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Généralités

Le but de I'Assistance Médicale a la Procréation (AMP) est d’offrir a des couples
inféconds la naissance d’'un enfant en bonne santé. Depuis la naissance de Louise
Brown en 1978, puis 'avénement de I'injection intra-cytoplasmique de spermatozoides
(ICSI) en 1992, de nombreuses améliorations dans les techniques de Fécondation In
Vitro (FIV) ont permis la naissance de millions d’enfants. En effet on considére
actuellement que dans les sociétés occidentales, jusqu’a 5% des enfants naissent des
techniques d’AMP chaque année (1). Cependant, malgré une prise en charge de
l'infertilité des couples de plus en plus démocratisée, seuls 25% des couples ayant
recours a une FIV ou ICSI deviennent parents a chaque tentative (2). On estime au
niveau national qu’environ 60% des couples auront un enfant a la suite de leur prise

en charge.

Ces taux de réussite limités sont la conséquence du faible niveau de fécondité
de I'espéce humaine (3), de I'dge féminin au moment du désir de grossesse de plus
en plus élevé (en moyenne 31 ans en 2015 en France) et du fort taux d’aneuploidie
embryonnaire (4) dans I'espéce humaine, celui-ci augmentant avec I'age maternel.

L’obtention d’'une grossesse en FIV est multifactorielle, de nombreuses
variables étant impliquées dans le processus : qualité ovocytaire, qualité spermatique,
état de la muqueuse utérine, environnement maternel, stimulation hormonale
ovarienne.

Actuellement, la seule technique de sélection embryonnaire universellement
reconnue est I'évaluation de la morphologie embryonnaire précoce. Les différents
aspects de cette évaluation ont fait I'objet d’'un consensus européen en 2011 (5). Ce
consensus donne des recommandations sur I'heure de lecture des embryons apres
insémination ou injection et propose une classification de la morphologie embryonnaire
du zygote au blastocyste, permettant d’'uniformiser les pratiques entre les différents
laboratoires. Malgré ce consensus, I'évaluation morphologique reste assez peu
sensible et reproductible avec une valeur prédictive positive modeste. Ainsi, la figure
1 présente les taux de naissance en fonction du score embryonnaire et de I'age

maternel.
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Figure 1 : Taux de naissance en fonction d’un score embryonnaire morphologique et selon I’age maternel
(Rhenman et al. Human Reproduction Update, 2014)

De plus, les résultats de I'évaluation morphologique semblent souffrir d’'une grande

variabilité intra- et inter-observateurs (6) (7).

Les dernieres années de la discipline ont été marquées par deux événements
concomitants et indissociables : 'avénement du transfert sélectif d’'embryon unique (8)
et le développement de la vitrification embryonnaire (9) permettant ainsi la
conservation de taux cumulés de grossesse identiques tout en limitant le risque de
grossesse gémellaire. En effet, la vitrification embryonnaire a permis de privilégier la
cryoconservation des embryons surnuméraires plutét que le transfert embryonnaire
multiple grace a des taux de survie et développement embryonnaires apres
décongélation bien supérieurs a ceux obtenus par congélation embryonnaire lente,
technique utilisée auparavant. Ainsi il est aujourd’hui possible de transférer un seul
embryon, habituellement celui ayant le meilleur score morphologique, et de vitrifier les
embryons surnuméraires sans altérer les chances de grossesse des couples, tout en

limitant les complications liées aux grossesses multiples.

Dans une optique de maitrise des codts de santé, de 'amélioration du vécu des

patients et de développement d’'une approche personnalisée, un des enjeux majeurs
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de 'AMP consiste actuellement en lI'amélioration des paramétres de sélection
embryonnaire limitant ainsi le nombre de cycles d’AMP et de transferts embryonnaires

nécessaires a I'obtention d’'une naissance vivante.

L’identification de marqueurs prédictifs de I'implantation embryonnaire a donc
été un terrain de recherche important en embryologie humaine et a concerné plusieurs
aspects de I'embryologie dont chacun sera développé ci-aprés. Ainsi trois grands
domaines seront étudiés : I'étude de la morphocinétique embryonnaire a l'aide des
incubateurs équipés de systemes time-lapse, I'analyse de la ploidie embryonnaire et
la recherche de biomarqueurs moléculaires dans le milieu de culture embryonnaire.
L’objectif de ce mémoire est de réaliser un état des connaissances concernant
l'identification d’'un marqueur non invasif d'implantation embryonnaire et la validation

d’'une partie d’entre eux.

Time lapse

L’évaluation morphologique classique repose sur l'étude statique de la
morphologie embryonnaire de fagon quotidienne. La fréquence d’observation des
embryons est en effet limitée par la rupture de 'homéostasie des conditions de culture
embryonnaire. Cependant il a été montré que la morphologie embryonnaire et donc
son évaluation pouvait varier considérablement en quelgues heures (10). Ces
limitations ont été outrepassées par le développement de systémes time-lapses qui
permettent non seulement I'évaluation morphologique embryonnaire mais également
'étude des processus dynamiques ayant lieu au cours du développement
embryonnaire précoce. En effet ces systemes sont composés de caméras permettant
une acquisition d’image de chaque embryon dans différents plans et ce a intervalle
régulier. Une interface informatique permet ainsi de visualiser I'ensemble du
développement embryonnaire de chaque embryon sous forme de film et de procéder
a une annotation manuelle des différents évenements cellulaires et morphologiques
du développement embryonnaire précoce tout en garantissant des conditions de

culture optimales stables.
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Depuis la commercialisation des premiers systemes time-lapse, de nombreuses
études ont porté sur I'étude de la morphocinétique embryonnaire précoce et la mise
en évidence de caractéristiques prédictives du développement embryonnaire, de
blastulation ou du potentiel implantatoire de 'embryon. Ainsi Lemmen et al (2008) (11)
ont décrit que les embryons a l'origine d’une grossesse évolutive présentaient un
meilleur synchronisme de clivage et d’apparition des noyaux au stade 2 cellules
comparés aux embryons ne s’implantant pas. Wong et al. (2010) (12) affirmaient que
les embryons atteignant le stade blastocyste pouvaient étre prédits par les temps du
développement embryonnaire précoce : temps entre premiéere et deuxieme mitoses
inférieur & 5.8h par exemple. Ainsi de nombreuses corrélations entre morphocinétique
embryonnaire précoce et la capacité des embryons a atteindre le stade blastocyste
ont été décrites.

Une des principales équipes travaillant sur I'analyse de la morphocinétique
embryonnaire a publié en 2011 un algorithme permettant de prédire le potentiel
implantatoire embryonnaire (13). Le temps jusqu’au stade 5 cellules était alors le
parameétres le mieux corrélé avec les chances d’implantation. Il proposait ainsi tout
d’abord d’écarter les embryons morphologiquement non viables puis d’écarter les
embryons présentant au moins une des -caractéristiques suivantes: (i) taille
inhomogéne des blastomeéres apres la premiere division, (ii) passage direct du stade
zygote au stade 3 cellules, (iii) multinucléation au stade 4 cellules. Apres cette
premiere évaluation, un arbre décisionnel était basé sur des valeurs de la
morphocinétigue embryonnaire : (i) t5, c’est-a-dire le temps nécessaire a I'obtention
du stade 5 cellules aprés I'insémination, (ii) CC2, la durée du second cycle de divisions
cellulaires et (iii) S2, la durée correspondant au passage de 2 a 4 cellules. L'utilisation
de cet algorithme a été décrite comme permettant une amélioration des taux de
grossesse de 20% en comparaison de l'utilisation de I'évaluation morphologique
embryonnaire classique. Ces résultats ont été ensuite confirmés par un essai clinique
randomisé (14) (figure 2). Ces résultats peuvent étre attribués a une meilleure
sélection résultant de l'utilisation de I'algorithme mais également par la préservation

de conditions de culture optimales tout au long du développement embryonnaire.
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Total 407 129 32 (27.1-36.5)
B + 124 40 32 (23.6-40.4)
- 61 12 20 (9.8-30.2)
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C + 70 23 33 (22-44)
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E Total 197 34 17 (11.7-22.3)

Figure 2: Arbre décisionnel de sélection embryonnaire en fonction des paramétres morphocinétiques
embryonnaires et présentation des taux d’implantation embryonnaires en fonction tels que décrits et
validés par Rubio et al. (2014).
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De nombreuses autres études rétrospectives ont identifié des paramétres
morphocinétiques comme prédictifs de I'implantation embryonnaire dans la population
étudiée comme décrit dans les résultats de ce travail.

L’annotation des différents phénomeénes cellulaires concernant 'embryon est
réalisée de fagcon manuelle et peut donc souffrir d’'une variabilité inter et intra-
opérateurs (15), méme si elle reste inférieure aux variations observées dans
I'évaluation morphologique embryonnaire. Afin de remédier a cette problématique, un
systeme d’annotation automatisée jusqu’au troisi€me jour de développement, appelé
Eeva pour « early embryo viability assesment », a été développé et est maintenant
commercialisé. Il a été décrit comme permettant de prédire la capacité des embryons
a se développer jusquau stade blastocyste a partir de deux critéres
principaux automatiquement détectés : P2 (temps entre le stade 2 et 3 cellules) et P3
(temps entre le stade 3 et 4 cellules). Cette analyse automatisée est facilitée par
I'utilisation de lumiére (foncée) pour la détection automatisée des divisions cellulaires.
Les résultats préliminaires publiés a ce jour sont encourageant, avec une
augmentation significative des taux d’'implantation des embryons sélectionnés a partir
des propositions réalisées par Eeva en comparaison d’'une évaluation morphologique
classique (16) (17).

