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INTRODUCTION

L’assistance médicale a la procréation (AMP) est un ensemble de techniques qui
permettent de pallier aux difficultés a concevoir. Elle remédie aux difficultés de rencontre
entre le spermatozoide et I’ovocyte sans nécessairement traiter la cause. En France, en
2013, on dénombrait 23651 enfants nés grace a I’AMP soit environ 2,9% des naissances.
Selon I’agence de la biomédecine (ABM), la part des naissances issues de ces techniques ne

cessera d’augmenter et environ 1 couple sur 10 aura recours a ’AMP.

Parmi les techniques d’AMP, la fécondation in vitro (FIV) et la micro-injection intra
cytoplasmique de spermatozoides (ICSI) font partie des solutions permettant de répondre
aux problemes d’infertilité de certains couples. Ces deux techniques permettent d’obtenir

une fécondation au laboratoire et d’aboutir a la formation d’embryons en culture.

La culture embryonnaire jusqu’a un stade blastocyste, stade prolongé correspondant au
5¢me jour de développement par rapport au 3°™ jour constitue également une avancée.

Ceci permet une sélection des embryons au potentiel implantatoire plus élevé.

D’autres techniques permettent la cryoconservation des embryons surnuméraires viables
pour leur utilisation lors d’un prochain cycle. Ce sont la congélation lente et la vitrification.
Ces techniques augmentent les chances cumulatives de grossesse par cycle de FIV/ICSL
Lorsque le transfert en frais aura échoué ou aura été différé ou en cas de succes de celle ci,
la congélation donne la possibilité de mettre en route un nouveau transfert sans repasser par
I’étape stimulation- ponction. En 2013, 16 % des naissances li¢ées a I’AMP sont issues
d’une cryoconservation selon I’ABM.

L’autorisation de la vitrification en France est récente. Les réserves portaient sur un
¢ventuel risque de toxicité dii aux concentrations trés élevées en cryoprotecteur et un
éventuel risque sanitaire li¢ a la possibilité de transmission virale au contact de 1’azote
liquide utilisé. C’est a partir de 2010, apres révision de la loi de bioéthique et un avis
favorable de I’ABM que les centres d’AMP ont eu acces a cette technique au bénéfice des
couples. L’innocuité et la supériorité de la vitrification par rapport a la congélation lente ont
par ailleurs été démontrées dans la littérature a plusieurs reprises (Wennerholm et al. 2009)
(Vanderzwalmen et al. 2006) (AbdelHafez et al. 2010). Le taux de survie des blastocystes
apres réchauffement est significativement meilleur pour la vitrification (Kuwayama et al.

2005) (AbdelHafez et al. 2010). Le transfert aprés réchauffement d’un embryon congelé



donne des taux de grossesse comparables aux transferts frais. Cette technique a
progressivement supplanté la congélation lente et peut étre proposée comme une alternative
au transfert frais notamment apres échec d’une premicre tentative de transfert en cycle frais
(B. S. Shapiro et al. 2014b).

Cependant, ces résultats demeurent trés hétérogeénes suivant les centres et les facteurs qui
influencent les issues apres réchauffement ne sont pas consensuels. Pour notre part, nous
avons opté pour la vitrification fin 2011. Les embryons sont vitrifiés majoritairement au

stade blastocyste.

Nous avons voulu par ce travail déterminer les facteurs cliniques et/ou biologiques
prédictifs de naissances vivantes apres transfert d’un blastocyste vitrifié puis réchauffé. Les
résultats de cette étude seront exposés apres un bref rappel sur les généralités de la FIV et

du transfert d’embryon vitrifié.



PARTIE I: Généralités sur la FIV et le Transfert d’Embryon
Congelé

L’organisation mondiale de la santé¢ (OMS) définie I’infertilit¢é comme I’inaptitude
pour un couple a concevoir ou de mener une grossesse a terme au bout de douze mois ou
plus de rapports réguliers et en 1’absence de contraception (OMS, 2010).

Depuis la naissance en 1978 du premier enfant congu grace a la FIV, le traitement
de I'infertilité a considérablement évolué (Edwards, Steptoe, et Purdy 1980).

La fécondation est la rencontre d’un spermatozoide avec un ovocyte aboutissant a une
cellule unique. Cette rencontre a lieu au tiers supéro-externe de la trompe (Figure 1). Pour
cela le spermatozoide a du migrer dans les voies génitales féminin et acquérir une étape de
maturation membranaire : la capacitation, indispensable a la fécondation. De Ia
fécondation de 1’ovocyte découle la formation d’un embryon qui s’implantera six jours plus

tard dans la cavité utérine. Dans le cadre de la FIV cette rencontre a lieu au laboratoire.
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Figure 1 : De la fécondation a I’implantation
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I. La fécondation in vitro
La FIV se déroule en plusieurs étapes.

A. Recueil des ovocytes

* La stimulation ovocytaire controlée

Afin de multiplier les chances de succés pour chaque cycle de FIV, il est important de
disposer d’un nombre important d’ovocytes. La stimulation ovocytaire en prenant le
contrdle sur le systéme hypothalamo-hypophysaire permet le développement de plusieurs
follicules en méme temps. Elle se fait par I’injection quotidienne sous cutanée d’hormones
hypophysaires : FSH (Follicule Stimulating Hormone) plus ou moins LH (Luteinizing
Hormone). Le blocage de ’ovulation spontanée peut se faire par un antagoniste de la
GnRH (Gonadotropin-releasing hormone) ou un agoniste de la GnRH apres
désensibilisation de I’hypophyse en fonction du protocole (figure 2). Cette stimulation doit
étre controlée afin d’éviter tout risque d’emballement du systéme hypothalamo-
hypophysaire conduisant au syndrome d’hyperstimulation ovarienne (SHO). Ainsi, le suivi
de la croissance folliculaire est réalis¢ régulicrement par des dosages hormonaux :
(Estradiol (E2), Hormone luténisante (LH), Progestérone (Pg) et par échographie pelvienne.
Ce monitorage permet également d’estimer la date optimale pour le déclenchement de
I’ovulation.

Dans un cycle naturel, I’ovocyte reprend sa division méiotique et expulse un premier
globule polaire (GP) lors d’un pic de LH. Cette maturation est indispensable a la
fécondation. En cycle stimulé, le déclenchement est réalisé par I’injection d’hCG (human
Chorionic Gonadotropin). L’hCG a une homologie de sous unité béta avec la LH mimant le
pic de LH avant I’ovulation. Ceci conduit a une élévation en progestérone et autres facteurs
utiles a la maturation ovocytaire. L’ horaire du déclenchement va déterminer 1’horaire de la

ponction.

* La ponction ovocytaire
La ponction ovocytaire se déroule 36 heures apres le déclenchement donnant le temps a une
maturation ovocytaire satisfaisante. Au dela, le danger vient du risque d’ovulation
spontanée aboutissant & une ponction blanche. La ponction est réalisée au bloc opératoire
sans ou avec anesthésie. Les follicules sont récoltés a 1’aide d’une aiguille sous échographie

transvaginale. A la réception du liquide de ponction, les complexes cumulo-ovocytaires
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sont recherchés sous loupe binoculaire avec une micropipette et mis dans un milieu de

culture optimisé en glucose et acides aminés et placés dans un incubateur a 37°C.

Jours Jl S S2 S3 S4 S5 S6 ST S8 S9 SI0 SII S12 S13 S14 S19 30
FSH (ene1so a 225 uny R X X X X X X X X X X X ! }‘{ rl
Antagossne GnRH ([ X X X X X X \ A v
~ ! , ( N G
hCG L X 1 S
E2LHPg E X X X ! I
N 4] k
Echographie X X X N T

Figure 2 : Exemple d’un protocole antagoniste en vue d’une FIV/ICSI

B. La préparation des spermatozoides (la capacitation)

Les spermatozoides sont recueillis par masturbation le méme jour que la ponction. Ils ne
sont pas fécondants. L’aptitude a féconder est obtenue apres le bon déroulement de la
capacitation.

In vivo, la capacitation est acquise naturellement lors de la migration dans les voies
génitales de la femme. Elle correspond a une maturation fonctionnelle du spermatozoide au
contact de la glaire cervicale. Celle ci permet de sélectionner les spermatozoides en
fonction de leur mobilit¢ et de leur morphologie. La glaire joue un réle de barriere
empéchant les spermatozoides morts, les cellules germinales, les leucocytes, les
macrophages, les éventuelles bactéries et le plasma séminal de pénétrer dans 1’utérus.
L’¢limination du plasma séminal autour du spermatozoide et les modifications
phospholipidiques de la paroi intra-membranaire découvrent les récepteurs indispensables a
la reconnaissance de I’ovocyte. Ceci ouvre la possibilité¢ au spermatozoide de se fixer a la
protéine ZP3 de la zone pellucide. Par la suite, lors de la réaction acrosomique, les enzymes
nécessaires a la pénétration dans 1’ovocyte contenue dans I’acrosome seront libérées.

Cette sélection de spermatozoides au potentiel fécondant doit donc étre reproduite in
vitro. La préparation de sperme consiste en une centrifugation du recueil sur un gradient de
densité contenant des billes de silices mimant la glaire cervicale. Cette épreuve permet de
sélectionner les spermatozoides en fonction de leur morphologie. Les spermatozoides
vivants normaux ayant une densité supérieure a 1,1 g/mL migrent vers le fond du tube. Au

terme de la préparation, le plasma séminal, les débris, les leucocytes et les spermatozoides

11



anormaux de densité inférieure a 1,1 g/mL sont ¢éliminés. Une épreuve de migration

ascendante (swim up) permet, en FIV classique de recueillir les spermatozoides les plus

mobiles et les plus aptes a féconder. Le spermatozoide acquiert alors une mobilité

hyperactive du flagelle et de la téte, témoin de la maturation et également de la qualité de la

préparation (figure 3).

3
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Figure 3 : Capacitation des spermatozoides sur un gradient et « swim-up »
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(1) Un maximum de 4 ml de sperme frais est déposé sur un gradient de densité (1mL

d’un milieu de silice a 50% et 1mL de 90%). (2) Le tout est centrifugé pendant 15

minutes a 1800 tours/minutes. (3) Les éléments contenus dans le sperme migrent en

fonction de leur densité. Les spermatozoides normaux se retrouvent au fond du tube.

(4) Les débris, spermatozoides anormaux, leucocytes et plasma séminal se retrouvent

dans le surnageant et sont éliminés. (5) Aprés une épreuve de lavage, une épreuve de

migration ascendante est réalisée en ajoutant délicatement au dessus du culot environ

500 pL de milieu de culture de spermatozoides. (5,6) L’ensemble est incubé pendant

une heures a 37°C laissant les spermatozoides les plus mobiles migrer vers le haut

(swim-up).
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C. La mise en contact des ovocytes avec les spermatozoides

La mise en contact des spermatozoides peut étre réalisée de deux fagons selon la qualité des
spermatozoides : I’insémination ou la micro-injection. Le choix de la technique dépend des
paramétres du spermogramme le jour du recueil, par rapport aux critéres de I’OMS 2010.
La FIV classique correspond a 1’insémination dans un milieu de culture d’une centaine de
milliers de spermatozoides mobiles avec un ovocyte. La sélection du spermatozoide
fécondant se fait naturellement. La deuxiéme possibilité consiste en la FIV-ICSL
Elle nécessite une étape de micromanipulation des gameétes permettant 1’injection
directement dans I’ovocyte d’un spermatozoide sélectionné a 1’aide d’une micropipette

(figure 4).

FIV classique

Figure 4 : Mise en contact des gamétes

D. Culture embryonnaire

* Développement embryonnaire pré implantatoire
La fécondation est appréciée par la présence de deux pronucléi (PN) et ’expulsion d’un
deuxiéme globule polaire (GP) aprés 16 a 18 heures de culture. L’ovocyte fécondé devient

zygote aprés fusion des pronucléi et leur disparition. Puis surviennent les étapes de

13



segmentation cellulaire. Un clivage précoce (2 cellules) avant la 25°™ heure est un facteur
jugé positif pour une chance d’implantation. La segmentation se poursuit par la formation
d’un nombre croissant de blastomeres, la compaction au quatriéme jour définissant le stade

morula et finalement la formation du blastocyste au cinquiéme jour (figure 5).

Ovocyte mature Ovocyte fécondé a J1 Stade 4 cellules Morula Blastocyste expansé
aJds

Figure 5 : Développement embryonnaire pré implantatoire
GP : Globule polaire ; PN: Pronucléi; ZP: Zone pellucide ;

BE : Bouton embryonnaire ; TE : Trophectoderme ;

La qualit¢ du développement embryonnaire est évaluée quotidiennement selon sa
morphologie. De J2 a J3, on évalue le nombre de blastomére, leur régularité et le
pourcentage de fragmentation. De J4 4 J6, la classification de Gardner et Schoolcraft donne
une idée précise de la qualité du blastocyste (Gardner et al. 2000). L’embryon est apprécié
selon la qualité du développement du blastoccele, de la qualité du trophectoderme (TE) et

du bouton embryonnaire (BE) (Figure 6).

