, les grossesses multiples et leurs
complications. Depuis l'arrivée de la congélation ultra-rapide (vitrification) il y a environ dix ans, les
taux de survie a la décongélation des embryons se sont nettement améliorés entrainant ainsi des
changements de pratique au sein du laboratoire de Biologie de la Reproduction des HUS. Devant les
nombreuses publications comparant les transferts d’embryons congelés des blastocystes J5 versus

J6, nous avons décidé d’analyser nos résultats en termes d’issues de grossesses.

Matériels et méthodes : |l s’agit d’'une étude rétrospective réalisée de janvier 2012 & aolt 2020 aux
Hépitaux Universitaires de Strasbourg (HUS) incluant 2 763 transferts d’embryons congelés-
décongelés. Les analyses ont été réalisées sur deux groupes selon le jour congélation (jour 5 ou jour
6).

Résultats : Le taux de naissances vivantes était plus important pour les transferts d’embryons
congelés a J5 (30,9%) qu'a J6 (18,6%) (OR=0.52, IC 95% (0.39; 0.68), p<0.001). En associant les
parameétres morphologiques, un J5 « top » avait des résultats significativement supérieurs par rapport
a un J6 « top » (34,2% versus 23,5%, OR= 1.62, IC 95% (1.10 ; 2.45), p=0.018). Il en était de méme
pour les J5 de catégorie « moyenne » (31% versus 18%, OR= 1.96, IC 95% (1.26 ; 3.13), p=0.004) et
pour les J5 « faible » (26,8% versus 8,8%, OR =3.89, IC 95% (1.32 ; 13.1), p=0.018) par rapport aux
J6.

Conclusion : Les blastocystes congelés a J5 ont des chances significativement plus élevées de
conduire a des naissances vivantes que des blastocystes a J6. La pratique de congélation des
blastocystes a J6 doit étre maintenue puisque les résultats sont tout a fait satisfaisants. Le jour de
congélation et la qualité embryonnaire sont des paramétres importants a prendre en compte pour le

choix du blastocyste a décongeler en priorité, afin de réduire le délai a concevoir.
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