Un autre challenge de I'analyse de la morphocinétique embryonnaire est de
mettre en évidence I'existence de paramétres morphocinétiques reflétant le statut
chromosomique embryonnaire (18). Il a alors été décrit que les embryons présentant
des anomalies chromosomiques avaient un retard pour les deux premiers clivages
ainsi qu’'un temps entre les stades 2 et 4 cellules plus important comparé aux
embryons euploides (19). D’autres groupes ont décrit que seuls 30% des embryons
aneuploides présentaient des temps de divisions habituels jusqu’au stade 4 cellules
(20) alors qu’il a également été décrit une absence de différence de temps de divisions
aux stades précoces mais I'existence d’'un retard de cavitation et d’expansion des
blastocystes aneuploides (21). Ces résultats n’ayant pas pu étre confirmés par d’autre
études, il est aujourd’hui impossible de considérer le time-lapse comme pouvant
remplacer I'analyse génomique embryonnaire en tant que technique de dépistage des

anomalies chromosomiques embryonnaires.
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Preimplantation Genetic Screening

Comme énoncé ci-dessus, il est connu que le taux d’aneuploidie embryonnaire
dans I'espéce humaine est trés élevé et que l'euploidie est un des facteurs clés
d’'implantation embryonnaire, méme si certaines formes de trisomie sont viables. De
plus I'aneuploidie embryonnaire est a l'origine de nombreuses fausses-couches
précoces, allonge donc le temps nécessaire a l'obtention d’'une grossesse et
augmente avec I'age maternel. A partir de cette idée, plusieurs outils de diagnostic
rapide de la ploidie embryonnaire, appelés Preimplantation Genetic Screening (PGS),
ont été développés et sont utilisés en routine dans les laboratoires de biologie de la
reproduction des pays autorisant ces techniques. Dans I'ensemble des cas, une
biopsie embryonnaire est nécessaire afin daccéder au matériel nucléaire
embryonnaire. Ces biopsies embryonnaires peuvent étre réalisées au troisieme jour
de développement lors du stade 8 cellules par prélévement d’'un ou deux blastomeres
ou au cinquieme jour de développement par excision d'un fragment du
trophectoderme. L’hybridation in situ (FISH) des chromosomes dont une anomalie de
nombre est souvent impliquée dans les fausses couches précoces a été premiérement
réalisée sur au moins deux blastoméres d’embryons biopsiés au troisieme jour de
développement. De par le peu d’'anomalies détectées et donc le manque de sensibilité
de cette technique, la FISH a progressivement été abandonnées au profit de
I'hybridation génomique comparative ou array comparative genomic hybridization
(array CGH), du single-nucleotide polymorphism array (SNP array) (22) et plus
récemment de la gPCR et du NGS (next generation sequencing).

Le CHG array et le SNP, deux techniques pour lesquelles la biopsie est
habituellement réalisée au stade de blastocyste bien qu’elles aient été validées sur
prélevement d’'un seul blastomére au stade 8 cellules, ont de plus l'avantage de
pouvoir mettre en évidence la présence de statuts chromosomiques de type mosaique.

Le CGH array consiste en une amplification de I’ADN total avant marquage par
deux fluorochromes différents (Cy3 et Cy5) puis hybridation sur plaque.

De son cote, le SNP compare, apres amplification, le signal de chaque position entre
'’ADN embryonnaire et un ADN témoin, permettant ainsi de mettre en évidence des
anomalies d’équilibre chromosomique en méme temps que la réalisation d’un
génotypage embryonnaire. Son avantage principal est la possibilité de mettre en

évidence des recombinaisons, une disomie parentale, l'origine parentale de
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'aneuploidie et les translocations équilibrées. La limitation majeure a I'utilisation de
cette méthode est le temps de rendu des résultats ne permettant pas un transfert
embryonnaire dans le méme cycle que la ponction.

Les techniques de gPCR sont également utilisées ont 'avantage d’étre moins
couteuses et longues que les techniques précédentes. Ceci s’explique par 'absence
de recours a une amplification totale du génome. En effet, une PCR multiplexe est
réalisée afin de préamplifier 96 positions neutres dans le génome, 4 par chromosome.
Chacune des 96 positions est ensuite quantifiée individuellement au cours d’'une gPCR
temps-réel. Les données sont ensuite normalisées par rapport a des données
obtenues d’échantillons normaux. Des primers spécifiques peuvent également étre
ajoutés a la réaction, permettant ainsi de détecter des anomalies monogéniques, des
délétions de petite taille, des translocations déséquilibrées.

Plus récemment, de nouvelles techniques de séquencage, appelées Next
Generation Sequencing (NGS), ont été développées et ont une sensibilité suffisante
pour étre réalisées sur cellule unique. Une PCR multiplexe permet I'amplification du
matériel génétique a séquencer, puis 'ensemble des séquences amplifiées est aligné

sur une séguence de référence.

De nombreuses études ont porté sur le PGS et ont cherché a justifier son
utilisation. Il a alors été montré que la sélection des embryons a transférer par la
morphologie couplée au screening chromosomique réduisait le délai nécessaire a
l'obtention d’'une grossesse, évitait des transferts inutiles d’embryons, évitait la
congélation d’embryons non viables et diminuait les risques de fausse-couche. Il est
de plus, bien déterminé que la ploidie embryonnaire et la morphologie, qu’elle soit

précoce ou tardive ne sont pas corrélées. (23)

Le PGS étant strictement interdit en dehors du Diagnostic Pré-Implantatoire
(DPI) en France, il apparait primordial de mettre en évidence des marqueurs non
invasifs de viabilité embryonnaire, prédictifs du potentiel implantatoire embryonnaire
et de la ploidie embryonnaire. De plus, le transfert de blastocystes euploides n’est pas
la garantie de la naissance d’un enfant. Les processus liés a la grossesse et sont bon
déroulement ne peuvent en effet pas étre limités a la ploidie embryonnaire. Cela
suggeére l'existence de facteurs additionnels importants pour le potentiel implantatoire

embryonnaire. C’est également a partir de ce constat qu’est apparu le concept d’utérus
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en tant que détecteur de la qualité embryonnaire, autorisant ainsi ou non I'implantation

du blastocyste cherchant a I'envahir.

Analyse de la physiologie embryonnaire et mise-en-évidence de nouveaux
marqueurs

Les milieux de culture embryonnaires humains utilisés actuellement dans les
laboratoires d’AMP sont le reflet de recherches ayant portées sur la composition en
nutriments le long d’oviductes de souris au cours du trajet embryonnaire depuis la
fécondation jusqu’a I'implantation (24) (25). Contrairement a la situation in-vivo dans
laquelle le microenvironnement embryonnaire évolue tout le long du développement
préimplantatoire, les milieux de culture in-vitro représentent un environnement fixe
dans lequel 'embryon évolue et s’adapte aux variations de composition résultant de
son propre métabolisme. Ainsi, en connaissant la composition initiale d’'un milieu de
culture, et en la comparant a la composition de ce méme milieu de culture aprés culture
d’'un embryon pendant plusieurs jours, la différence de composition observée serait le
reflet du métabolisme de 'embryon. Basées sur I'idée que la qualité du métabolisme
embryonnaire pouvait étre corrélée a sa viabilité, des études ont cherché a identifier
des différences dans plusieurs aspects de la composition des milieux de culture avant

transfert embryonnaire pouvant expliquer le potentiel implantatoire d’'un embryon.

Metabolomique

La métabolomique est définie par I'étude de I'ensemble des métabolites
(sucres, acides-aminés, acides gras) impliqués dans les processus cellulaires. La
spéctroscopie proche infra-rouge (SPIR) est la technique ayant été la plus utilisée pour
la caractérisation métabolomique des milieux de culture embryonnaire. Cette
technologie est en effet suffisamment sensible pour permettre I'acquisition de spectres
métabolomiques précis de milieu de culture embryonnaire d’embryons uniques et a
été utilisée afin d’élaborer des algorithmes de sélection embryonnaire basés sur leur
spectre métabolomique et corrélés a la viabilité embryonnaire (26). Des scores de
sélection embryonnaires ont initialement été publiés et semblaient corréler de fagon

satisfaisante avec l'issue des tentatives d’AMP. De plus, il a été montré que deux
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embryons de morphologie comparable pouvaient avoir des spectres tres différents,
renforcant I'idée que la morphologie embryonnaire n’est pas forcément le reflet de la
physiologie de I'embryon. Cependant ces algorithmes n’ont pas été validés lors
d’études prospectives (27), des variations de profils dues au matériel utilisé différent
d’'un centre a 'autre semblant étre a I'origine de ces différences de résultats. De plus,
il semblerait qu’une partie des éléments ayant servis a la classification seraient liés au
bruit de fond plus qu’au signal réellement. Face a ces problématiques, la SPIR n’a plus
fait 'objet d’étude ces derniéres années.