* Milieu de culture embryonnaire
Une meilleure compréhension du microenvironnement physiologique intra utérin ou évolue
I’embryon avant son implantation a permis le développement de milieux de culture
permettant la croissance des embryons jusqu’au stade blastocyste. La composition de ces
milieux en micronutriments est modifiée en fonction du développement embryonnaire
surtout avant et aprés la compaction des blastoméres a J4. Les milieux séquentiels sont
composés d’un premier milieu contenant une faible quantité de glucose et peu d’acides

aminés puis d’un deuxiéme milieu utilisé a partir du troisiéme jour, au contraire riche en
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glucose et en différents acides aminés(Gardner, Lane, et Schoolcraft 2002)(Lane et Gardner
2007). Les milieux globaux quant a eux posseédent tous les nutriments nécessaires au

développement de la fécondation jusqu’a I’implantation de I’embryon.

* Intérét de la culture prolongée

Le développement jusqu’a un stade blastocyste permet une sélection embryonnaire
naturelle.

Dans sa phase initiale, le développement est sous contrdle des génes maternels. Le contrdle
embryonnaire intervient lors de la mise en activité des geénes embryonnaires coincidant
avec la transition blastuléenne. Un défaut ou une perturbation de I’activation de la
transcription du génome embryonnaire devient alors un frein & son implantation. Il est
¢galement montré qu’une bonne morphologie précoce est peu prédictive du potentiel de
développement au stade blastocyste (Graham et al. 2000) (Guerif et al. 2007) (de los Santos
et al. 2014) et est moins discriminative des anomalies chromosomiques comparativement a
la morphologie au stade blastocyste (Magli et al. 2000). Les arréts embryonnaires entre J3
et J5 sont en grande partie dus a 1’aneuploidie des embryons(Demko et al. 2016). Le risque
d’annulation de transfert pour arrét de développement est évidemment significativement

plus élevé a J5 et J6 (Glujovsky et al. 2012).

E. Transfert embryonnaire frais

Le transfert d’embryon est le dépdt dans la cavité utérine de ’embryon au moyen d’un
cathéter. Au préalable, une consultation aura permis de repérer le trajet notamment au
niveau du col utérin a 1’aide d’un cathéter d’essai. De méme, une échographie permet la
mesure de la profondeur de I'utérus et de repérer les anomalies de positionnement. L’étude
de I’hystérosalpingographie, des conditions du transfert antérieur, et des éventuels
antécédents obstétricaux fait également partie des prérequis avant la réalisation du transfert
par le praticien. Les risques de grossesse extra utérine (GEU) sont plus élevés en cas de
transfert difficile.

Le transfert transcervical en lui méme se fait sous guidage échographique. Il permet de
placer ’embryon a I’aide d’un cathéter dans le fond utérin et de repérer l’arrivée de
I’embryon dans 1’utérus (visualisation d’une bulle d’air expulsée hors du cathéter).

Pour chaque tentative de FIV ou d’ICSI, plusieurs embryons sont mis en culture et au plus

deux embryons frais seront déposés dans 1’utérus. Le transfert d’un embryon frais se fera
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soit a un stade clivé a partir du deuxiéme jour de développement ou a un stade blastocyste
au 5°™ ou 6™ jour de développement. La stratégie du transfert embryonnaire repose sur
une évaluation clinico-biologique des facteurs pronostiques du couple. Ainsi seront pris en
considération 1’age de la patiente, le rang de la tentative, le nombre d’ovocytes fécondés au
premier jour et enfin le nombre et la qualité des embryons obtenues.

Classiquement, les patientes avec un moins bon pronostic auront un transfert de un ou deux
embryons a un stade clivé en dehors de toute contre indication a une grossesse gémellaire.
Les patientes de bon pronostic, en particulier les patientes jeunes (moins de 36 ans) auront
le transfert d’un seul embryon au stade blastocyste méme s’il y avait peu d’embryon de
bonne qualité a J2 (Papanikolaou et al. 2006)(Guerif et al. 2011). L’évolution des prises en

charge fait désormais proposer la culture prolongée de maniére systématique.

F. Embryons surnuméraires

Les embryons surnuméraires sont cryoconservés au stade blastocyste en fonction de leur
qualité de développement et de leur qualité morphologique. Ils pourront étre transférés lors
d’une nouvelle tentative. Les critéres morphologiques sont variables selon les centres et
I’histoire clinique de la patiente. La sélection morphologique au stade blastocyste est

globalement plus sévere que pour le transfert frais.
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B1
Blastocystes jeunes
Vol. blastocéle < 50 %

B2
Blastocystes jeunes
Vol. blastocéle > 50%

B3
Blastocystes expansés
Blastocéle >90%
Zone pellucide épaisse

B4

Blastocystes expansés
Zone pellucide fine

B5
Blastocystes en voie
d'éclosion

B6
Blastocystes éclos

Bouton Trophectoderme
Embryonnaire
A Nombreuses Nombreuses
cellules compactes cellules cohésives
B Quelques cellules Quelques cellules
laches laches
C Peu de cellules Peu de cellules

Figure 6 : Classification de Gardner et Schoolcraft
Systeme de classement en trois parties proposé par Gardner et Schoolcraft(Gardner
et al. 2000). L'expansion du blastocyste est évaluée sur une échelle de 1 a 6 en. Le
bouton embryonnaire (BE) est évalué sur une échelle de A a C, en fonction du
nombre et du degré de cohésion des cellules et le trophectoderme (TE) est évalué sur
une échelle de A a C selon le nombre, la taille, la forme et l'agencement des cellules
du trophectoderme. Les blastocystes avec une expansion >1 avec un score BE et TE

de A ou B sont considérés de bonne qualité. (Gardner et al. 2000)
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II. Le Transfert d’Embryon Congelé

A. Principe de la cryoconservation

Un embryon est compos¢ d’un ensemble de cellules, de molécules organiques et minérales
immergeant dans une solution aqueuse. La cellule est une unité fonctionnelle ou siegent de
nombreuses réactions enzymatiques et biologiques dépendantes de ’eau aqueuse autour.
Ces réactions fagonnent son développement et son activité. La cryoconservation a pour but
d’arréter le développement biologique des cellules sans compromettre la viabilité lors du
réchauffement. Le refroidissement a trés basse température et le maintien sous la
température de fusion (solidification) de I’eau intracellulaire aboutissent au ralentissement
de cette dynamique biologique. Cependant, lors d’une congélation, il existe deux
phénoménes physiques pouvant conduire a 1’altération et a la lyse cellulaire.

D’une part, le choc thermique modifie la perméabilit¢é membranaire et sa structure. La
congélation augmente la pression osmotique et entraine une déshydratation intracellulaire
ayant pour conséquence une réduction de son volume. La structure de la membrane
cellulaire s’en trouve ainsi fragilisée.

D’autre part, la congélation entraine une cristallisation de I’eau intracellulaire. Or, le
volume qu’occupe le cristal de glace formé est plus important que le volume initial de I’eau

aqueuse. Ce phénomene est I’élément le plus préjudiciable pour la viabilité cellulaire.

B. La congélation lente

Pour pallier a ces effets, la congélation lente a longtemps ¢été la méthode de référence. Elle
est utilisée depuis plus de 30 ans (Trounson et Mohr 1983). Le principe est un
refroidissement lent, contrdlé associé a une déshydratation lente de I’embryon au moyen de
cryoprotecteurs. Ces cryoprotecteurs ont pour role de limiter la formation de cristaux
intracellulaires de diminuer le volume des cristaux formés et de luter contre les effets
osmotiques. Cependant, les cryoprotecteurs utilisés sont des produits de natures toxiques
pouvant étre pénétrant (le Sulfoxyde de Diméthyle (DMSO), I'Ethyléne Glycol, Glycérol,
1,2 propanediol) ou non (le sucrose, glucose, fructose, raffinose, polyvinylpyrrolidone
(PVP), ficoll et plus généralement les macromolécules). La concentration intracellulaire en
cryoprotecteurs est proportionnelle a la vitesse de refroidissement. Un équilibre doit donc
nécessairement étre trouvé entre la vitesse de refroidissement et la concentration en

cryoprotecteurs toxiques.
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La congélation lente se décompose en plusieurs étapes. L’embryon est d’abord exposé dans
des bains a concentration faible et croissante en cryoprotecteurs. Ensuite, il est placé dans
une paillette évitant le contact direct avec 1’azote. La descente en température de - 2°C par
minutes est alors contrélée au moyen d’un congélateur cryogénique jusqu’a atteindre -7°C.
A cette température, la cristallisation est induite limitant le phénomeéne de surfusion (état
d’équilibre métastable entre liquide et solide de la solution pendant la transition de phase
pouvant engendrer des 1ésions cellulaires).

Le refroidissement se poursuit alors a -0.3°C par minutes jusqu’a la température de
nucléation (Th) —40°C. Enfin, la paillette contenant I’embryon est plongé directement dans
de I’azote liquide a -196°C. Lors de la décongélation, la réhydratation lente de I’embryon
se fait par le passage de I’embryon dans plusieurs milieux de cryoprotecteurs a
concentration décroissante (Figure 7). Ainsi, par cette méthode peu ou pas de cristaux

intracellulaires sont formés améliorant la survie aprés décongélation.

C. La vitrification

e Définition

La vitrification est un procédé de cryoconservation ultrarapide permettant le passage d’un
¢tat liquide vers un état vitreux (solide amorphe dont les atomes sont désordonnés) et
limitant la formation de cristaux. Ce procédé est utilis¢ depuis longtemps pour la
cryoconservation des embryons de mammiferes et développé a partir des années 1990 pour
I’AMP.

Au contraire de la congélation lente, la vitrification nécessite une concentration importante
de cryoprotecteurs (Figure 7). La déshydratation et la descente en température est
ultrarapide de 37°C a -196°C dans 1’azote liquide mais ne doit pas compromettre la
viabilité de la cellule. L’exposition aux cryoprotecteurs pénétrant (Ethylene glycol, DMSO)
augmente la viscosité intracellulaire jusqu’au seuil nécessaire pour produire un état vitreux,
qui sera maintenu lors du refroidissement et du réchauffement embryonnaire. Une courte
exposition aux cryoprotecteurs, permet de minimiser leur toxicit¢ potentielle
(Vanderzwalmen et al. 2006). Les cryoprotecteurs non pénétrants ont un pouvoir osmotique
¢levé permettant une déshydratation intracellulaire modérée et donnant un aspect rétracté
au blastocyste. La ré-expansion de celui-ci se fera au moment du réchauffement avant le

transfert.
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Figure 7 : Diagramme de phases en fonction de la concentration en cryoprotecteurs.

L’augmentation de la concentration en cryoprotecteurs |Cp] entraine une
diminution de la température de fusion (Tm) et de nucléation (Th) et
augmente la température de transition vitreuse (Tg). (1) Induction de la
cristallisation a -7°C. (2) Descente brutale en température par passage
dans [’azote liquide. Entre la courbe Tm et Th se trouve une zone
métastable de surfusion ou ['eau est a [’équilibre entre un état liquide et
un état solide et ou il se forme des foyers de nucléation responsable de la
cristallisation. Entre la courbe Tm et Tg se trouve une zone de probabilité

de cristallisation importante a éviter lors d’une procédure de vitrification.

* Les systémes de vitrifications
En systéme dit « ouvert », ’embryon est directement mis en contact avec ’azote liquide.
La descente en température est alors de I’ordre -20000°C/min. Plus cette vitesse de
refroidissement est rapide moins il y aura de formation de cristaux (figure 7). Néanmoins,
il existe un risque théorique de transmission microbiologique croisée via 1’azote liquide
(Bielanski et al. 2000). Cette menace est résolue par le développement des systémes
« fermés ». En systeme « fermé », I’embryon est isolé hermétiquement de 1’azote liquide.
Pour étre conforme avec la législation frangaise, notre centre utilise un systéme de
vitrification fermé. Le protocole se décompose d’une premiére étape ou 1I’embryon est
plongé dans des milieux successifs de cryoprotecteurs. Puis, ’embryon est fixé par

capillarit¢ a 1’aide d’une loupe dans un petit orifice situé au bout du dispositif Rapid I
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(figure 8). Le tout est enfin inséré dans une paillette pré-équilibrée a -196°C puis scellée
hermétiquement et plongé apres fermeture dans 1’azote liquide. La descente en température

est moins rapide qu’en systeme ouvert, soit environ -1000°C/min a — 2000°C/min.