Plus récemment, deux nouvelles études ont porté sur I'analyse des profils
métabolomiques de milieux de culture embryonnaire a l'aide de la spectrométrie de
masse avec ionisation par électronébulisation (28) et spectrométrie de masse avec
injection directe (29). Ces données prometteuses doivent cependant étre confirmées
par des études prospectives et randomisées.

Métabolites spécifiques

Rappels sur le métabolisme embryonnaire pré-implantatoire

Tres peu de données existent sur le métabolisme embryonnaire humain et la
plupart des éléments connus sont I'adaptation directe des processus observés sur des
expériences animales. Les connaissances actuelles se rapportent de plus a des
travaux assez anciens.

Depuis les débuts de 'AMP, des équipes se sont intéressées aux dosages de
métabolites variés dans le milieu de culture embryonnaire, reflets possibles de la
viabilité embryonnaire. Les métabolites ayant été les plus étudiés sont le couple
glucose-lactate et les acides aminés. Pendant les premiers stades du développement
embryonnaire, le métabolisme énergique est caractérisé par I'oxydation des acides
carboxyligues que le pyruvate et le lactate. Le glucose est trés peu consommeé a ce
stade de par une glycolyse inhibée mais au stade morula, aprés activation de génome
embryonnaire, le glucose devient le substrat énergétique majoritaire par activation de
la voie glycolytique, d’ou la forte augmentation de la production de lactate observée
au stade blastocyste. Cette modification du métabolisme énergétique embryonnaire
correspond a une adaptation embryonnaire aux variations environnementales

auxquelles il est soumis au cours de son trajet dans le tractus génital féminin, avec
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notamment un gradient en oxygene allant de 20% d’0O2 au niveau de 'ampoule jusqu’a

une hypoxie importante dans la cavité utérine (30).
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Figure 3 : Schéma récapitulatif des modifications métaboliques au cours du développement embryonnaire
précoce in vitro. (Chason et al. 2011)

Métabolisme du glucose

Le glucose en tant que substrat énergétique de 'embryon est étudié depuis des
décennies et il est admis que sa présence est indispensable au développement
embryonnaire jusqu’au stade blastocyste. Depuis la fin des années 80, des études ont
cherché a mettre en évidence un possible lien entre la consommation embryonnaire
de glucose et I'aptitude embryonnaire a étre a l'origine d’'une grossesse évolutive. Ainsi
en 1987, Gardner et Leese (31) ont mesuré la consommation de glucose dans le
milieux de culture de blastocystes de souris avant le transfert ont montré une
consommation de glucose plus importante par les blastocystes qui s’étaient implantés
que par ceux n’ayant pas donné de grossesse. Ces résultats ont été confirmés chez
la souris par Gardner et Lane de fagon prospective en utilisant la consommation
glucidique comme critere de sélection avant le transfert (32). La méme équipe publia
plus récemment des données portant sur la relation entre métabolisme glucidique et
développement embryonnaire dans I'espéce humaine : la consommation de glucose
d’embryons humains au quatrieme jour de développement était deux fois supérieure
pour les embryons atteignant le stade blastocyste que pour les autres (33) et que les
embryons a l'origine d’'une grossesse consommaient plus de glucose aux quatrieme
et cinquieme jours de développement in vitro que ceux qui ne s'implantaient pas (34).

Ces données ont également permis de mettre en évidence une consommation accrue
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de glucose de la part des embryons de sexe masculin par rapport aux embryons de
sexe féminin, confirmant des publications portant sur d’autres espéces. Les auteurs
ont également décrit une meilleure corrélation entre ['utilisation glucidique et la
grossesse qu’entre morphologie embryonnaire et grossesse.

Les méthodes de dosage du glucose utilisées habituellement dans les laboratoires de
biologie médicale ne sont malheureusement pas assez sensibles pour détecter des
variations infimes de la consommation glucidique dans le milieu de -culture
embryonnaire. Seuls quelques laboratoires équipés de microfluorimétrie quantitative

sont a l'origine de la majeure partie des publications a ce sujet.

Acides Aminés

Le «turnover » des acides aminés par des embryons cultivés in vitro a
également fait 'objet d’'une recherche importante. Une premiére étude (35) a observé
une différence d’utilisation des acides aminés entre les embryons se développant
jusqu’au stade blastocyste et ceux n’atteignant pas ce stade. Une forte consommation
embryonnaire de leucine semblait alors prédire la capacité embryonnaire a former un
blastocyste. Une tendance équivalente existait pour d’autres acides aminés tels que
'alanine, I'arginine, la glutamine, la méthionine et 'asparagine. Brison et al. (36) ont
également observe, aprés dosage dans le milieu de culture d’'embryon au stade 2
cellules, gqu’une plus grande consommation de leucine, asparagine et glycine était
associée avec de meilleures chances de grossesse et de naissance vivante.

Ces deux études princeps ont de plus soumis I'hypothése que les embryons se
développant de facon optimale étaient I'objet d’un turnover global des acides aminés
plus faible que pour les embryons non viables et donc qu'un métabolisme
embryonnaire a bas bruit était le synonyme de bonne qualité embryonnaire (37).
Cependant, la publication d’articles allant a 'encontre de cette derniére hypothése (38)
ne permet actuellement pas de statuer sur [l'utilisation des acides aminés comme

marqueurs de la viabilité embryonnaire.

Protéomique

Le protéome consiste en I'ensemble des protéines synthétisées par 'embryon

au cours de son développement et, étant dérivé du transcriptome embryonnaire, serait
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le reflet du fonctionnement cellulaire. Une partie de ce protéome, appelée le
sécrétome, est expulsée dans le milieu de culture embryonnaire. Son intérét principal
en regard de I'étude du transcriptome qui nécessite une extraction de 'ARN-messager
est sa facilité d’acceés puisqu’il peut étre étudié de maniére non invasive par analyse
du milieu de culture embryonnaire. Cette étude n’est en revanche possible qu’en
culture prolongée, la transcription embryonnaire ne débutant qu’aprés activation du
génome embryonnaire autour du stade 8 cellules.

La majeure partie des publications s’intéressant a I'étude du sécrétome
embryonnaire utilisent la spectrométrie de masse. Ainsi Katz-Jaffe et al. (39)
décrivirent, aprés analyse en SELDI-TOF MS de milieux de culture embryonnaire, la
présence d’une protéine de 8.5KD dont la quantité était corrélée avec le bon
développement de blastocystes humains. Cette protéine fut ensuite isolée et analysée
par spectrométrie de masse en tandem et séquencage protéique et semblerait
correspondre a l'ubiquitine. De la méme fagon, 'hCG (40), I'Apolipoprotéine-Al (41),
le human leukocyte antigen G (42), le granulocyte-macrophage colony stimulating
factor (GM-CSF) (43) ou linterféron a2 (44) ont été comme étant de possibles
marqueurs corrélés a l'implantation embryonnaire et détectables dans le milieu de
culture embryonnaire.

D’autre part, la spectrométrie de masse a permis une meilleure transparence
guant a la composition des milieux de culture commerciaux utilisés dans la totalité des
laboratoires d’AMP et dont la recette restait connue que des industriels. Ainsi, Dyrlund
et al. (45) a confirmé la présence d’albumine humaine en tant que protéine majoritaire
mais également de nombreuses protéines d’origine humaine et pouvant impacter le
développement embryonnaire, telles que des cytokines ou des facteurs de croissance.

Cette connaissance de la composition de base des milieux de culture est
primordiale d’autant plus que la principale limitation technique de l'utilisation de la
spectrométrie de masse dans le cadre de I'analyse du sécrétome embryonnaire, en
plus de la limitation de volume, est la composition méme des milieux utilisés en FIV.
En effet, I'albumine étant majoritaire et ne pouvant pas étre extraite, elle exerce un
effet masque sur la composition réelle du milieu en dissimulant la présence de
protéines ou peptides présents en tres faible quantité par manque de sensibilité de la
technologie utilisée. L’albumine est de plus une protéine de transport trés importante
et pourrait dissimuler I'existence de protéines ou peptides ne pouvant étre présents

gue sous forme liée.
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Une autre approche consiste en l'utilisation de puces a protéines pouvant
contenir jusqu’a 120 anticorps différents (46). Pour autant, cette technologie est peu
utilisée de par son cout élevé et la nécessité de sélectionner un panel d’anticorps, donc

de soupconner la présence de la protéine recherchée.

Acides nucléiques circulants

A I'heure actuelle, deux types d’acides nucléiques circulants ont été identifiés :
I’ADN libre et les micro-ARNS.

L’ADN libre correspond a des molécules d’ADN double brin présentes sous la
forme de courts ou longs fragments dans l'organisme. lls proviennent du relargage
d’ADN mitochondrial et/ou nucléaire lors des phénomeénes apoptotiques ou

nécrotiques.