Temp(°C)

0,3ml
RapidVit
Blast 2

>0 1]

ﬁ3 ml
RapidVit
Blast 1
-10 min

+37°C

,3 ml
RapidVit

Blast 3 -196°C
45S
tps (sec)

Figure 8 : Protocole de vitrification des blastocystes

(A) : Cryoprotecteurs Rapid Vit Blast. (B): Sous loupe
binoculaire grossissante une microgoutte contenant
I’embryon est déposée sur la gouttiecre du dispositif
« Vitrosafe plug». (C): Le dispositif est inséré dans la
paillette haute sécurité se trouvant dans 1’azote liquide et
Pextrémité distale est fermée hermétiquement par soudure
thermique. (D) : La paillette haute sécurité est finalement
placée dans une cuve cryogénique.

Protocole Vit Blast (Vitrolife® Géteborg, Suéde).

* Comparaison entre systeme de vitrification fermé et ouvert
Il n’y a pas de différences significatives sur les taux de survie et les taux de naissance entre
ces deux systémes d’apres Panagiotidis et al. 2013 et Desai et al. 2013(Panagiotidis et al.

2013)(Desai et al. 2013).
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Systeme ouvert Systeme fermé
(cryoloop) (Rapid-1)

[ A s T i
-

+ Boucle en nylon + Orifice en plastique
Description + Embryon en contact direct avec + Pas de contact direct avec
I'azote liquide I'azote liquide
Vitesse de ° : o p
refroidissement > 20 000°C /min 1220°C/min
Vitesse de ° : ° .
réchauffement 45 000°C/min 7700 *C/min

D’apres (Desai et al., 2013)

Figure 9 : Comparaison entre systeme de vitrification fermé et ouvert

* Avantages de la vitrification par rapport a la congélation lente de blastocyste

Deux méta-analyses font état de la supériorité biologique et clinique de la vitrification par
rapport a la congélation lente. La méta-analyse de Loutradi et al. 2008 portant sur 6637
blastocystes cryoconservés soit par vitrification (n=6409) ou par congélation lente (n=228)
montre un taux de survie aprés réchauffement de 89,8 % (5763/ 6409) contre 75,4 %
(172/228) respectivement, odd ratio 2,20 (IC= 1.53- 3.16) (Loutradi et al. 2008).

La méta-analyse de AbdelHafez et al. 2010 trouve un taux de grossesse clinque de 34,7%
(66/190) pour la vitrification contre 27,1% (94/ 347) pour congélation lente, odd ratio de
1,82 (IC = 1.04-3.20) (AbdelHafez et al. 2010).

Par ailleurs la vitrification présente deux avantages non négligeables. Elle permet un gain
de temps : 15 min contre 3 heures de congélation lente. Elle est moins onéreuse puisqu’elle
ne nécessite pas 1’acquisition et la maintenance d’un automate de congélation et consomme

moins d’azote liquide.

D. Le transfert différé « Freeze all »

La vitrification des embryons au stade blastocyste grace a des taux de survie proche de
100% permet de disposer de tous les embryons d’une cohorte. Elle donne une grande

flexibilité dans le déroulement de I’AMP.
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En cas de risque de syndrome d’hyperstimulation ovarienne (SHO), I’arrét des
gonadotrophines et 1’annulation du cycle sans déclenchement ont été la régle. En effet,
I’hCG a une activité lutéotrope plus ¢élevée et plus prolongée que la LH. Elle se fixe au
méme récepteur que la LH avec une affinité plus importante et une demi-vie de 6 jours.
Cette activité stimule la production de VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) par les
cellules de la granulosa lutéinisée entrainant une augmentation prolongée de la perméabilité
vasculaire en partie responsable du SHO (Lamazou et al. 2011)(Boothroyd et al. 2015). Le
taux d’hCG plasmatique le lendemain du déclenchement est corrélé a la survenue de SHO
comme le montre Shapiro et al. 2005 (Shapiro B, et al. 2005). Cependant, lorsque le risque
de SHO reste modér¢, il est possible de maintenir la ponction, en diminuant ou arrétant les
doses de gonadotrophine et de déclencher I’ovulation au moyen du Décapeptyl® (agoniste
de la GnRH) moins dangereuse que I’hCG. Par son effet flare up, le Décapeptyl® provoque
un pic de LH permettant le déclenchement de I’ovulation. Ceci n’est possible que pour les
protocoles n’utilisant pas d’agoniste de la GnRH. L’ensemble des ovocytes ou embryons
viables formés seront alors congelés pour un prochain cycle car la phase lutéale dans ce
contexte est complexe a substituer. La grossesse est aussi un élément aggravant par
production d’hCG endogene trophoblastique (SHO dite secondaire ) (Boothroyd et al.
2015).

Les patientes ayant un taux de progestérone élevé (> 1,5 pg/ml) le jour de I’injection de
I’hCG ont un taux de grossesse clinique et d’implantation plus faible (Xu et al. 2012)(Hill
et al. 2015). Cette élévation serait due a une trop bonne réponse ovarienne lors de
I’hyperstimulation contr6lée ayant pour conséquence une production excessive de
progestérone folliculaire et non lutéale (Xu et al. 2012). L’¢élévation prématurée de la
progestérone aurait pour conséquence une altération de la réceptivité utérine du fait du
déplacement de la fenétre implantatoire.

Ces femmes bénéficieront également d’une congélation de 1’ensemble des embryons et
d’un transfert lors d’un prochain cycle avec une préparation endométriale optimale (Healy

etal. 2015).

E. Préparation au transfert et a ’implantation

* Le cycle utérin
Il se décompose en trois parties. La phase menstruelle qui signe le début du cycle

correspond a 1’¢élimination de I’endometre lors du saignement utérin (les régles) pendant 2 a
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5 jours. La phase folliculaire, cestrogéne dépendante permet la reconstruction de
I’endométre jusqu’a Povulation au 14°™ jour. La phase lutéale (ou sécrétoire) prépare a
I’implantation embryonnaire. Lors de ’ovulation, au 14°™ jour, 1’ovaire passe d’une
production d’cestrogeénes seuls & une production mixte d’cestrogénes et de progestérone.
Cette sécrétion hormonale modifie la structure de I’endometre. Celui-ci devient réceptif au
blastocyste. Ceci n’est possible uniquement pour une période limitée appelée fenétre
implantatoire. Cette fenétre débute au 7°™ jour aprés I"ovulation (pic de LH ou jour de la
ponction en cycle de FIV) et se termine 4 jours apres.

Par ailleurs, les cestrogénes augmentent les contractions péristaltiques de I’endometre. Par
rapport a un cycle naturel, la stimulation multi-folliculaire entraine des taux
supraphysiologiques d’cestrogénes et donc augmente le nombre de contractions par minute
diminuant les chances d’implantation (Zhu, Li, et Xu 2012). Au contraire, la progestérone
réduit ces contractions péristaltiques. Cette action qu’a la progestérone dépend de sa
concentration et de la durée d’exposition de I’endometre. Ceci peut aussi contribuer aux
raisons pour lesquelles le transfert frais d’un embryon a J3 de développement a moins de

chance d’implantation et de grossesse par rapport a un embryon a J5.

* La préparation endométriale avant transfert d’embryon
Elle a pour objectif de préparer I’endomeétre a 1’accueil du blastocyste en déterminant le

moment idéal pour réaliser le transfert.

a) En cycle de TEC, elle peut étre exécutée de trois maniéres :

1. Un cycle naturel est possible lorsque la femme a un cycle régulier et une
ovulation normale. Le principal avantage est 1’absence de substitution
hormonale. Cependant, il est nécessaire d’avoir un suivi rapproché du
cycle notamment au moment de 1’ovulation avec des dosages hormonaux
et des échographies pelviennes réguliéres afin d’optimiser au mieux le
jour du transfert.

2. Un cycle substitué avec un traitement hormonal séquentiel a notre
préférence pour plusieurs raisons :

* Le protocole est simple : 11 débute au premier jour du cycle via un
traitement par cestrogéne par voie vaginale, orale, ou patch
transdermique. Ceci inhibe presque toujours 1’ovulation et dans le

méme temps entraine 1’accroissement de I’endometre jusqu’a une
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épaisseur a 8§ mm. Cette stimulation induit également la
formation de récepteur a la progestérone au niveau de
I’endomeétre. La durée optimale de stimulation cestrogénique
avant le début du traitement par progestérone n'a pas été établie
mais 5 a 7 jours semblent étre suffisant chez les patientes normo-
répondeuses. L’association a un traitement par progestérone par
voie vaginale permet de rentrer en phase sécrétoire. Le transfert
d’un blastocyste congelé (J5/J6 de développement) a lieu au 7™
jour de traitement par 1’association progestérone et cestrogéne
pour étre synchrone avec la fenétre implantatoire.

* Un cycle substitué procure une grande flexibilit¢é sur la
programmation du jour du transfert par la flexibilit¢ de
I’introduction de la progestérone.

e Il diminue la surveillance biologique et le monitorage
échographique.

3. Certains centres d’AMP associent au cycle substitué un traitement par un
agoniste de la GnRH afin de supprimer totalement la fonction ovarienne
et ainsi éviter les ovulations prématurées (Ghobara et Vanderkerchove

2008).

b) Le transfert d’un embryon frais donne moins de marge de manceuvre pour
adapter la fenétre implantatoire théorique au stade de développement de
I’embryon. Il est possible d’améliorer les taux d’implantation par une
supplémentation en progestérone. Le soutien de la phase lutéale par
progestérone a un intérét certain en terme de grossesse clinique et de naissance.
D’autres protocoles de soutien de la phase lutéale ont également ét¢ décrits sans

démontrer un réel gain (van der Linden et al. 2015).

* L’implantation
L’implantation est une part fondamentale de la procédure de FIV. Elle correspond a une
interaction complexe entre le trophoblaste et 1’endométre maternel conduisant a la

eme

formation du placenta. L’implantation débute au 5°™ jour (132°™ h) de développement

embryonnaire par une série d’événements indispensables a son bon déroulement :
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L’orientation du blastocyste se fait de telle sorte que le bouton embryonnaire fait

face a I’¢épithélium de I’endometre.

- L’éclosion du blastocyste (ou « hatching ») correspondant a la perte de sa zone
pellucide par I’action d’une protéase sécrétée par les cellules trophoblastiques.

- L’apposition du blastocyste se fait au niveau du 2/3 supérieur et postérieur de
I’utérus. Cette phase instable permet un dialogue materno-feetale au moyen de
facteurs d’implantation : Interleukine (IL1), facteurs de croissance épithéliale
(EGF), facteur d’inhibition de la leucémie (LIF) et facteurs de stimulation des
colonies (CSF). L’apposition est possible uniquement pendant la fenétre
implantatoire ou la réceptivité de I’endométre est maximale.

- L’adhésion correspond a une interaction physique stable du blastocyste avec
I’endométre aux moyens des ligands (IL1, LIF, EGF.. .).

- L’envahissement correspond a I’invasion des cellules du TE suivi par le BE entre

les cellules épithéliales de I’endometre puis au travers de la membrane basale. Le

TE va devenir cyto-trophoblaste et former le placenta.

Dés le début de I’implantation, le trophoblaste sécréte une quantité croissante d’hCG
pouvant étre détectée dans le plasma des le huitiéme jour aprés le transfert. Cette hormone
est a ’origine du maintien du corps jaune produisant la progestérone indispensable au
maintien de la muqueuse utérine. Au douziéme jour, I’embryon a entiérement fusionné avec

I’endomeétre.

Un dosage plasmatique ou sérique de PhCG est réalis€¢ au onziéme et treizieme jour post
transfert. Si ce dosage est positif un suivi est nécessaire toutes les 48 h et une échographie
obstétricale est réalisée a cinq semaines. La présence d’un sac gestationnel témoigne d’une
implantation embryonnaire et la présence d’une activité cardiaque signe une grossesse
évolutive. En I’absence d’implantation, le corps jaune régresse et les taux d’oestrogenes et

de progestérone diminuent provoquant les regles.
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PARTIE II : Etude Expérimentale

I. Introduction

Les deux principales complications de I’AMP sont les risques de grossesse multiple et de
syndrome d’hyperstimulation ovarienne (SHO).

Les risques liés a une grossesse multiple touchent autant la mére que 1’enfant. Pour la mere,
les risques sont non négligeables : le développement d’une toxémie gravidique, d’un
diabéte gestationnel ou d’une hémorragie lors de I’accouchement. Pour I’enfant les
conséquences sont principalement la fausse couche, la prématurité avec une morbi-
mortalité périnatale, ’hypotrophie et les malformations. Certes le transfert simultané de
plusieurs embryons augmente les chances de grossesse, mais il augmente aussi
considérablement la probabilit¢ de grossesse multiple. Il est donc rationnel de réduire le
nombre d’embryons a transférer par tentative.

Le SHO est une complication fréquente liée a I’AMP mettant en jeu le pronostic vital. La
survenue d’une grossesse au décours d’une SHO aggrave ce syndrome par la sécrétion
d’hCG trophoblastique. Les risques sont 1’accident thromboembolique, la rupture
hémorragique de I’ovaire, la détresse respiratoire, le collapsus ou 'aggravation d’une ascite.
Il est tout aussi logique de ne pas transférer d’embryon en cas de SHO afin d’éviter les
SHO secondaires (Boothroyd et al. 2015).

Le développement de la cryoconservation et plus spécifiquement de la vitrification
contribue a I’amélioration des pratiques par une politique de transfert embryonnaire plus
restrictive. On accorde a la vitrification de meilleurs taux de survie aprés décongélation et
un meilleur taux de grossesse apres transfert, par rapport a la congélation lente (Li et al.
2014). Le taux cumulé de naissances par cycle de FIV en prenant en compte les transferts
des embryons congelés devient un indicateur important (Luke et al. 2012)(McLernon et al.
2010).

Les résultats de la vitrification confortent la décision du clinicien. Ainsi pour éviter une
grossesse multiple il soutiendra le transfert d’un seul embryon et en cas de suspicion de
SHO il préferera différer le transfert pour un prochain cycle. La publication de plusieurs
¢tudes témoigne de cette évolution des comportements (Gardner et al. 2004) (Karlstrom et
Bergh 2007) (Ishihara et al. 2015) (Giorgetti et al. 2006). La vitrification des embryons est

devenue un outil incontournable dans le traitement de I’infertilité.
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Les connaissances sur le transfert d’embryon ont évoluées depuis quelques années. Le
transfert d’un blastocyste par rapport a un embryon au stade clivé donne de meilleurs taux
de naissance selon Papanikolaou et col (Papanikolaou et al. 2008). La méta analyse de
Glujovsky et col. 2012 qui synthétise les données de 23 études randomisées montre que ce
bénéfice de la culture prolongée était incontestable surtout lorsqu’on obtenait plusieurs
embryons de bonne qualité a J2 (Glujovsky et al. 2012). D’autres facteurs prédictifs
d’accouchement apres transfert frais ont été décrits. Dans une étude rétrospective, Dessole
et col. 2011 montrent que le transfert frais d’un blastocyste a J5 était de meilleur pronostic
qu’avec un blastocyste obtenu a J6. Ils montrent également qu’une obésité féminine définie
par un indice de masse corporelle (IMC) supérieur a 30, ou encore une intoxication
tabagique étaient défavorables a une naissance a terme d’un enfant en bonne santé
(Dessolle et al. 2011).

La sélection des blastocystes basés sur leurs qualités morphologiques est également a
prendre en considération(Van den Abbeel et al. 2013).

Mais peu d’études se sont penchées sur les facteurs pronostiques de naissance apres
transfert d’un blastocyste vitrifié réchauffé bien que cette configuration soit de plus en plus
pratiquée dans notre centre. L’intérét réside dans la possibilité de pouvoir optimiser nos
résultats et proposer aux couples ayant un moins bon pronostic une alternative améliorant

ainsi leur chance d’avoir un enfant.

Le but de notre étude était de déterminer les facteurs cliniques et biologiques permettant de

prévoir une naissance vivante apres transfert d’un blastocyste vitrifié.
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II. Matériels et Méthodes

Nous avons mené une étude rétrospective comprise entre le ler janvier 2013 et le 31

décembre 2014 au centre d’AMP du CHU de Nantes.

A. Critéres d’inclusion

L’analyse a porté sur les cycles de décongélation de blastocystes vitrifiés a J5 ou J6 de
développement. Les couples inclus dans 1’étude ont bénéficié d’une prise en charge
intraconjugale ou avec tiers donneur. Leurs consentements a la vitrification des embryons

et leur utilisation ont été obtenus au préalable.

B. Critéres d’exclusion

Nous avons décidé d’exclure de notre étude, les cycles aboutissant au transfert d’un
blastocyste vitrifié au 4°™ jour du développement (stade morula ou blastocyste) et les
cycles comportant le transfert d’embryon ayant bénéficié¢ d’une biopsie dans le cadre d’un
diagnostic génétique pré-implantatoire (DPI). Les cycles de transfert initiés et annulés pour
une raison autre que la lyse embryonnaire ont été¢ exclus de 1’étude. Les causes étaient
surtout une anomalie de I’endomeétre a 1’échographie, mais aussi des erreurs de traitements

ou des difficultés d’organisation.

C. Déroulement du cycle de stimulation

Un bilan hormonal au troisi¢éme jour du cycle comprenant le dosage sérique d’AMH, de
FSH, d’cestradiol et un compte des follicules antraux (CFA) ont été réalisés avant toute
prise en charge en AMP. Il permettait d’évaluer la réponse ovarienne sous traitement et les
chances de grossesse.

Les patientes ont toutes bénéficié d’un protocole de stimulation ovarienne contrdlé. Les
stimulations ont été réalisées par I’injection quotidienne sous cutanée d’hormone folliculo-
stimulante (FSH) soit recombinante (rFSH ; GonalF®, Merk Serono, France; Puregon®,
MSD, France) soit urinaire (uFSH, Fostimon®™, Genevrier, France) et/ou par I’injection de
gonadotrophine ménopausique humaine (hMH, Menopur®, Ferring, France). La dose
initiale de gonadotrophines a été personnalisée individuellement en tenant compte de 1’age

de la patiente, de son poids, son IMC, de sa réponse aux précédentes stimulations, des
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résultats du bilan hormonal, surtout de I’hormone anti mullerienne et du compte des
follicules antraux.

Les protocoles utilisant un antagoniste de la GnRH (Orgalutran® MSD, France ; Cétrotide®
Merk Serono, France) ont été choisis en priorité par rapport aux protocoles agonistes longs
ou courts.

Un traitement par acide folique (Spécialfoldine® Sanofi-Aventis®, France) était prescrit
systématiquement en pré-conceptionnel et en péri-conceptionnel afin de diminuer les
risques d’anomalies de fermeture du tube neural.

Dans le cas du protocole antagoniste, le traitement par FSH était débuté au deuxiéme jour
du cycle. Le blocage de I'ovulation spontanée était réalis¢é par un antagoniste de la
GnRH au 6™ jour de stimulation ou lorsqu’un des follicules avait atteint 14 mm de
diametre (Figure 2). Une préparation a la stimulation ovarienne était souvent réalisée lors
de la fin de la phase lutéale du cycle précédent afin de limiter le risque de sélection précoce
d’un ou d’un faible nombre de follicules. Ceci était proposé par la prise quotidienne
d’oestradiol (Provames® Sanofi-Aventis, France).

Dans le cas des protocoles agonistes, il était associé au traitement par FSH, un agoniste de
la GnRH (Décapeptyl®, Ipsen Pharma, France).

Le suivi était réalisé par un monitorage échographique (Sonosite Titan"™) associé 4 un bilan
hormonal au 5™ ou 6™ jour de stimulation et de maniére plus rapprochée en fin de
stimulation, ce qui permettait d’adapter le traitement en fonction de la réponse ovarienne et
de programmer le jour du déclenchement.

Le jour et I’horaire de déclenchement de 1’ovulation étaient déterminés en réunion clinico-
biologique. Pour ce faire, la patiente recevait une injection d’hCG recombinante
(Ovitrelle® Merk Serono, Suisse) ou en cas de syndrome d’hyperstimulation ovarienne ou
de signe de lutéinisation précoce : un analogue de la GnRH (Décapeptyl®, Ipsen Pharma,
France). Les critéres de déclenchement était I’obtention d’au moins 3 follicules de
diametre supérieur a 17 mm.

La ponction ovocytaire sous échographie transvaginale était réalisée au bloc opératoire a la
36°™ heure. A la réception de la ponction, les complexes cumulo-ovcytaires étaient
récupérés sous loupe avec une micropipette et déposés dans 0,5 mL de milieu de culture G-
IVF™ plus (Vitrolife®, Goteborg, Sueéde).

Trois heures apres, I’ensemble des ovocytes était inséminé par FIV ou par ICSI selon la
qualité du sperme recueilli (OMS, 2010). Lorsque la précédente tentative de FIV avait pour

résultat peu ou pas d’ovocytes fécondé€s par rapport aux ovocytes recueillis, la moitié des
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ovocytes étaient mis en fécondation par FIV et I'autre par ICSI. Les spermatozoides
pouvaient provenir d’une congélation de sperme (don de sperme ou cryoconservation) ou
d’un recueil de sperme le jour de la ponction.

Les ovocytes étaient ensuite placés individuellement en culture dans une goutte de 30
microlitres d’un milieu G-1"plus (Vitrolife® Goteborg, Suéde) recouvert d’huile de
paraffine. L’ensemble était mis en culture dans une étuve a 37°C sous atmosphere controlée
a 6% de CO2 et 5% d’0O2 ou dans I’Embryoscope® (Unisense Fertilitech, Aarhus,
Danemark). Cet automate permettait 1’incubation dans les mémes conditions
atmosphériques et un suivi du développement par la saisie d’images toutes les 15 minutes.
La fécondation était confirmée 19h apres, par la présence de deux PN et d’un deuxieme
globule polaire expulsé.

Au troisieme jour, les embryons de bonne qualité étaient placés dans une goutte de 30
microlitres de milieu G-2"™plus (Vitrolife® Goteborg, Suéde) recouvert d’huile de
paraffine.

L’évaluation de la qualité des blastocystes était réalisée quotidiennement de J4 a J6 en
double lecture par un biologiste et/ou un technicien expérimenté selon les critéres de
Gardner et Schoolcraft(Gardner et al. 2000). Les blastocystes étaient notés selon la qualité
de leur bouton embryonnaire (BE), de leur trophectoderme (TE) et du degrés d’expansion

du blastoceele (figure 6).

D. Stratégie du transfert frais

Un transfert différé (« freeze all) était décidé pour les patientes avec un taux de
progestérone supérieur a 1,5ng/ml le jour du déclenchement(Xu et al. 2012)(Hill et al.
2015). De méme pour les patientes avec un risque élevé de syndrome d’hyperstimulation
ovarienne. Dans ce cas tous les embryons étaient cryoconservés aprés 5 ou 6 jours de
culture au stade blastocyste.

Le transfert d’un blastocyste de bonne qualité a J5 était privilégié pour la majorité de nos
patientes. Les patientes jugées de mauvais pronostic, au vu de leur age >36 ans, du
déroulement des précédentes tentatives et du nombre d’ovocyte fécondé a J1 (< a 3)
pouvaient bénéficier le lendemain de la ponction, du transfert d’un ou deux embryons a un
stade clivé de développement. Les embryons surnuméraires étaient vitrifiés a J5 ou J6

permettant leurs utilisations lors d’un prochain cycle.
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E. Caractéristiques du cycle de transfert congelé

* La congélation des blastocystes
Le kit Rapid™Vit Blast (Vitrolife® Goteborg, Suede) était utilisé pour la vitrification des
blastocytes, selon la procédure recommandée par le fournisseur. Apres des bains successifs
en cryoprotecteurs, les blastocystes étaient placés dans une paillette haute sécurité et plongé
directement dans 1’azote liquide (figure 8). Les embryons ont été cryoconservés dans des
paillettes de vitrification hautes sécurités (Vitrolife® Goteborg, Suede) garantissant une
séparation physique de I’azote liquide. Ils ont été vitrifiés un par un pour garantir le respect

des temps d’incubation et permettre le transfert d’embryon unique.

* La préparation endométriale :

La préparation de I’endomeétre par un cycle substitué¢ a majoritairement été appliquée dans
notre centre. Le premier temps avait pour objectif une prolifération de I’endometre sous
imprégnation oestrogénique (Provames® , Sanofi-Aventis, France 1 comprimé 2 fois par
jour ; Vivelle-Dot® patch Novartis Pharma, France, 2 patch 75 microgramme tous les 3
jours). Le second temps débutait lorsque 1’épaisseur de I’endométre était supérieure a 8 mm
par I’ajout de progestérone intravaginale (Utrogéstan®, Besins International, France 200mg
1 capsule matin et 1 capsule le soir).

Le transfert était réalisé au 7°™ jour du traitement par progestérone. Ce traitement était
adapté puis poursuivi pendant 11 jours apres le transfert et pendant 12 semaines en cas de

grossesse.