Les micro-ARNs (miRs) sont de courtes séquences (20-22 nucléotides), trés
conserveées dans les espéces, et qui régulent I'expression d’environ la moitié des
genes du génome humain (47). Les miRs matures agissent en s’appariant a des
séquences d’ARNmM complémentaires, inhibant ainsi la traduction en protéine ou
amenant a la destruction de cet ARNm. Les miRs peuvent étre sécrétés dans le milieu

extérieur des cellules de par leur présence dans les exosomes.

Plusieurs publications ont déja démontré le réle indispensable des miRs dans
le processus de développement embryonnaire chez plusieurs espéces, allant de
Caenorhabditis elegans aux mammiféres, ainsi que dans les différentes étapes de
reprogrammation cellulaire vers les cellules souches pluripotentes. Chez la souris, une
délétion du géne codant pour I'endonucléase Dicer1, une nucléase indispensable pour
la formation des miRs, est responsable d’un arrét de développement embryonnaire
entre le sixieme et huitieme jour de développement embryonnaire (48). Des études
récentes ciblant des groupes spécifigues de miRs en fonction des genes régulés ont
mis en évidence l'existence de familles de miRs indispensables au développement
embryonnaire et a la gameétogénése (49) (50). Rosenbluth et al. (51) ont étudié
'expression de 754 miRs dans 14 blastocystes humains (5 blastocystes femelles, 4
males et 5 aneuploides). lls ont ensuite confirmé par PCR quantitative en temps-réel

le degré d’expression des miRs les plus abondants dont miR-372, miR-720, miR-302¢c
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dans 27 blastocystes. Ces miRs avaient déja été documentés dans d’autres espéces
et sembles impliqués dans les processus de développement embryonnaire et les
cellules souches pluripotentes. La méme équipe a ensuite décrit la présence de miRs
dans le milieu de culture embryonnaire ou ils semblent differemment exprimés en
fonction de la technique d’insémination, le statut chromosomique et les chances de
grossesse (52). Des miRs ont également été détectés dans le milieu de culture
d’embryons bovins (53). Ces résultats suggerent une potentielle utilisation des miRs

comme marqueurs non invasifs prédictifs de 'implantation embryonnaire.

De plus, les miRs semblent également jouer un réle dans la réceptivité
endométriale, facteur majeur a prendre en compte dans le processus d’'implantation

embryonnaire (54).

La présence d’ADN libre dans le liquide folliculaire de patientes prises en charge
en AMP a récemment été mise en évidence (55). Il a été montré une corrélation
négative entre la quantité d’ADN libre dans le liquide folliculaire et la taille des follicules
illustrant ainsi la probable prépondérance des phénomeénes apoptotiques ai sein des
petits follicules non matures comparativement a ceux de grande taille matures. L’ADN
libre dans le liquide folliculaire pourrait se révéler étre un bon marqueur de qualité
ovocytaire mais également embryonnaire. |l semblerait en effet que la présence de
taux élevés d’ADN libre dans le liquide folliculaire soit également corrélée a un mauvais
score morphologiqgue embryonnaire au troisieme jour de développement. Ces
données préliminaires doivent cependant étre confirmées par des études a plus

grande échelle.

Combinaison / association de margueurs

Face a I'absence actuelle d’'un marqueur non invasif corrélé a la viabilité et au
potentiel implantatoire embryonnaire, I'idée qu’un seul marqueur ne pouvait pas étre
assez spécifique a été suggérée et le développement d’algorithmes prenant en compte

différents types de parametres dans l'arbre décisionnel semble aujourd’hui I'axe a
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suivre. Un des exemples les plus récents est ainsi représenté par une association entre
I'algorithme morphocinétique de Meseguer et le dosage de I'lL-6 dans le milieu de
culture embryonnaire de blastocystes avant le transfert (figure 4) (56). Cette premiére
étude, malgré un faible effectif analysé, démontrait I'intérét de la combinaison de
marqueurs, ici morphocinétiques et biochimiques, dans la sélection embryonnaire
avant le transfert de par de meilleurs taux d'implantation embryonnaire en
comparaison de l'utilisation de I'algorithme morphocinétique seul et cela en restant non
invasif. Ces données doivent étre confirmées par des études prospectives portant sur

de plus larges effectifs.

|
yes 20 l yes 20

W v

GRADE m n
Implantation rate (%) m m 57.0% I 33.0%

Figure 4 : Arbre décisionnel basé sur les parameétres morphocinétiques embryonnaires et la présence d’IL-
6 dans le milieu de culture embryonnaire tel que décrit par Dominguez et al. 2015. Les taux d’implantation
pour chaque grade sont également présenteés.
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OBJECTIFS

En I'absence d’un biomarqueur non-invasif universellement reconnu comme
prédictif de la qualité et du potentiel implantatoire embryonnaire au cours d’une
fécondation in-vitro, ce travail a pour objectif la réanalyse des données de la littérature

et la recherche de nouveaux types de biomarqueurs.

Concernant I'existence d’'un marqueur morphocinétique, les données issues de
la culture en routine au laboratoire ’AMP du CHU de Nantes dans 'Embryoscope ont

permis la réanalyse rétrospective des paramétres publiés dans la littérature.

En parallele, une banque de milieux de cultures embryonnaires d’embryons
transférés au stade blastocyste a été constituée dans le but de la recherche de
biomarqueurs moléculaires identifiables dans ces milieux de culture. Ces marqueurs
pouvant étre issus de différents processus impliqués dans la vie cellulaire et

embryonnaire, ce travail s’est intéressé aux paramétres suivants :

e Etude du métabolisme énergétigue embryonnaire par dosage du glucose et
du lactate a 'aide de bandelettes de dosage rapide

e Recherche de la présence de micro-ARNs d’origine embryonnaire par RT-
gPCR

¢ Recherche de 'existence d’un biomarqueur protéique par immuno-dosage

multiplexe

Les résultats des différents dosages étaient rapportés aux issues des tentatives
de FIV afin de pouvoir mettre en évidence une corrélation entre la présence de ces

marqueurs et le potentiel implantatoire de 'embryon cultivé dans le milieu dosé.
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MATERIELS ET METHODES
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Etudes rétrospective de la base de données de ’Embryoscope

Huit parametres morphocinétiques (57) récemment décrits dans la littérature
comme potentiellement corrélés aux chances d'implantation embryonnaire ont été
rétrospectivement appliqués a une partie de notre base de données correspondant a
342 embryons transférés de facon unigue. Ces embryons étaient issus de prise en
charge en ICSI et ont été mis en culture dans 'Embryoscope® entre février 2011 et
juillet 2014. Chaque embryon avait alors été prospectivement annoté avant d’étre
transféré. Le caractére prédictif de I'implantation embryonnaire, définie par un dosage
sanguin de B-hCG positif deux semaines apres le transfert embryonnaire, a été testé

pour chacun des parametres suivants :

e la disparition des pronucléi,

e la durée du stade 2 cellules inférieure a 11.9 heures,

e la durée du stade 2 cellules supérieure a 5 heures,

e la durée du stade 3 cellules inférieur & 0.76 heures,

e la durée du troisieme cycle cellulaire (passage de 3 a 5 cellules) comprise entre
9.7 et 21 heures,

e la durée jusqu’au stade 5 cellules comprise entre 48.8 et 56.6 heures,

e ladurée jusqu’au stade 8 cellules et la durée jusqu’a I'initiation de la blastulation.

Identification de biomarqueurs dans le milieu de culture embryonnaire

Création d’'une bio-collection de milieux de culture embryonnaires.

Dans le cadre de la recherche de biomarqueurs liés a [limplantation
embryonnaire, une partie de ce travail a consisté a collecter les milieux de culture
embryonnaires des embryons cultivés en routine au laboratoire de biologie de la
reproduction du CHU de Nantes puis transférés ou congelés. Pour chacun de ces
embryons, le milieu G1 plus a été collecté au troisieme jour de développement lors du
changement de milieu, alors que le milieu G2 plus était collecté immédiatement avant
le transfert embryonnaire ou la vitrification. L’ensemble des échantillons a été conservé

a -80°C. Pour chaque embryon transféré, I'issue de la prise en charge en AMP était
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connue et répertoriée aprés anonymisation du couple. Cette biocollection de milieux
de culture embryonnaire a servi au dosage du glucose et lactate, a la recherche de
mMiRNA et au dosage multiplexe de protéines.

Etude du métabolisme embryonnaire a la recherche d’'un biomarqueur dans le milieu
de culture embryonnaire

Le dosage du glucose et du lactate, a été réalisé a I'aide de bandelettes
réactives électrochimiques et de lecteurs rapides (StatTrip, Nova), habituellement
utilisés pour le suivi des patients diabétiques et des sportifs. Les dosages du glucose
et du lactate sont enzymatiques et reposent sur le principe de la glucose
déshydrogénase et la lactate oxydase. La détection des électrons libérés au cours de
ces réactions permet la quantification. Aprés passage des controles, 1,2uL de chaque
milieu G1 et G2 décongelés sur glace et correspondant au méme embryon étaient
déposés sur la bandelette et le résultat était directement lu sur le lecteur. Les

échantillons ont été dosés en duplicate.

Recherche de micro-ARN dans le milieu de culture embryonnaire.