* Leréchauffement et transfert embryonnaire
La décongélation des blastocystes vitrifié a J5 se faisait le matin méme du transfert ou la
veille du transfert selon le degré d’expansion du blastocyste lors de la congélation. Pour les
blastocystes vitrifiés a J6, la décongélation se faisait le jour méme. Le protocole de
réchauffement était celui décrit pour le kit Rapid™ Warm Blast (Vitrolife® Goteborg,

Suéde). Apres avoir été retiré de la paillette, le blastocyste était placé pendant 2 minutes

lTM 2TM

dans le milieu Warm Blast, puis 3 minutes dans le milieu Warm Blast et enfin 5 a

10 minutes dans le milieu Warm 3™

Blast. Ces milieux étaient pré-équilibrés a 37°C. Les
milieux Warm 1™ Blast et Warm 2™ Blast contenaient du sucrose comme cryoprotecteur

alors que le 3™ milieu n’en contenait pas.
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Immédiatement apres le réchauffement, les blastocystes étaient évalués en fonction de leur
morphologie expansés, rétractés ou lysés. Si le blastocyste était lysé, un autre embryon était
immédiatement décongelé en fonction des disponibilités.

La culture était poursuivie dans un milieu G2 Plus (Vitrolife® Goteborg, Suede) et placé
dans dans une étuve a 37°C sous atmosphére contrdlée a 6% de CO2 et 5% d’O2 jusqu’au
moment du transfert. Le choix de transférer un ou deux blastocystes était décidé
préalablement au vu de 1’dge de la patiente, d’une éventuelle contre indication a la
grossesse gémellaire, du nombre de blastocyste restant et du déroulement des précédents
cycles.

Le transfert de I’embryon était réalis€¢ au moyen d’un cathéter souple incurvé (Cook®,
Bloomington, USA), sous guidage échographique dans 'utérus de la patiente ou d’un
cathéter muni d’un mandrin métallique (setTDT®) lorsque la cathétérisation du col pour le
transfert de I’embryon était difficile.

Un dosage quantitatif de BhCG était réalisé a 11 jours et 13 jours apres le transfert. Lorsque
le test était confirmé positif, une échographie obstétricale entre 4 et 5 semaines permettait
d’authentifier une grossesse clinique par la présence d’un sac gestationnel intra-utérin ainsi
que la présence d’une activité cardiaque. Les naissances vivantes étaient rapportées par les
parents ou les médecins ayant suivi la grossesse au centre d’AMP et renseignées dans le

dossier informatique du couple.

F. Recueil des données :

Les données ont été extraites rétrospectivement de la base de donnée Médifirst® et a partir

des dossiers papiers.

* Caractéristiques des populations :
Les données suivantes ont été recueillies :

Pour la population féminine :

-Age, Poids, l'indice de masse corporelle (IMC), le taux d’hormone anti
mullérienne (AMH, Immunotech, MIS, Beckman Coulter),
-Le nombre de patientes avec une concentration sérique d’AMH

- Inférieur a 1,5 ng/ml

- Entre 1,5 et 5 ng/ml

- Supérieur a 5 ng/ml

34



-L’oestradiolémie et la concentration sérique de FSH (mUI/mL) a J3 (Cobas®,
¢lectrochimiluminescence ECLIA, Roche)

-1l était également recueilli: le statut ovulatoire (normal, dysovulatoire,
anovulatoire), l’intoxication tabagique (actif, sevré, jamais) et les causes de
I’infertilit¢ féminine: (mixte, syndrome des ovaires polykystiques (SOPK),
endométriose, insuffisance ovarienne primitive (IOP), tubaire et les troubles
ovulatoires).

Pour la population masculine : nous avons recueillis les antécédents d’intoxication

tabagique (actif, sevré ou jamais), la présence ou non d’anomalies importantes du
spermogramme selon les criteres de I’OMS 2010 rendant impossible la FIV
classique.

Pour le couple, nous avons recueillis les causes de I’infertilité (causes masculines,

causes féminines ou causes mixtes).

* Caractéristiques du cycle de FIV :
Les données suivantes ont été recueillies :
Le rang de la tentative en AMP.
La posologie de départ en gonadotrophine
L’utilisation ou non d’un protocole antagoniste
Le nombre de jours total de stimulation
La dose totale de gonadotrophines
L’oestradiolémie (pg/ml) le jour du déclenchement par hCG ou agoniste de la
GnRH.
Stratégie de mise en fécondation des ovocytes recueillis : FIV classique, ICSI, les
deux (moitié¢ FIV —moiti¢ ICSI)
L’issue du cycle de transfert frais (si transfert frais):

-Test de grossesse négatif (BhCG=0) ou positif (BhCG#0) déterminé au

11°™ jour post transfert ou au 13°™ jour ;
-Naissance ou pas d’un enfant.
-Transfert différé : « freeze all »

-Le nombre de blastocystes vitrifiés a J5
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* Caractéristiques du blastocyste transféré
Les données suivantes ont été recueillies :
Le jour de vitrification du blastocyste J5 ou J6
La date de réchauffement du blastocyste: le jour du transfert (J) ou la veille (J-1)
Le degré d’expansion du blastocyste, du bouton embryonnaire (BE) et du
trophoectoderme (TE) selon la classification de Garner et Schoolcraft (figure 6)

Le caractére expansé ou rétracté du blastocyste au moment du transfert

* Caractéristiques du cycle de transfert d’embryon congelé
Les données suivantes ont été recueillies :
Le rang de la tentative de transfert d’embryon congelé
La durée du traitement par oestradiol avant 1’introduction de la progestérone
La durée totale de traitement par oestradiol
La durée de traitement par 1’association oestradiol et progestérone avant le transfert

L’épaisseur de ’endométre au jour de I’ovulation

G. Ciritéres de jugement

Le critéere de jugement principal était le taux de naissance vivante (TNV) défini par le
nombre d’accouchement ayant abouti a au moins un enfant vivant exprimé par 100 cycles
initiés de décongélation. Le critere de jugement secondaire était le taux de grossesse
clinique par cycle de décongélation (TGC) défini comme le nombre de grossesse avec la
présence d’un sac gestationnel ou plus objectivé a 1’échographie transvaginale incluant les
grossesses extra utérines (GEU) (Zegers-Hochschild et al. 2009). Le taux d’implantation
¢tait défini comme le nombre de sacs gestationnels observés divisé par le nombre

d'embryons transférés(Zegers-Hochschild et al. 2009).

H. Analyses statistiques

Un test-t de Student a été réalisé sur les variables continues pour comparer les moyennes.
Les variables qualitatives ont été analysées par un test de Fisher exact afin d’évaluer leurs
indépendances. Nous avons mené une analyse de régression logistique automatisée
(« stepwise ») sur les cycles de transfert d’un seul embryon: «single embryo transfer »
(SET). Pour notre modéle de régression logistique nous avons choisis les paramétres a

analyser en fonction de leur pertinence et en fonction d’un degré de significativité p
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inférieur a 0,1 des différentes analyses comparatives réalisées. La variable dépendante était
une naissance aprés transfert de blastocyste vitrifié. Le logiciel de statistique MedCalc®
version 16.2.1 (MedCalc Software, bvba, Ostend, Belgium) a été utilisé pour I’ensemble de
ces analyses statistiques. Une valeur de p<0,05 était considérée comme statistiquement

significative.
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IT1. Résultats

A. Flowchart des issues cliniques et survies immédiates apres 775 cycles de

décongélation.

Au total, 775 cycles de décongélation d’embryon vitrifié au stade blastocyste a J5 ou J6 ont

été réalisés. La figure 11 présente la répartition de ces cycles.

775 cycles de décongélation TGC: 23,6%
871 blastocystes décongelés > TNV :14,7%
119 naissances (5 jumeaux) TNG: 4,5%
v : Analyses comparatives
—>| 68 annulations Populations
92 DET v Cycle de FIV
615 SET
TGC:30,4% ¢ T g lati
TNV : 21.7% — da“" Ia'jns“;;”
TNG : 20,0% TGC : 25.2% ki bkl icka
TNV :15.4%
TNG : 1,0%

Analyses comparatives

N Qualité du blastocyste
Jour de vitrification

Jour de transfert

Figure 11 : Répartition des 775 cycles de décongélation de blastocystes vitrifiés.
SET : Single Embryo Transfer; DET: Double Embryo
Transfer ; TGC : Taux de grossesse clinique ; TNV : Taux de

naissance vivante ; TNG : Taux de naissance gémellaire;

Nous avions décongelé 871 blastocystes. Pour 615 cycles, il s’agissait du transfert d’un seul
embryon (SET) alors que pour 92 cycles, nous avions transféré 2 blastocystes (double
embryo transfer (DET)). Le taux de BhCG positif (valeur supérieure a 100UI/L) était de
24.3% (188/775). Le taux d’implantation était de 23,8% (190/799) et le taux de grossesse

clinique par cycle de décongélation était de 23,6% (183/775). Le taux de naissance vivante
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par cycle de décongélation était de 14,7% (114/775). Le sexe ratio était de 1.07 gargon
pour 1 fille. Le taux de naissance gémellaire était de 4,5% (5/114).

Pour les cycles de SET, le taux de grossesse clinique et de naissance vivante était de 25,2%
(155/615) et 15,4% (95/615) respectivement. Nous avons constaté qu’une seule naissance
gémellaire dans ce groupe.

Pour les cycles de DET, le taux de grossesse clinique et de naissance vivante était de 30,4%
(28/92) et de 21,7% (20/92) respectivement. Il y a eu 5 grossesses gémellaires donnant 8
enfants. Le taux de grossesse gémellaire était de 17,9% (5/28) et le taux de naissance
gémellaire était de 20,0% (4/20).

Pour 68 cycles, le transfert n’a pas été réalisé du fait d’une lyse embryonnaire lors du
réchauffement. Le taux de cycle annulé pour lyse compléte était de 8,8% (68/775). Le taux

de survie apres décongélation était de 91,7% (799/871).

B. Caractéristiques des populations

Les caractéristiques des populations féminines sont rapportées dans les tableaux [ a IV. La
moyenne d’age des patientes ¢tait de 32.6 ans (de 22 a 45 ans).

A partir de 39 ans, les femmes avaient significativement moins de naissance apres transfert
d’un blastocyste vitrifié (tableau II). Le taux d’AMH n’était pas corrélé significativement a

un taux de naissance plus élevé aprés TEV (tableau I et I1I).

Tableau I: Issues en fonction des caractéristiques de la population féminine *

Population féminine Ensemble Absence de naissance Naissance p
n="775 n=661 n=114(14.7%)

Age (en année) 32,6 +/- 4,1 32.6 +/-4.2 32.7+/-3.4 NS
Poids (kg) : 62,8 +/- 12,6 63.1+/-12.5 61.3+/-12.8 NS
IMC (kg/m?) 23,28 +/- 4,5 23.4+/-4.5 22.7+/-4.2 NS
AMH (ng/ml) 5.37 +/-4.5 5.3 +/-4.2 5.5+/-6.2 NS
FSH (mUI/mL) 6,61 +/-2.52 6.6 +/-2.6 6.5+/-1.9 NS
E2 (pg/ml) 42.17 +/-38.4 42.4+/-40.1 40.1+/-26.8 NS

*Les données sont des moyennes et écarts types ; NS : non significatif
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Tableau II: Issues en fonction de 1’4ge féminin *

Age féminin Ensemble Absence de naissance Naissance P
(années) n=775 n=661 n=114
(14.7%)
Age <35 538 460 78 (14,50%) NS
Age >35 237 201 36 (15,19%)
Age (35-39) 195 161 34 (17,43%)
Age <37 637 538 99 (15.54%)
Age >37 138 123 15 (10.86%) 00990
Age <39 733 621 112 (15,27%)
Age >39 42 40 2 (4,76%) B
*Les données sont des effectifs (avec pourcentage)
Tableau III : Issues en fonction du taux d’AMH *
Patientes avec Ensemble Grossesse clinique P Naissance P
AMH J3(ng/ml) n=775 n=183 (23.6%) n=114 (14.7%)
<1.5 61 14 (22.9%) 0.4980 11 (18.03%) 0.4508
[1.5-5] 378 88 (23,28%) NS 52 (13.76%) NS
>5 294 70 (23,8%) NS 45 (15.31%) NS
NC 42 9 (21,42%) NS 6 (14.29%) NS

*Les données sont des effectifs (avec pourcentage)
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Tableau IV: Issues en fonction du statut ovulatoire *

Statut ovulatoire Ensemble (n=775) Naissance
P
n=114 (14.7%)
Dysovulation,
Y 540 (69.55%) 80(14.81%)
anovulation NS
Ovulation normale 205(26.45%) 29 (14.14%)
Données manquantes 30 5
*Les données sont des effectifs (avec pourcentage)
Tableau V: Issues en fonction des indications *
Ensemble Grossesse P Naissance p
Indications
n=775 n=183 (23.6%) n=114(14.7%)
Masculine seule 110 32(29,1%) 18 (16,4%)
0,0920 . 0.3431
Non masculine seule 665 151 (22,7%) 96 (14.4%)

Mixte (H+F) 321 68 (212%)  0,1048F  48(149%)  NS*
Idiopathique 41 4

Données manquantes 2 2

Feminine seule 301 77 (25,6%) NS* 48 (15,6%) NS*
Troubles ovulatoires 7
171 43 (25,1%) NS 29 (16,9%) 0,2050
(dysovulation, anovulation)

SOPK 57 17 (29,8%) 0,1619" 6(10,5%) NS"
Endométrioses 24 3(12.5 %) 0.5908 1(4,1%) NS
Tubaires pures 49 9 (18.38%) NS 7 (14,28%) NS

Etiologie féminine mixte 24 5 (12.9%) NS 5 (12,9%) NS

* Les données sont des effectifs (avec pourcentage) ; 1t Trouble ovulatoire sans autres étiologies,

FComparaison des indications mixtes contre non mixtes ; § Comparaison des indications féminines

contre non féminines, Il : Comparaison des indications pour SOPK contre absence de SOPK ;

SOPK : syndrome des ovaires polykystiques
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Les données concernant les indications de la prise en charge en AMP sont rapportées dans
le tableau V. L’indication était pour 48,7% (352/723) téminine, 14,0% (101/723) masculine
et pour 37,3% (270/ 723) mixte. Une indication masculine était associée a un nombre de
grossesse clinique plus élevé avec un p non significatif (p=0,0920) sans 1’étre pour le
nombre de naissance vivante (tableau V). Les étiologies féminines étaient 1’insuffisance
ovarienne, les dysovulations, les syndromes des ovaires polykystiques, les étiologies
tubaires, et ’endométriose. Parmi ces étiologies aucune n’était significativement associée a
I’issue de TEV (tableau IV et V).

Une histoire d’intoxication tabagique active, sevrée ou passive n’était pas associée

significativement a une grossesse ou a une naissance aprés TEV (tableau VI).

Tableau VI : Issues en fonction de I’intoxication tabagique*

Ensemble Grossesse Naissance
TABAC couple p p
n=775 n=183 (23.6%) n=114 (14.7%)
Actif 283 64 (22,6%) NS 45 (15.9%) NS
Sevré 136 29 (21,32 %) NS 20 (14.7%) NS
Jamais 244 54 (22.1%) 0.2276 32 (13.11%) NS
Données
112 36(32,1%) 17 (15,2%)
manquantes
TABAC Femme
Actif 115 25 (21,7%) 0,3516 18 (15.6%) NS
Sevré 150 41 (27.3%) 0,1387 28 (18,7%) NS
Jamais 493 114 (23,1%) 0.2276 67 (13.6%) NS
Données
17 3 (17.6%) 1(5,8%)
manquantes

*Les données sont des effectifs (avec pourcentage)

C. Caractéristiques du cycle de FIV/ICSI

Les caractéristiques du cycle de stimulation n’ont pas pesées significativement sur le taux
de grossesse clinique ni sur le taux de naissance (Tableau VII). Un protocole antagoniste a
été¢ utilisé dans 95,7% des cycles de stimulation. Les patientes ont en moyenne été
stimulées pendant 9,8 jours (7 a 15 jours). La posologie moyenne de départ était de 233,8
Ul (min : 75 a max : 450UI). Le nombre moyen d’ovocytes matures recueillis était de 10,6

(2 a 35). La moyenne des ovocytes fécondés a J1 était de 7,3 (0 a 28) et le taux de
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fécondation était de 68%. Il y a eu 399 transferts d’embryon frais au stade blastocyste et

72,7% (290) avaient un grade cumulé du bouton embryonnaire et du trophectoderme

supérieur a BB (AA, AB ou BA);

D. Stratégie de mise en fécondation de I’ensemble des ovocytes recueillis

La FIV classique a été utilisée en majorité pour la mise en fécondation 59,6% (462/775).

Les taux de grossesse et de naissance ¢taient globalement plus ¢élevés en ICSI sans étre

statistiquement significatifs (p= 0,0669 et 0,06627 respectivement) (tableau VIII).

Tableau VII Issues en fonction du cycle de stimulation ovarienne”

Ensemble Grossesse p Naissance P
n=775 n=183(23.6) n=114(14.7%)
N° d’ordre AMP 1.48+/-0.78 1.53+/-0.85 NS 1.51+/-0.8 NS
Posologie de départ 233,9 +/-79.0 238.58 +/-82.3 NS 234.1+/-84.8 NS
Nombre total de jours de
9.8 +/-1.4 9.8+/-1.2 NS 9.8+/-1.1 NS
stimulation
Dose totale de 2300 +/-899
) 2328+/-925.5 NS 2293+/-947.5 0.9302
gonadotrophine (UI)
. 2668 +/- 1331 2845+/-1399
Taux E2 jour hCG 2824+/-1396 NS 0.2223
Protocole antagoniste 742 (95,7%) 145 (19.54%) NS 109 (14.69%) NS

* Les données sont des effectifs (avec pourcentage) ou des moyennes +/-écarts types

Tableau VIII: Issues en fonction de la stratégie de mise en fécondation de 1’ensemble des

ovocytes.
Naissance
Ensemble Grossesse
n=114 p
775 n=183(23.6%)
(14.7%)
FIV classique 462 103 (22,3%)  0,16757 60 (12.99 %) 0.14957
0,0918 0,0571*
ICSI 267 72 (26,9%) 0,0669 47 (17.60%) 0,0627
Mixte
46 (5.9%) 8 (17.4%) NS 7 (15.22 %) NS

(mi FIV mi ICST)

*Les données sont des effectifs (avec pourcentage) ; + Comparaison entre FIV classiques contre
ICSI ou Mixte ;  Comparaison entre FIV et ICSI ;
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E. Stratégie de transfert différé avec « freeze all »

Une stratégie consistant différer le transfert et a congeler tous les embryons de bonnes
qualités issues d’une FIV ou d’une ICSI (« freeze all ») a donné des taux de naissances
significativement plus importants (tableau IX). Les blastocystes issus d’une stratégie de
« freeze all » étaient vitrifiés dans 53,1% des cas a J5 et 46,9% a J6. Cette répartition de
J5/J6 n’était pas significativement différente du groupe sans freeze all (p=0,2835) (tableau
X). Pour 60,4% (122/202) de ces cycles il s’agissait du premier transfert aprés
décongélation (rang 1) et le taux de naissance 23,8% (29/122) n’était pas significativement

différent des autres rangs 17, 5% (14/80) p=0,1875.

Tableau IX : Issues en fonction de la stratégie de transfert différé (« freeze all »)*

Naissance
Ensemble Grossesse p
n=114
775 n=183(23.6%)
(14.7%)
Pas de transfert frais
202 50 (24.75%) 0,3616 43 (21.29%) 0.0020

(« freeze all »)

*Les données sont des effectifs (avec pourcentage)

Tableau X: Analyses des facteurs confondants entre « freeze all », jour de congélation et qualité du

blastocyste.
Pas de « freeze all » « freeze all »
Ensemble
n=440 n=175 p
615
(71,5%) (28,5%)
J5 304 211 93 (30,6%)
0.2835
J6 311 229 82(26,4%)
Blastocyste
337 238 99 (29,4%)
AA ou AB ou BA
0,8509
Non
278 202 76(27,3%)

(AA et AB et BA)

*Les données sont des effectifs (avec pourcentage)
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F. Issues du cycle frais
L’issue du cycle frais a savoir un test de grossesse positif ou la naissance d’un enfant lors
du cycle de FIV n’était pas prédictive de naissance lors du TEV (tableau XI).
Les blastocystes provenant d’une cohorte de plus de 3 blastocystes vitrifiés a J5 ne

donnaient pas significativement plus de naissance apres transfert (tableau XII).

Tableau XI: Issues en fonction de 1’issue du transfert frais*

Ensemble Naissance
Issues du transfert frais Pas de naissance P
n=775 n=114 (14.7%)
BHCG =0 612 522 90(14.70%)
0.5405
BHCG #0 163 139 24(14.72%)
Naissance - 744 636 108 (14.51%)
0.2984
Naissance + 31 25 6 (19.35%)
(aprés exclusion des cycles de 71
n=573 502
« freeze-all ») (12,4%)
Naissance - 543 478 65
0,1541
Naissance + 30 24 6

*Les données sont des effectifs (avec pourcentage)

Tableau XII : Issues en fonction du nombre de blastocystes vitrifiés a JS disponible dans la cohorte*

Nombre de blastocystes vitrifiés a Ensemble Pas de Naissance p
J5 n=775 naissance n=114
(14.7%)
Blastocystes vitrifiés J5 <3 620 533 87 (14.03%)
0.1735
Blastocystes vitrifiés JS > 3 155 128 27 (17.41%)

*Les données sont des effectifs (avec pourcentage)
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G. La qualité embryonnaire

La qualit¢ des embryons était évaluée dans le groupe SET. Une vitrification d’un
blastocyste a J5 était associée a davantage de grossesse et de naissance comparativement a
une vitrification a J6 (tableau XIII). Le jour de réchauffement avant transfert (la veille ou

le jour du transfert) n’a pas eu d’effet significatif sur ces résultats (tableau XIII).

Tableau XIII : Issues en fonction du jour de vitrification et de réchauffement *

Jour de vitrification Grossesse clinique Naissance

n=615 n=155 (25,2%) n=95 (15,4%)

Blastocyste vitrifi¢ a J5
82 (27,0 %) 63 (20,7%)
n=304

0.0001 0.0002
Blastocyste vitrifié a J6 7

45(14,5% 32 (10,3%
311 (14,5%) (10,3%)

Jour de Réchauffement (J5)
n=304

Blastocyste vitrifi¢ a J5
et réchauffé le jour J du TEV 41(25,62%) 31(19,7%)
n=160
Blastocyste vitrifi¢ a J5 0.3370 0.3731
et réchauffé a J-1 du TEV 41(28,47%) 31(21,53%)
n=144

*Les données sont des effectifs (avec pourcentage) ; 1Les blastocystes vitrifiés a J6 sont réchauffés le jour

du transfert ; TEV : transfert d’embryon vitrifié

La vitrification d’un blastocyste en cours d’éclosion (B5) ou éclos (B6) était négativement
associée a une naissance (p=0,0194) (tableau XIV). Cependant nous n’avions pas constaté
d’augmentation de lyse de ces blastocystes lors de la décongélation (tableau XV). Il existait
tout de méme un facteur de confusion puisque ces embryons ont majoritairement (76,5%)
été vitrifiés a J6 (tableau XVI). Nous n’avions pas constaté de différence significative en
terme de grossesse clinique 20,8 % (5/24) ou de naissance 12,5 % (3/24) lorsque ces
blastocystes étaient vitrifiés a J5 comparativement aux autres blastocystes (p=0,4102 ;

0,4777 respectivement). Les blastocystes BS ou B6 vitrifiés a J6 avaient un taux de
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naissance de 7,7% (6/78) significativement plus faible que les autres blastocystes

(p=0,0253).

De plus, la vitrification a J5 d’un blastocyste avec un degré d’expansion noté B1 a B4 était

associée a davantage de naissance comparativement a

respectivement 21,4% (60/280) et 11,2% (26/233) p=0,0013.

Tableau XIV : Comparaison des issues en fonction de 1’expansion du blastocyste aprés réchauffement "

une vitrification a J6:

Pas de Pas de
Expansion  Ensemble Grossesse Naissance
. B grossesse P naissance
de la cavité’ n=615* n=155 (25,2%) n=95(15.4%)
n=460 n=520
let2 79 55 24 (30.4%) 0,1594 65 14 (17.72%) 0.3244
3 140 108 32 (22,9%) NS 119 21 (15,00%) NS
4 292 215 77 (26,4%) NS 242 50 (17.12%) NS
Set6 102 81 21 (20,6%) 0,1463 93 9 (8.8%) 0,0255
let2 79 55 24 (30,4%) 65 14 (17.72%)
0,2048 0.4247
3et4 432 323 109(25.23%) 361 71 (16.43%)
3et4 432 323 109(25.23%) 361 71 (16.43%)
0.1975 0.0325
Set6 102 81 21 (20,6%) 93 9 (8.8%)
Pas de
2 1 1 1 1
donnée

*Les données sont des effectifs (avec pourcentage) ; 1 Selon la classification de Gardner et Schoolcraft 2010 ;

1 Nombre de transfert d 'un unique embryon SET (single embryo transfer)

Tableau XV: Taux de cycle annulé pour lyse compléte en fonction de 1’expansion du blastocyste*

Nombre de cycle annulé

Expansion de la Effectifs
pour lyse compléte P
cavité n=6807
n=68 (10%)
1a4 567 57 (10,5%)
0.6031
Set6 111 9 (8.1 %)
4 323 31 (9,6%)
3 157 17 (10,8%)
let2 87 8 (9,2%)
Pas de donnée 2 2

*Les données sont des effectifs (avec pourcentage); tNombre de cycles de décongélation d’un

embryon unique (3 cycles annulés pour lyse compléte de plus d’un blastocyste)
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Le grade du bouton embryonnaire selon la classification de Gardner 2010(Gardner et al.
2000) était significativement associé a une naissance. Un grade A était supérieur a un grade
B lui méme supérieur a un grade C (tableau XVII).