Seize milieux de culture embryonnaire congelés d’embryons transférés ont subi
une étape d’extraction phénol chloroforme de ’ARN additionnée d’'un passage sur des
colonnes d’affinité (Mirneasy, QIAGEN). Pour chaque embryon, les milieux G1 et G2
ont été traités et élués 2 fois. La qualité de I'extraction de I’ARN total était évaluée par

dosage spectrophotométrique sur Nanodrop.

Aprés récupération des 32 éluats issus de la purification, de volume 12 pL
chacun, une étape de reverse-transcription utilisant le Hi-Spec buffer du kit miScript Il
RT kit (Qiagen) a précédé la qPCR avec le kit miScript SYBR Green PCR Kit (Qiagen)
comme indiqué sur la figure 5. Il a été choisi dans un premier temps de rechercher les
mir-25 (58) et mir-191 (52), décrits comme présents dans le milieu de culture
embryonnaire dans la littérature, afin de mettre au point la technique. Des primers
spécifiques de ces deux miRNA ont été utilisés (miScript primers assay, Qiagen). La

qualité de I'amplification était évaluée par visualisation des courbes de fusion. Les
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produits de PCR subissaient ensuite une migration par électrophorése capillaire sur

Calliper afin de vérifier la taille des séquences amplifiées.

5 3' miRNA
5 AAAA(A), 3' Polyadenylation
' TTTT IBIIW TTTTTT] AAAA(A)n 3" ' Re.verse.frunscripﬁon
R 200 ey ) S using miScript
Oligo-dT primer HiSpec Buffer

with universal tag

3 T, Aaa sl 5' DNA
IR 1spRoce

miScript Primer Assay

!

miScript Primer Assay
(forward primer)

3! M 51 SUbsequent
5 QG 3' PCR cycles

miScript Universal Primer
(reverse primer)

Figure 5 : Principe de la recherche de micro-ARNs par RT-gPCR avec le kit miScript Primers Assay
(QIAGEN)
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Recherche de marqueur protéigue par inmunodosage

L’analyse de données de transcriptomique réalisée sur cellules uniques de
blastocystes et issues de travaux en cours par notre équipe de recherche (INSERM
UMR 1064, ITUN) et portant sur l'identification de signatures moléculaires spécifiques
de chacune des trois lignées cellulaires composant le blastocyste humain (Epiblaste,
Endoderme primitif et trophectoderme) a permis de cibler la recherche d’un potentiel
marqueur protéique prédictif de viabilité embryonnaire sur 6 protéines : BMP-2, BMP-
4, IL6, SCF, Cripto-1 et GDF-15. En effet, la présence des transcrits correspondant a
ces protéines en grande quantité dans les cellules issues du trophectoderme et leur
plus faible expression dans les cellules de I'épiblaste ou de I'endoderme primitif
suggerent la possible implication de ces protéines dans les processus implantatoire et
leur présence possible dans le milieu de culture embryonnaire. Afin de limiter le volume
utilisé pour le dosage de chaque protéine, un dosage multiplex par immuno-dosage a
été réalisé a I'aide de la technologie Luminex® et le kit Luminex® Magnetic Screening
Assays (R&D systems). La Technologie Luminex® est une technologie qui, fondée sur
le principe de la cytométrie en flux, allie I'utilisation de microsphéres fluorescentes et

une double lecture apres excitation par deux lasers (59) (Figure 6).
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Figure 6 : Principe de la technologie Luminex
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Matériels et méthodes

Quarante milieux de culture prolongée embryonnaires (G2 Plus, Vitrolife,
Suede) prélevés juste avant le transfert ou la vitrification embryonnaire et dont l'issue
de tentative est connue ont ainsi été analysés en duplicate apres congélation. Les
embryons correspondant a ces milieux ont tous été transférés un par un soit dans le
méme cycle que la ponction ovocytaire ou alors aprés vitrification au cours d’'un autre
cycle. Ainsi, 16 milieux correspondaient & des embryons ayant donné lieu a une
grossesse clinique (définie par l'existence d’une activité cardiaque foetale a
I'échographie) et 24 milieux correspondaient a des embryons ne s’étant pas implantés
(dosage de B-hCG négatif 15 jours apres le transfert embryonnaire). Un milieu vierge
de toute culture embryonnaire a également été analysé. Une gamme de standards
poolés pour chaque analyte a été réalisée en six points de dilution a partir de standards
concentrés ainsi qu’un blanc a partir du diluent fourni dans le kit de dosage comme

indiqué dans les recommandations du fournisseur.

Méthodologie statistique

Les analystes statistigues ont été réalisées a l'aide du logiciel Prism 5
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Le test t de Student a été utilisé pour
comparer les résultats des dosages de glucose et lactate dans les milieux de culture
embryonnaire. Le testt de Student et le test du Chi? ont été utilisés pour I'étude des
différents parametres morphocinétiques. Pour toutes les analyses, une valeur de p

inférieure a 0,05 a été considérée comme significative.
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Résultats

Analyse de la base de données de 'Embryoscope

Le caractére prédictif de l'implantation embryonnaire de huit paramétres
morphocinétiques décrits dans la littérature (57) comme prédictifs de I'implantation
embryonnaire a été analysé sur la base de données de 'Embryoscope du laboratoire
de biologie de la reproduction du CHU de Nantes. Aucun de ces paramétres n’a montré
de caractere predictif de I'implantation embryonnaire lorsqu’appliqué a notre base de
données (Tableaul). Ces résultats renforcent donc le caractere centre-dépendant de
I'annotation embryonnaire et I'absence de consensus existant quant au parameétre a

utiliser en routine.
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Taille de Critere Effectif BhCG + Effectif BhCG - Statisti
atistique
‘ L4 - L4 - - age r - - - b
I’échantillon  prédictif utilisé selon le critere selon le critere
10 embryons < 20.45h 11 embryons <20.45h
342 embryons @ 126 embryons > 20.45h 195 embryons = 20.45h P =0.4939
Disparition des pronuclei Moyenne: 25.10h Moyenne: 25.60h
80embryons <11.9h 96 embryons <11.9h
336 embryons 55 embryons = 11.9h 105 embryons 2 11.9h P =0.0503
Durée du stade 2 cellules (<11.5h) Moyenne: 11.35h Moyenne: 11.62 h
131 embryons >5h 188 embryons >5h
336 embryons 4embryons <5h 13 embryons <5h P=0.1507
Durée du stade 2 cellules (»5h) Moyenne: 11.39h Moyenne 11.62h
: 30 embryons <0.76h 37 embryons <0.76h
182 embryons 38 embryons >0.76 77 embryons >0.76h P =0.1559
Moyenne: 2.38h Moyenne: 3.44h
Durée du stade 3 cellules {<0.76h)
9.7h<115embryons<21h 9.7h <163 embryons <21h 31
323 mﬂ:UED:m 14 embryons<9.7hor221h embryons<9.7hor>21h P=0.1925
Passage de 3 cellules a 5 cellules entre 9.7 et 21h Moyenne 13.43h Moyenne: 13.04h
48.8h <62 embryons <56.6h 48.8h <85 embryons<56.6h 115
330 embryons 68 embryons < 48.8h or 2 56.6h embryons<9.7horz21h P =0.3538
Délai jusqu’a 5 cellules(48.8-56.6 h) Moyenne: 52.30h Moyenne: 52.06h
114 embryons 143 embryons _
257 embryons l@ @ Moyenne 57.99h Moyenne 59.04 h P=0.1768
Délai jusqu’a 8 cellules(48.8-56.6 h)
6 embryons <96.2h 6 embryons <96.2h
36 m:..__uq.{_ojm 7 embryons 296.2h 17 embryons 296.2h P =0.3905
Temps de blastulation Moyenne: 100.19h Moyenne 105.99h

Tableau 1: Résultats de I'analyse rétrospective de la base de données de I'Embryoscope® du CHU de Nantes.

Huit parametres morphocinétiques embryonnaires décrits comme prédictifs de I'implantation embryonnaire dans la littérature ont été appliqués aux données des

’

embryons cultivé dans |

Embryoscope®

et ayant bénéficié d’un transfert utérin. Un dosage positif de BhCG 15 jours apres le transfert embryonnaire a été utilisé comme

marqueur de I'implantation embryonnaire. Aucun de ces paramétres ne s’est révélé prédictif de I'implantation embryonnaire lorsqu’appliqué a notre base de données.
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Identification de biomarqueurs dans le milieu de culture embryonnaire

Dosage du glucose et lactate

Le dosage du glucose et lactate a été effectué sur le milieu de culture de 16
embryons. Chaque mesure a été réalisée en doublon, le résultat présenté étant la
moyenne des deux résultats pour chaque échantillon. La concentration de glucose
dans le milieu de culture G1 étaitt sous le seuil de détection de la technique (0.56
mmol/L). Probablement de par la présence d’huile minérale, utilisée lors de la culture
embryonnaire, dans certains prélévements, il a été impossible de doser le lactate ou
glucose dans plusieurs échantillons. La figure 7 présente les résultats des dosages de
glucose et lactate en fonction de I'issue des cycles de prise en charge en AMP. Il
n’existe aucune différence statistique entre les valeurs des deux groupes, et ce peu
importe le parametre considéré. Face a ces résultats peu convaincants il été déecidé
de ne pas poursuivre le dosage de ces paramétres, la technique utilisée n’étant

probablement pas adaptée a des variations de valeurs tres faibles.