De méme, le grade du trophectoderme selon la classification de Gardner 2010(Gardner et
al. 2000) était significativement associé a une naissance vivante apres TEV. Un grade A
¢tait supérieur a un grade B. Parmi les 4 blastocystes avec un grade de trophectoderme C

transférés, aucun n’avait donné d’issue favorable (tableau X VIII).

Tableau XVI: Comparaison du jour de congélation en fonction de 1’expansion du blastocyste *

Expansion de la Effectifs Nombre de Nombre de
p
cavité n=615 congélation a j5 congélation a j6
l1a4 511 280 231 (45.2%)
0.0001
Set6 102 24 78 (76.5%)
4 292 93 199 (68.1%)
3 140 109 31 (22.1%)
let2 79 78 1(1.3%)
Pas de donnée 2
*Les données sont des effectifs (avec pourcentage)
Tableau XVII: Comparaison des issues en fonction du grade du bouton embryonnaire (BE)*
Ensemble Grossesse Naissance
BE p p
(n=615) n=155 (25,2%) n=95 (15.45%)
A 253 77 (30.4%) 56 (22.13%)
0.0352 0.0013
B 269 62(23,0%) 32 (11.89%)
0,0583" 0.0048"
C 49 9 (18,4%) . 3 (6.67%)
0.3019° 0.0150*
Pas de donnée 44 5 4

*Les données sont des effectifs (avec pourcentage); 7 Comparaison entre un grade C et A

JComparaison entre un grade C et B ; BE : Bouton embryonnaire
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Tableau XVIII: Comparaison des issues en fonction du grade du trophectoderme (TE) *

TE Ensemble Grossesse P Naissance p
n=615 n=155 n=95
(25,2%) (15.45%)
A 280 80 (28,6%) 54 (19.3%)
0.1100 0.0249
B 287 68 (23,7%) 37 (12.89%)
C 4 0 (0%) NS 0 (0%) NS
Pas de donnée 44 5 4

*Les données sont des effectifs (avec pourcentage) ; TE : Trophectoderme

Le caractére expansé ou rétracté évalué apres décongélation n’était pas corrélé au taux de

grossesse. Cependant, nous avons noté une diminution du nombre de naissance dans le

groupe expansé sans que celle-ci soit statiquement significative (p=0,0635) (tableau XIX).

Tableau XIX: Comparaison des issues en fonction du caractére expansé ou rétracté a la

décongélation™
Expansé Ensemble Grossesse p Naissance p
Rétracté (n=615) n=155(25,2%) n=95(15.45%)
Expansé 246 63 (25,6%) 31 (12.60%)
NS 0.0635
Rétracté 342 87 (25,4%) 60 (17.54)
Données manquantes 27 5 4

*Les données sont des effectifs (avec pourcentage)

Les grades cumulés du bouton embryonnaire et du trophectoderme (BE/TE) étaient évalués

dans les tableaux XX et XXI. Nous avons constaté que le taux de naissance diminuait

fortement a partir d’un grade BB (tableau XX). Les grades cumulés AA ou AB ou BA

avaient significativement plus de naissance que les autres embryons. La date de vitrification

paraissait étre un facteur confondant puisque les blastocystes avec un grade cumulé AA,

AB ou BA étaient majoritairement vitrifiés a J5 (60,2%). Un blastocyste de grade cumulé

BB ¢était plus souvent 63,5%(115/181) vitrifié a J6 (tableau XXII).
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Tableau XX : Taux de naissances en fonction de la qualité du bouton embryonnaire et du

trophectoderme (BE/TE)*

Qualité (BE/TE) Ensemble Pas de naissance Naissance p
n=615 n=520 n=95 (15.45%)

AA 192 152 40 (20.83%) 02371
AB 61 45 16 (26.22%)
AC 0 0 0
BA 84 70 14 (16.67%)
BB 181 163 18 (9.94%)
BC 3 3 0
CA 3 3 0
CB 45 42 3 (6.66%)
CC 1 1 0

Pas de donnée 45 41 4 (8.89%)

*Les données sont des effectifs (avec pourcentage); BE :

Trophectoderme

Bouton embryonnaire; TE :

Tableau XXI: Naissances en fonction de la qualit¢é du bouton embryonnaire et du

trophectoderme (BE/TE)*

Qualité Ensemble Pas de Naissance p
(BE/TE) n=615 naissance n=95
n=520 (15.45%)
AA ou AB 253 197 56 (22.13%)
0.0003
Autres 317 282 35 (11.04%)
Pas de donnée 45 41 4 (8.89%)
AA ou AB ou BA 337 267 70 (20.77%)
0.0001
Autres 233 212 21 (9.01%)
AA ou AB ou BA 518 430 88 (16.98%)
ou BB 0.0202
Autres 473 49 3 (0.63%)

*Les données sont des effectifs (avec pourcentage), BE : Bouton embryonnaire, TE :

Trophectoderme
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Tableau XXII: Naissance en fonction de la qualité des Dblastocystes : bouton

embryonnaire/trophectoderme (BE/TE) et jour de vitrification J5 ou J6 *

Qualité (BE/TE) Pas de Naissance
Ensemble
AA ou AB ou BA ou BB s18 naissance n=88 ]
n=
n= 518 n=430 (16.98%)
J5 269 209 60 (22.3%)
0.0005
J6 249 222 28 (11.2%)
Pas de Naissance
AA ou AB ou BA Ensemble
naissance n=70
n= 337 n= 337
n=267 (20,8%)
J5 203 152 51(23,4%)
0,0102
J6 134 115 19(14,2%)
BB n= 181 n=163 n=18
n= 181 9,9%)
J5 66 57 9 (13.6%)
0.1587
J6 115 106 9 (7.8%)
*Les données sont des effectifs (avec pourcentage); BE: Bouton embryonnaire; TE :
Trophectoderme

H. Caractéristiques du cycle de transfert d’embryon congelé (TEC)

Nous avons observé une homogénéité dans les protocoles de préparation endométriale. Les
transferts d’embryon ont été réalisés au 7°™ jour du traitement par progestérone dans 96%
des cycles. La durée du traitement par oestrogéne avant le transfert n’a pas été différente

pour les cycles ayant eu une issue positive (tableau XXIII).

Tableau XXIII : Comparaison des issues en fonction des données du cycle de TEC *

Ensemble Grossesse clinique ] Naissance P
Cycle de TEV n=775 n=155 n=114
(25,2%) (14.7%)
Rang TEC 1.42+/-0.71 1.45+/-0.78 NS 1.434/-0.74 NS
Epaisseur de I’endomeétre 8.72+/-1.80 8.67 +/-1.69 NS 8.64+/-1.77 NS
Og;f;f;f;‘;i‘?f;ggﬁ 23.89+/-3.52 23.40+/-3.31 NS 2350+4/3.19 NS

Durée du traitement par 17.91+4/-3.52 17.424/-331 NS 17484-318 NS
oestrogenes avant progesterone

* Les données sont des moyennes +/- écarts types ; TEV : Transfert d’embryon vitrifié
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I. Etudes des cycles sans transfert pour lyse

Des 775 cycles de décongélation d’embryon vitrifié, nous avons dénombré 68 cycles

n’ayant pas aboutis a un transfert d’embryon. L’analyse descriptive de ces cycles est

présentée dans les tableaux XXIV a XXVIIL. Un antécédent de tabagisme de la patiente

donnait paradoxalement des taux de survie plus importants aprés décongélation sans étre

toutefois statistiquement significatif (p=0.0916). Une date de vitrification a J5 par rapport

a J6 de développement embryonnaire avait globalement des taux plus importants de survie

avec la encore un degré de significativité faible (p=0.0840) (tableau XXVIII).

Tableau XXIV: Comparaison de la possibilité de transfert congelé en fonction des caractéristiques de la

population féminine.

Ensemble n=775 Pas de transfert Transfert p
n=68 n=707

Age féminin (années) 32,6 +/-4,1 32.57 +/-4.463 32.63+/-4.031 NS

Poids (kg) 62,8 +/- 12,6 63.87+/-11.59 62.69+/-12.69 NS

IMC (kg/m?) 23,28 +/- 4,5 23.18+/-4.129 23.28+/-4.501 NS
AMH (ng/ml) 5.37 +/-4.5 5.830+/-4.451 5.324+/-4.557 0.3954
FSH (mUI/mL) 6,61 +/-2.52 6.483+/-1.961 6.627+/-2.568 0.6680
E2 (pg/ml) 42.17 +/-38.4 37.43+/-15.84 42.63 +/-39.84 0.316

* Les données sont des moyennes +/- écarts types

Tableau XXV : Comparaison de la possibilité de transfert congelé en fonction des antécédents de

tabagisme maternel *

Ensemble Pas de transfert Transfert P
Tabac femme n=775 n=68 n=707

Actif 115 9 (7.8%) 106 92.2%)

Sevré 150 9 (6.0%) 141 (94.0%) NS
Jamais 483 49 (10.1%) 444 (91.9%)

Données manquantes 17 1 16
JAMAIS 483 49 (10.1%) 444 (91.9%)
ACTIF + SEVRE 265 18 (6.8%) 247 (93.2%) 0.0916

* Les données sont des effectifs (avec pourcentage)
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Tableau XXVI : Comparaison de la possibilité de transfert congelé en fonction de 1’age de la

patiente a la congélation. *

A Ensemble Pas de transfert Transfert p
e
8 n=775 n=68 n=707
<37 637 52 585 (91.8%)
0.1313
>37 138 16 122 (88.4%)
Age <39 733 64 669 (91.3%)
0.5130
Age>39 42 4 38 (90.4%)

*Les données sont des effectifs (avec pourcentage)

Tableau XXVII : Comparaison de la possibilité de transfert en fonction de la technique AMP *

Ensemble Pas de transfert Transfert P
Technique AMP
n=775 n=68 n=707
FIV 462 41 425 (92.0%)
0.5486
ICSI 267 23 240 (89.9%)
MIXTE + DM" 46 4 42

*Les données sont des effectifs (avec pourcentage)

Y Données manquantes

Tableau XXVIII: Comparaison de la possibilité de transfert en fonction de la date de

congélation J5/J6*
Date de congélation Ensemble Pas de transfert Transfert p
J5/36 N=775 (n=68) (m=707)
J5 369 27 (39,7%) 342 (92.7%)
0.0840
J6 383 40 (58,8%) 343 (89.5%)
Mixte J5/J6 23 1 22

*Les données sont des effectifs (avec pourcentage)

J. Analyse multivariée des facteurs prédictifs de naissance

Les variables incluses initialement dans notre analyse multivariée ¢étaient: [’age,
’utilisation d’une ICSI pour la fécondation, I’absence de transfert frais (« freeze all »),
I’indication masculine, le transfert d’un blastocyste avec un grade de bouton embryonnaire

et de trophectoderme supérieur a BB, le degré d’expansion du blastocoele inférieur a B5
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avant vitrification et le caractére rétracté du blastocyste aprés décongélataion. Les résultats
de cette analyse sont exposés dans les tableaux XXIX et XXX. L’analyse par régression
logistique simple a identifi¢ 5 variables d’intérét p< 0,1 (tableau XXIX). L’analyse des ces
variables en régression logistique automatisée (« stepwise ») n’en a finalement retenue que

trois statistiquement significatives, p< 0,05 (tableau XXX).