Figure 7 : Dosage du glucose et lactate dans les milieux de culture embryonnaire G1 et G2 (Vitrolife)
d'embryons transférés a 'aide de bandelettes et lecteurs de dosage rapide (StatStrip) en fonction de
I'implantation embryonnaire.
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Recherche de micro-ARNS dans le milieu de culture embryonnaire

La concentration en ARN total aprés extraction était de 10.91 + 7.22 ng/uL pour
chaque éluat. Apres RT-gPCR, la présence de miRNA dans le milieu de culture
embryonnaire n’a pu étre montrée que sous forme de traces, avec des CT compris
entre 30 et 37. Cependant, la migration des produits de PCR sur Caliper a suggéré la
spécificité de I'amplification pour mir-191 pour certains échantillons. En revanche, la
présence de mir-25, un miRNA décrit comme présent dans le milieu de culture de
blastocystes bovins, n’a pas pu étre retrouvée dans le milieu de culture des

blastocystes humains (Figure 8).
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Figure 8 : Présentation des courbes de fusion et de la migration par électrophoréese capillaire (Caliper) d’un
controle négatif (a gauche) et d’un échantillon (a droite) aprés RT-qPCR avec le kit miScript Primers Assay
(QIAGEN) pour mir-191 dans un milieu de culture embryonnaire G2-Plus (Vitrolife) ayant servi a la culture
d’un blastocyste humain transféré.
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Recherche de marqueurs protéiques dans le milieu de culture

Pour chaque analyte recherché, chacun des points de la gamme dosé en
duplicate a été validé. Les coefficients de variation étaient tous inférieurs a 15%. Les
limites inférieures de quantification (LLOQ) pour chacun des parametres étaient tres
basses, de l'ordre du fg/mL. Les valeurs exactes pour chaque parameétre sont
indiquées sur la figure 9. Pour la totalité des échantillons analysés, le signal de
fluorescence observé était inférieur aux seuils de quantification pour 'ensemble des
paramétres dosés. En se basant sur la définition de la limite de détection comme étant
égale a trois fois le signal du blanc, il apparait méme qu’aucun des parameétres

recherchés ne soit détectable dans les milieux de cultures comme indiqué dans le

tableau 2.
IL-6 SCF BMP-2 Cripto-1 GDF-15 BMP-4
1,08 0,97 0,92 0,88 1,01 1,00

Tableau 2 Moyenne des rapports du signal de fluorescence des 40 milieux de culture par rapport au signal
de fluorescence du blanc pour chacun des parametres recherchés
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Figure 9 : Gamme de standards pour BMP-2, BMP-4, IL6, SCF, Cripto-1 et GDF-15 sur automate Luminex®. Chacun des points de gamme a été réalisé en duplicate. LLOQ correspond a la limite inférieure de quantification et
uLoQQ a la limite supérieure.
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Discussion

L’objectif de ce travail était la mise en évidence de biomarqueurs non invasifs
de la qualité embryonnaire. Cependant, ni la transposition des parametres
morphocinétiqgues embryonnaires décrits dans la littérature sur notre base de données,
ni la recherche de biomarqueurs dans les milieux de culture embryonnaire n’a su se

montrer prédictifs de la qualité embryonnaire a lui seul.

Analyse rétrospective de la base de données de ’Embryoscope

La transposition de marqueurs morphocinétiques du développement
embryonnaire précoce décrits comme corrélés a I'implantation embryonnaire dans la
littérature sur notre base de données n’a pas permis de retrouver des résultats
similaires. L’Embryoscope est un systéme de culture et d’'observation embryonnaire
fermé permettant I'annotation et I'analyse dans le temps des différent évenements et
divisions cellulaires au cours du développement embryonnaire précoce lors d’'une FIV.
Depuis sa commercialisation dans les années 2000, d’autres systémes du méme type
sont apparus sur le marché. En plus de I'avantage majeur de pouvoir observer le
développement embryonnaire tout en préservant des conditions de culture optimales,
lenjeu majeur de ces systémes réside en lanalyse de la morphocinétique
embryonnaire, définie comme I'analyse des événements cellulaires embryonnaires en
fonction du temps. L’analyse de la morphocinétique embryonnaire a alors été I'objet
d’'un nombre trés élevé d’études a la recherche de lidentification d’'un marqueur
prédictif de la qualité embryonnaire et de son potentiel implantatoire. Ainsi plus de 140
publications sont répertoriées dans Pubmed aprés saisie des mots-clés « time lapse
IVF ». Cependant, malgré ce nombre trés élevé de publications, peu d’essais
prospectifs randomisés existent a ce jour (14) (60) (16) (61), la majeure partie des
autres publications correspondants a des études de faible ou moyen niveau de preuve
scientifique. Malgré le nombre important de marqueurs morphocinétiques ou
d’algorithmes basés en partie sur la morphocinétique embryonnaire ayant été décrits
comme étant prédictifs de la blastulation, de I'euploidie ou du potentiel implantatoire
embryonnaire, ces marqueurs souffrent d’'un manque de reproductibilité lorsqu’ils sont
appliqués sur une cohorte embryonnaire différente de celle étudiée lors de ces essais.
Ainsi aucun des parametres rapportés a notre base de données embryonnaire ne s’est

révélé prédictif de 'implantation embryonnaire a lui seul. Une des principales raisons
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a l'absence évidente d’existence d’'un marqueur morphocinétique réside dans
l'observation d’écart-types trés étendus pour chacun des parametres analysés. Il

devient alors difficile de déterminer une valeur seuil pour chacun de ces parametres.

L’annotation embryonnaire souffre de plus d’'un manque de standardisation
entre les différentes équipes (15) malgré la publication d’une proposition de référence
(62). Le développement de systemes d’annotation embryonnaire automatisée
permettrait de remédier a ces difficultés de standardisation. Le seul systéme
automatisé actuellement sur le marché, appelé Eeva, ne permet pas une annotation
jusqu’au stade blastocyste mais calcule un score de qualité embryonnaire a partir des
évenements du développement précoce. En revanche, le type de milieu de culture
utilisé ne semble pas significativement modifier les temps de développement

embryonnaire (63).

Le point de départ a I'acquisition par le systeme time-lapse est souvent défini
comme le moment de I'insémination. Dans le cas de I'I|CSl, il est difficile de connaitre
le moment précis de l'injection du spermatozoide pour chaque ovocyte et I'heure
meédiane d’injection de la cohorte ovocytaire est souvent choisie comme point de
départ. On peut alors imaginer que dans le cadre de cohortes ovocytaires importantes
avec en parallele une sélection de spermatozoides a injecter difficile, notamment dans
le cadre des prélévements chirurgicaux ou en cas de cryptozoospermie trés
importante, il peut exister un délai assez conséquent entre l'injection du premier
ovocyte et celle du dernier. Dans le cas de la FIV, le moment de lI'insémination ne
correspondant pas au moment de la pénétration du spermatozoide dans I'ovocyte, le
point de départ a l'acquisition par le systéme time-lapse est donc relativement
arbitraire. Ces approximations quant au point de départ de I'acquisition (64) peuvent
possiblement expliquer une partie de la variabilité des valeurs morphocinétiques
observées entre les équipes et au sein d'un méme laboratoire. Pour remédier a cet
inconvénient, il a été suggéré d'utiliser la disparition des pronuclei comme point de
départ (65).

Cependant, I'observation de la totalité des événements du développement
embryonnaire a permis d’augmenter significativement la détection d’événements
anormaux par rapport a 'observation quotidienne des embryons. Ces événements,
tels que les anomalies de la fécondation, la présence de cellules multinucléées, les
anomalies de clivage précoce ou les fusions cellulaires sont corrélées négativement
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avec les chances d’'implantation embryonnaire (14). L'utilisation des systemes time-
lapse permet donc une optimisation dans le choix de 'embryon a transférer et limite le
nombre de transferts embryonnaires a faible potentiel implantatoire par désélection

des embryons présentant ces anomalies de développement.

Dans I'attente d’études randomisées prospectives multicentriques et portant sur
un grand nombre d’embryons analysés, il n’existe actuellement aucune certitude quant
a l'utilisation de la morphocinétique embryonnaire comme critére exhaustif de sélection
de I'embryon a transférer. L'utilisation des systémes time-lapse garde toutefois un
intérét indiscutable de par I'optimisation des conditions de culture embryonnaire, une
facilitation et une flexibilisation de I'observation morphologique embryonnaire et la
mise en évidence des événements anormaux du développement embryonnaire. Leur
utilisation s’integre de plus parfaitement dans les processus de qualité puisqu’ils
permettent une facilitation des contrbles internes d’annotation et de sélection
embryonnaire, un archivage du développement embryonnaire objectif et une réanalyse
facilitée de chaque dossier. La morphocinétique embryonnaire ne peut donc pas a elle
seule étre utilisée dans les processus de sélection embryonnaire, mais son utilisation
en complément de I'analyse morphologique classique permet une amélioration de la

prise en charge globale.

Identification de biomarqueurs dans le milieu de culture embryonnaire

Analyse du métabolisme embryonnaire par le dosage du glucose et du lactate dans
les milieux de culture embryonnaire

Le dosage du glucose et du lactate dans le milieu de culture d’embryons cultivés
suite a une FIV présente un intérét certain et connu depuis plusieurs années. Malgré
I'existence de données scientifiques encourageantes sur la possible discrimination des
embryons a fort potentiel implantatoire des autres, les techniques usuelles de dosage
de ces métabolites présentes dans les laboratoires de biologie médicale ne sont pas
utilisées a cet effet. La majorité des publications scientifiques traitant du métabolisme
embryonnaire énergétique depuis les années 1980 est issue du travail de David
Gardner et Henry Leese. Ainsi en 1984, Leese est le premier a s’intéresser a la

consommation de glucose et la production de lactate par des ovocytes et des
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embryons de souris (66). A cet effet, son équipe met au point une technique de dosage
appelée microfluorométrie. Cette technique enzymatique, basée sur le couple
NADH/NADPH, est réalisée dans des microgouttes de 25 a 30 uL au sein de cupules
en silicone et sous huile minérale. Le dosage du glucose fait intervenir 'hexokinase
tandis que celui du lactate utilise la lactate déshydrogénase. Le signal fluorescent
produit par la réaction est lu a I'aide d’'un microscope a fluorescence avec excitation
ultra-violet et permet une quantification des substrats recherchés dans la gamme 0 a
1 mM. Cette technique manuelle n’est cependant pas utilisable en routine au sein des
laboratoires de biologie médicale de par un temps de réalisation trop important et son
manque de standardisation : c’est en effet une technique manuelle ne pouvant étre
réalisée que dans le cadre de la recherche. Plus récemment, ce systéme de dosage
enzymatique a été adapté a un systeme microfluidiqgue par la méme équipe (67). La
corrélation entre les deux technigues ainsi que leur performance analytique semblaient
correctes (figure 10), bien que peu d’informations sur la validation de la méthode ne
soient disponibles.
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Figure 10 : Graphique représentant les résultats obtenus pour dix standards
avec les techniques enzymatiques en microgoutte et en systeme microfluidique
selon Urbanski et al. 2008. La catégorie Nominal correspond a la valeur cible.
Les échantillons A correspondent a des standards aqueux, les échantillons B a
du milieu G1 (Vitrolife) et les échantillons B a du milieu G2 (Vitrolife).

Les travaux réalisés par Gardner et Leese depuis plusieurs années et utilisant

'une ou l'autre des techniques détaillées ci-dessus ont permis de mettre en évidence
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une corrélation entre la consommation embryonnaire de glucose, la production de
lactate et le potentiel implantatoire embryonnaire. Ces études ont également mis a
jour une différence de consommation du glucose en fonction du sexe embryonnaire
avec une consommation de glucose de la part des embryons de sexe féminin 28%
supérieure a celle des embryons de sexe masculin au quatriéeme jour de

développement (68).

Cependant 'ensemble des résultats publiés relevent d’'une technique de dosage
peu adaptée a la biologie médicale de routine et la standardisation de la méthode de
dosage est indispensable avant de pouvoir envisager son utilisation diagnostique. Les
processus de qualité prenant une place de plus en plus importante dans la pratique de
la biologie médicale, seule une technique de dosage répondant a des exigences de
précision et de répétabilité drastigues permettra sa démocratisation. De plus, le
dosage d’'un métabolite quel qu’il soit dans le milieu de culture embryonnaire le méme
jour que le transfert embryonnaire nécessite I'obtention d’'un résultat de fagon trés
rapide. Les bandelettes de dosage rapide utilisées dans ce travail répondant a ces
deux exigences, seule leur manque de discrimination pour les faibles variations de
concentration en glucose et lactate observées dans les milieux de culture

embryonnaire au cours de la culture in vitro ne permet pas leur utilisation en pratique.

En conclusion, de nouvelles techniques de dosage fiable et trés sensibles face
a de trés faibles variations de concentrations doivent étre mises au point afin de
permettre un dosage rapide accessible en biologie médicale.

Recherche d’acides nucléiques dans le milieu de culture embryonnaire

L’analyse des résultats obtenus apres RT-qPCR a la recherche de la présence
de miRNAs dans le milieu de culture de blastocystes humains ne permet pas de
conclure en dehors d’affirmer leur présence. En effet, un manque de sensibilité et de
reproductibilité trés important de la technique utilisée pour la détection des milieux de
culture semble exister. Les Ct observés étaient élevés ans 'ensemble. La spécificité
des produits amplifiés n’a pas pu étre confirmée par séquencage des produits
d’amplification mais leur migration par électrophoréese capillaire permet de I'estimer de

par des tailles de séquences amplifiées proches de ce qui était attendu. La méthode
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d’extraction de 'ARN total au phénol-chloroforme couplée a une colonne d’affinité
pourrait étre a l'origine d’une perte de l'information. De plus, la recherche de la
présence de miRNAs dans le milieu de culture embryonnaire ne s’est intéressée qu’a

la recherche de deux miRNAs décrits chacun dans une publication différente.

Récemment, Capalbo et al. (69) ont comparé les profils d’expression des
MiRNAs entre des cellules du trophectoderme issus de blastocystes expansés et les
milieux de culture correspondant a 'aide de puces basse densité (Capalbo et al). lls
ont mis en évidence que 96% des mIRNAs présents dans le milieu de culture
embryonnaire étaient exprimés par les cellules du trophectoderme. De plus la
recherche de miRNAs dans des milieux de culture embryonnaire d’embryons précoces
révélait des profils similaires a ceux observés dans des milieux de culture vierges de
toute culture embryonnaire. Ces deux données renforcent I'idée de I'existence d’une
possible sécrétion par le trophoblaste de miRNAs par I'intermédiaire des exosomes et
questionnent sur leur possible implication dans le dialogue entre 'embryon humain et
la muqueuse utérine maternelle. Les auteurs caractérisent également deux miRNAs
(miR-20a et miR-30c) comme différentiellement exprimés entre les milieux de culture
des embryons s’étant implantés ou non et suggerent donc la possible utilisation des
miRNAs comme marqueurs prédictifs du potentiel implantatoire embryonnaire. (Figure
11)

Cependant, les conclusions issues de cette publication doivent étre pondérées
en regard des résultats bruts des analyses effectuées. En effet, les contrbles
d’amplification utilisés n’ont pas été retrouvés dans la totalité des milieux de culture
suggérant un manque de sensibilitt au moment de I'extraction en ARN du milieu.
Egalement, les auteurs rapportent que seuls 7% des Ct étaient inférieurs a 33 pour les
gPCR realisées dans les milieux de culture. De méme, les écart-types observés dans
la présentation des valeurs de miR-20a et miR-30c (Figure 11) sont suffisamment
amples pour ne pas permettre leur utilisation en tant que marqueur prédictif fiable de

limplantation embryonnaire.
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Figure 11 : présentation des valeurs de Delta-Ct pour miR-20a et miR-30c dans des milieux de
culture embryonnaire en fonction de I'implantation embryonnaire. Capalbo et al. 2016.

miR-20a miR-30¢

Concernant I’'ADN libre, peu de données existent a ce jour quant a sa possible
utilisation en tant que marqueur prédictif d'implantation embryonnaire a I'exception

d’'une étude recherchant la présence d’ADN libre dans le liquide folliculaire.

En conclusion, malgré 'existence de données scientifiques encourageantes sur
l'existence d'une synthése de miRNAs par les cellules du trophoblaste des
blastocystes humains et leur possible implication dans un dialogue avec la muqueuse
utérine en phase lutéale, les technigues de biologie moléculaire existantes doivent
encore étre améliorées doivent encore étre améliorées pour permettre une
guantification précise et reproductible de ces miRNAS dans les milieux de culture
embryonnaire. Ces étapes de développement sont primordiales avant de pouvoir tirer
des conclusions des dosages effectués et envisager de mettre en évidence une
corrélation entre la présence de miRNAs dans le milieu de culture embryonnaire et le

potentiel implantatoire des embryons étudiés.
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Recherche de marqueurs protéiques dans le milieu de culture

Les avancées technologiques récentes dans le domaine de la protéomique ont
permis d’envisager I'étude de la sécrétion protéique des blastocystes dans le milieu
de culture embryonnaire. Ainsi, de nettes différences ont pu étre observées entre la
composition protéique des milieux de cultures d’embryons cultivés suite a une FIV et
des milieux de culture vierges. Ces différences de composition protéique représentent
le sécrétome embryonnaire et dont I'investigation pourrait étre a I'origine de la mise en
évidence d’'un biomarqueur protéique corrélé aux chances d’implantation
embryonnaire. Malgré la description de nombreux potentiels marqueurs dans la
littérature, aucun d’entre eux n’a pu étre validé pour une utilisation en routine. La
principale difficulté dans I'utilisation de la spectrométrie de masse est liée a la
composition des milieux de culture utilisés dans les laboratoires de biologie de la
reproduction. En effet 'albumine est le composant protéique majoritaire des milieux de
synthése utilisés et est un frein a I'utilisation de la spectrométrie de masse. L’albumine
est une protéine transporteuse d’autres protéines et peptides et sa présence peut donc
dissimuler celle de protéines présentes en tres faible quantité. De plus, son
omniprésence sur le spectre d’acquisition en spectrométrie de masse ne permet pas
de rechercher les protéines faiblement exprimées. Un moyen de remédier a cet
inconvénient serait de cibler directement la recherche du spectrométre de masse sur

une protéine en particulier.

De la méme facon, de nouvelles techniques immuno-enzymatiques de dosage
ont été développées et permettent le dosage de molécules de concentration de I'ordre
du femtogramme par millilitre. De plus, des techniques de dosage multiplexe, comme
le systéme Luminex®, permettent le dosage simultané de plusieurs molécules et donc
de procéder avec de faibles volumes d’échantillon. Cependant, l'utilisation de ces
technologies nécessite la connaissance des molécules a rechercher. Elles ont en

revanche I'avantage d’étre d’utilisation facile et rapide, malgré un cout assez élevé.

Nous avons ici procédé a la recherche ciblée des protéines suivantes : BMP-2,
BMP-4, IL6, SCF, Cripto-1 et GDF-15. Le choix de ces protéines est issu de donnees
de transcriptomique de cellules uniques du trophoblaste de blastocystes humains
obtenues par notre équipe de recherche. Les transcrits présents de maniere

significativement plus importante dans les cellules du trophoblaste que dans les
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cellules des autres lignées laissaient suggérer la présence des protéines
correspondantes dans le milieu de culture embryonnaire. La technologie Luminex®
avait été sélectionnée pour sa facilité de réalisation, I'absence a priori de mise-au-point
nécessaire et la disponibilité des dosages pour les protéines sélectionnées avec une
bonne sensibilité. De plus, Dominguez et al. (56) avaient précédemment utilisé cette
technologie pour le dosage entre autres de [lL-6 dans le milieu de culture
embryonnaire et avaient conclu & une corrélation entre la présence de I'lL-6 dans le
milieu de culture et les chances d’'implantation embryonnaire. Cependant, il n’a pas
été possible de quantifier la présence des protéines séléctionnées dans le milieu de
culture lors de I'utilisation du kit. Comme décrit dans les résultats, la gamme
d’étalonnage pouvait étre validée pour chacune des molécules. Pour les 40 milieux de
culture analysés, les concentrations pour chaque protéine étaient en dessous du seul
de quantification. Un signal de fluorescence légerement supérieur a celui du blanc était
parfois obtenu suggérant la possible présence de la protéine recherchée mais en
guantité infime. Les recommandations du fournisseur avaient été suivies, notamment
au sujet de la dilution au demi des milieux de culture embryonnaire et du temps

d’incubation entre les anticorps et les milieux de culture embryonnaire de 90 minutes.

A B C = Implanted
Implanted Implanted
o [ ] %
90% 0% 89% 70% 63%! g Not Implanted
® Not Implanted 90% B Not Implanted
80% 60% 50%50%
70% s
2/ 56% 70% 50%
60% — 53% 38%
2 Y 40%
50% 47% o
50%
40% 20% 30%
6
30% 30% 20%
20% 20% 1%
10%
10% 10%
0% “ 0% “ 0%
IL-6 (n=12) NOIL-6 SCF (n=9) NOSCF IFNa (n=4) NO IFNa
(n=16) (n=19) (n=24)

Figure 12 : Distribution de la présence ou absence d’IL-6, SCF ou INFa dans des milieux de culture embryonnaire en fonction de
I'implantation embryonnaire. Les résultats ont été obtenus par dosage multiplexe sur automate Luminex®. Dominguez et al. 2015.

embryonnaire de blastocystes transteres et dont les ISsues de cycle se repartissaient
de la facon suivante : 12 implantations embryonnaires et 16 échecs. Seuls 3 protéines
avaient pu étre détectables parmi le panel de protéines dosées : IL-6, SCF et INF-a.
Les protéines avaient été sélectionnées a partir de données de la littérature. Ces trois
protéines avaient pu étre détectées mais non quantifiées dans les milieux de culture.
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Aucune indication sur le seuil de signal de fluorescence permettant de discriminer la
détection spécifique du bruit, d’autant plus que les milieux de culture avaient incubé
toute une nuit en présence des anticorps. Ce temps d’incubation est bien supérieur
aux 90 minutes recommandées par le fournisseur du kit et peut étre a I'origine d’un
signal non spécifique. Ainsi les résultats obtenus sont présentés sur la figure 12. Les
résultats y sont représentés en pourcentage de blastocystes implantés ou non en
fonction de la présente ou I'absence de chaque protéine. A priori aucune des protéines
sélectionnées ne permet de discriminer de facon précise le potentiel implantatoire
embryonnaire de par sa présence ou absence dans le milieu de culture embryonnaire
méme si les différences de distribution étaient statistiquement significativement
différentes entre les groupes. Il aurait été également intéressant de connaitre la
corrélation entre la présence d’IL-6 et celle de SCF. En effet, il n’est pas rapporté si
I'IL-6 et le SCF avaient été retrouveés dans les milieux de culture des mémes embryons.
Malgré ces effectifs relativement faible, un algorithme décisionnel combinant la
détection de I'lL-6 et des parametres morphocinétiques a été publié (Figure 4).

[l apparait qu’'une mise au point de la technologie Luminex® soit nécessaire pour
permettre la quantification des protéines dans les milieux de culture embryonnaire.
Seule une quantification précise autorisera linterprétation des résultats issus du
dosage de protéines dans le milieu de culture embryonnaire et la mise en évidence

d’'un potentiel biomarqueur de I'implantation embryonnaire.

Une alternative a l'utilisation des méthodes de dosage immuno-enzymatiques
serait la recherche ciblée de ces protéines par spectrométrie de masse. En effet, la
spectrométrie de masse est une technologie trés sensible et spécifique permettant de
rechercher et quantifier des molécules avec un seuil de quantification trés bas lorsque

la recherche est ciblée.
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De plus en plus de couples sont confrontés a des problemes d’infertilité et
nécessitent une prise en charge en AMP. Dans le cas de la FIV et de I'lCSlI, la sélection
de 'embryon ayant le meilleur potentiel implantatoire est devenu un challenge médico-
économique majeur. Historiguement, le choix de 'embryon a transférer est basé sur
une évaluation morphologique quotidienne et les criteres de sélection embryonnaires
varient en fonction du stade embryonnaire auquel a lieu le transfert. Cette évaluation
morphologique souffre de variation inter et intra-observateur importante et d'un
caractere prédictif du potentiel implantatoire embryonnaire limité. Dans cette optique
d’amélioration de la sélection embryonnaire, il est apparu essentiel de mettre en
évidence de nouveaux types de marqueurs de sélection embryonnaire répondant a

des exigences de performance et de standardisation élevés (70).

Le PGS semble étre une technique fiable d’amélioration de la sélection
embryonnaire par la connaissance du statut chromosomique embryonnaire.

Cependant, en plus d’étre invasives, ces techniques ne sont pas autorisées en France.

L’étude des parametres morphocinétiques embryonnaires permettent une
réduction de la variabilité inter et intra-observateur dans I'annotation embryonnaire tout
en garantissant des conditions de culture embryonnaires optimales. De plus,
l'utilisation de systémes time-lapse permet I'éviction d'un plus grand nombre
d’embryons a faible potentiel implantatoire en comparaison de la morphologie
classique. En revanche, aucun parametre ou algorithme basé sur la morphocinétique
embryonnaire et prédictif de I'implantation n’a a ce jour pu étre défini comme utilisable

par 'ensemble des laboratoires.

Une autre piste consiste en la détection de biomarqueurs prédictifs de
l'implantation embryonnaire dans le milieu de culture embryonnaire. Que ce soit pour
des marqueurs métaboliques, des acides nucléiques ou des protéines, les
technologies disponibles souffrent d’'un manque de sensibilité et de reproductibilité
empéchant leur utilisation en pratique courante. Cependant, le développement et
I'amélioration des techniques existantes laisse envisager une utilisation prometteuse

de ce type de marqueurs.
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NOM : REIGNIER PRENOM : ARNAUD

Titre de these : Evaluation non invasive de la qualité embryonnaire

L’Assistance Médicale a la Procréation a pour but la naissance d’un enfant en
bonne santé. La sélection de I'embryon a transférer au cours d’'une Fécondation In
Vitro repose actuellement sur I'évaluation morphologique quotidienne, critere peu
sensible et prédictif de I'implantation. En 'absence d’autorisation du dépistage des
anomalies chromosomiques embryonnaires en France, il est primordial de mettre en
évidence de nouveaux marqueurs non invasifs de la qualité et du potentiel
implantatoire embryonnaire. L'analyse de la morphocinétique embryonnaire et la
recherche de biomarqueurs dans le milieu de culture par analyse métabolomique,
protéomique ou génomique constituent des approches prometteuses bien qu’aucun
parameétre ne soit encore utilisable en routine. Une amélioration des technologies

existantes est nécessaire pour permettre 'utilisation de tels parametres.
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