Tableau XXIX : Identification des facteurs prédictifs de naissance aprés TEV par régression logistique simple

Facteurs Odds ratio ajusté 95% IC ]
Age 1,0074 0,9492 41,0692 0.8080
ICSI 1,3337 0,7096 a 2,5068 0,3711
Freeze All 2,0377 1,2243 23,3915 0,0062
JS 1,6545 0,9907 a 2,7632 0,0543
Masculine 1,2129 0,6503 22,2622 0,5438
Qualité BE/TE : AA ou AB ou BA 2,3067 1,3266 a4 4,011 0,0031
Blastocoéle <B5 2,3067 1,1071 a2 6,1466 0,0283
Caractere rétracté avant transfert 1,5547 0,9406 a 2,5699 0,0852

TEV : Transfert d’embryon vitrifié ; OR : odds ratio ; IC : intervalle de confiance ; p : degré de
significativité en analyse multivariée. BE : bouton embryonnaire, TE : Trophectoderme

Tableau XXX : Identification des facteurs prédictifs de naissance aprés TEV par régression logistique

automatisée (« stepwise »)

Facteurs Odds ratio ajusté 95% IC P
Freeze All 1,8799 1,1500 a 3,0731 0,0118
J5 1,8928 1,1518 23,1104 0,0118
Qualité¢ BE/TE : AA ou AB ou BA 2,1524 1,2516 43,7013 0,0056

TEV : Transfert d’embryon vitrifie ; OR : odds ratio ; IC : intervalle de confiance ; p : degré de
significativité en analyse multivariée. BE : bouton embryonnaire, TE : Trophectoderme

54



IV. Discussion

A. Principaux résultats

Par cette étude, nous avons pu déterminer trois facteurs prédictifs indépendants de
naissance apres transfert d’un blastocyste vitrifié:
- Un blastocyste issu d’une stratégie de transfert différé avec « freeze all »,
- Le transfert d’un blastocyste vitrifi¢ a J5.
- Une qualit¢ morphologique combinée du bouton embryonnaire et du
trophectoderme supérieur a BB lors de la vitrification,
Ces facteurs prédictifs étaient équivalents avec un odds ratio ajusté autour de 2 pour chacun

d’entre eux dans le modele de régression logistique automatisée (tableau XXX).

B. Limites de I’étude

Les résultats de cette analyse sont limités par sa nature rétrospective et monocentrique.

De plus nos résultats concernent uniquement les patientes pour lesquelles un blastocyste au
minimum a été obtenu et cryoconservé lors d’une tentative de FIV. Ainsi, les patientes
¢taient indirectement sélectionnées en fonction de leur aptitude a produire des embryons
évoluant jusqu’au stade blastocyste. De plus les patientes ayant eu une issue favorable
pendant la période ont été peu représentées. Elles ont du repousser 'utilisation de leurs

embryons cryoconservés d’au moins une année, du fait de leur grossesse.

C. Le transfert différé

Nous avons constaté une corrélation positive entre un transfert différé et une issue
favorable apres transfert de blastocyste vitrifié.

Une premicere explication serait le fait de pouvoir disposer du meilleur blastocyste issu de la
cohorte pour le transfert d’embryon vitrifié au lieu du « deuxiéme meilleur embryon »
lorsqu’il y a eu un transfert frais (Shapiro B et al. 2014a) (Roque et al. 2013). Ceci est étayé
dans notre étude par I’augmentation non statistiquement significative des taux de naissance
pour les patientes bénéficiant d’une premiere tentative de transfert d’embryon (23,8%)
comparativement aux autres tentatives (17,5%) lorsqu’il s’agissait d’une stratégie de

« freeze all » (p=0,1875).
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Une autre hypothése viendrait d’un biais de confusion li¢ a I’indication du « freeze all ».
Les indications sont résumées dans le tableau XXXI. Dans notre centre d’AMP, le transfert
différé était réalisé principalement dans le but de prévenir le syndrome d’hyperstimulation
ovarienne ou lorsqu’il y avait une élévation prématurée de la progestérone. Il s’agissait de
patientes hyper répondeuses. La réceptivité endométriale est pour ces patientes altérée du
fait d’une ¢élévation excessive des hormones en fin de phase folliculaire, ce qui est résolu
par le transfert différé¢ (Shapiro B et al. 2011) (Shapiro B et al. 2014a). Cette hypothese
suggere soit une meilleure qualité des blastocystes issus des patientes hyper répondeuses
bénéficiant d’un transfert différé, soit une meilleure réceptivité aprés une préparation
endométriale optimale de ces patientes.

Les patientes ayant bénéficié d’un protocole de « freeze all » ont pour la plupart recu un
agoniste de la GnRH (Décapeptyl®) pour induire ’ovulation lors du cycle frais. Ce
traitement réduit fortement 1’incidence des SHO modérées et séveres au prix d’un taux de
grossesse diminué par rapport a I'nCG en transfert frais (Youssef et al. 2014). Cependant,
certains auteurs ont suggéré une amélioration de la maturation ovocytaire, de la fécondation
et par conséquence du nombre de blastocystes de qualit¢ formés aprés induction de
I’ovulation par un agoniste de la GnRH (Bosch et al. 2016)(Humaidan et al. 2005). Les
résultats d’une étude ont montré des taux de naissances plus importants lors d’un transfert
différé de blastocystes issus d’un déclenchement par agoniste de le GnRH : 30,0 % ( IC a
95% , de 14,5 a 51,9 ) par rapport au déclenchement par hCG :18,5% (IC a 95 %, de 8,2 a
36,7 ) sans étre statistiquement significatifs (Griesinger et al. 2007). Mais les résultats des
différentes études demeurent trés irréguliers comme le montre la méta-analyse du méme
auteur (Griesinger et al. 2006). Nous n’avons pas trouvé dans notre étude de différence
significative entre la qualité des blastocystes transférés dans les deux groupes (tableau X).
Un nombre ¢levé de blastocystes vitrifiés n’était pas associé a un taux de naissance plus

¢levé dans notre étude (tableau XII).

Parmi les indications du « freeze all », le transfert différé de fagon systématique est proposé
comme une stratégie alternative au transfert frais (Shapiro B et al. 2014a)(Roque et al.
2015a) (Blockeel et al. 2016). Le principal avantage de cette stratégie est qu’il régle le
probléme des autres indications du « freeze all » tout en maintenant des taux de naissance
cumulé équivalent sinon meilleurs (Roque et al. 2013).  Cette stratégie permettrait

d’homogénéiser la prise en charge clinique et le traitement au sein du laboratoire, le suivi
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du cycle de ponction serait aussi moins contraignant (absence de surveillance de la

progestéronémie)(Blockeel et al. 2016).

Tableau XXXI : Indications du transfert différé (« freeze all »)

Prévention du risque d’hyperstimulation ovarienne (Boothroyd et al. 2015)

Elévation prématurée du taux de progestérone plasmatique (Healy et al. 2015)

Aprées échec d’implantation lors d’une premicere tentative de FIV (Shapiro B et al. 2014b)
Diagnostic préimplantatoire (Huang et al. 2015)

Screening préimplantatoire des embryons euploides (Taylor et al. 2014)(Kort et al. 2015)
Raisons personnelles ou organisationnelles

Systématique (Blockeel et al. 2016)(Roque et al. 2015b)(Shapiro B et al. 2014a)

Pour les patientes, cette stratégie permettrait d’espacer le temps entre la ponction et le
transfert et donc d’améliorer les conditions psychologiques du transfert. De plus, les
conditions hormonales supra physiologiques aprés un transfert frais ont un retentissement
négatif sur les résultats obstétricaux et néonataux. Il existe un risque accru de pré-
éclampsie, de prématurité, d’hypotrophie, et de mort périnatale par rapport au transfert
congelé (Maheshwari et al. 2012) (Roque 2015).

Il existe dans la littérature peu de recul sur cette stratégie. D’autres essais cliniques
randomisés contrdlés seront nécessaires pour établir un changement complet dans notre

politique de transfert.

D. Le jour de vitrification

La blastulation des embryons se produisant habituellement a J5, lorsqu’elle est retardée au
sixiéme jour, nous avons constaté une réduction des taux de naissances. Cette diminution
était indépendante du jour du transfert (tableau XIII, XXX). Ce résultat confirme ceux déja
observés en cycle frais (Shapiro B et al. 2001) (Elgindy et Elsedeek 2012) et en cycle
congelé (Shoukir et al. 1998)(Levens et al. 2008). Cependant, ils sont en contradiction avec
les données plus récentes sur les transferts d'embryons congelés(Shapiro B et al.
2008)(Richter et al. 2006)(Shapiro B et al. 2013).

Dans notre étude les blastocystes vitrifiés a J5 étaient pour la moitié réchauffés la veille du
transfert (tableau XIII), ce qui autorisait une surveillance de leur viabilité de plusieurs

heures supplémentaires par rapport a un blastocyste vitrifi¢ a J6 et réchauffé le jour du
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transfert. Cette différence de traitement n’a pas contribué a améliorer les résultats des taux
de naissance par transfert des J5 comme le montre le tableau XIII.

Les embryons ayant un développement plus lent pourraient avoir une viabilité plus faible.
Le tableau XXVIII montre un taux de lyse plus important aprés réchauffement (p=0,0840).
Plusieurs auteurs expliquent la diminution du taux de naissance et I’augmentation du taux
de lyse des J6 par une augmentation du nombre d’anomalies chromosomiques
comparativement aux embryons qui se développent rapidement (Taylor et al. 2014)(Kort et
al. 2015).

L’équipe de Taylor (Taylor et al. 2014) a ¢tudié la différence de taux d’euploidie des
blastocystes J5 et des J6 apres biopsie du trophectoderme et leurs issues. Tous les transferts
d'embryons étaient réalisés au sixiéme jour de l'administration de progestérone (50 mg/J;
Actavis, USA). Le pourcentage d’embryon euploide était de 55 ,8%(235/421) pour les J5
contre 44,6% (184/413) pour les J6 (p= 0.0014). Les taux de grossesse biochimique, de
grossesse clinique et d’implantation n’étaient pas significativement différents entre les
différents blastocystes euploides J5 ou J6 transférés. Cependant, cette diminution
d’environ 10% en valeur absolue du nombre de blastocyste J6 euploide ne permet pas
d’expliquer totalement 1’écart observé dans notre étude (tableau XIII).

Les faibles résultats des blastocystes vitrifiés a J6 pourraient également étre dus a une
mauvaise synchronie avec 1’endometre. Le processus d’implantation nécessite une
synchronie entre un embryon sain et un endometre fonctionnellement réceptif. Ceci peut
expliquer les résultats plus encourageants observés en cycles congelés pour les blastocystes
vitrifiés a J6 et transférés aprés une préparation endométriale optimale (Liebermann et
Tucker 2006) (Shapiro B et al. 2013). Un endométre moins avancé, donnerait plus de temps
au blastocyste a développement lent (typiquement les J6 euploides) d’évoluer et de ne pas
manquer la fenétre implantatoire. L’équipe de Shapiro B, a montré qu'un blastocyste vitrifi¢
a J6 et transféré dans un cycle de décongélation donnait plus de grossesse qu’un
blastocyste de méme qualité dans un cycle de transfert frais (Shapiro B et al. 2013). Dans
cette étude le protocole de préparation endométriale du transfert congelé consistait en un
traitement pendant 10 a 14 jours d’cestradiol per os suivi de 1’ajout d’une injection
quotidienne de progestérone (100mg). Dans une étude randomisée de 2007, les auteurs
concluent que chez les femmes agées de moins de 39 ans, les blastocystes décongelés et
transférés au 6¢me jour de I'administration de progestérone auraient un meilleur potentiel
implantatoire qu'au 7éme jour de progestérone, mais les résultats n'atteignaient pas le seuil

de significativité (p=0.058) (Ding, Rana, et Dmowski 2007).
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Les concentrations endométriales de progestérone sont plus élevées lorsqu’elles sont
administrées par voie intravaginale par rapport a la voie intra musculaire. Ceci peut
entrainer la fermeture de la fenétre implantatoire plus rapidement. Il a été suggéré de
retarder I’administration de progestérone intra vaginale dans des cycles congelés afin de
pallier a cette fermeture prématurée de la fenétre implantatoire (Kaser et al. 2012). Une
équipe a comparé les issues de grossesses aprés transfert de blastocystes effectué au 6™
jour de progestérone par voie intravaginale (90 mg deux fois par jour) ou intramusculaire
(50 mg une fois par jour) et n’a pas trouvé de différence significative (Shapiro D et al.
2014). Pour I’équipe de Richter les blastocystes vitrifiés a J5 ou J6 ont le méme potentiel
implantatoire aprés un transfert au 5°™ jour de I’injection de progestérone (Richter et al.
2006).

Au final, les résultats des études sur ce sujet sont controversés, les protocoles de prises en
charges restent variables et du ressort de chaque centre. Dans ce contexte, 1’analyse de la
signature transcriptomique de la réceptivité endométriale (Endometrial Receptivity Array)
présente un intérét important dans la compréhension de la synchronie endomeétre -
embryon. Il permet de dater plus précisément la fenétre implantatoire par rapport a
I’analyse histologique selon les critéres de Noyes (Diaz-Gimeno et al. 2013)(Ruiz-Alonso
et al. 2013)(Mahajan 2015).

Des ¢études randomisées controlées sont attendues pour évaluer la meilleure stratégie a

adopter vis a vis de la cryopreservation et du transfert des blastocystes développés a J6.

E. La qualité morphologique du blastocyste

Nous avons montré qu’il y avait une corrélation entre le score cumulé¢ du bouton
embryonnaire et du trophectoderme avant vitrification et le taux de naissance apres
transfert.

La valeur prédictive de la qualité morphologique selon la classification de Gardner aprés un
transfert frais n’est plus a démontrer (Van den Abbeel et al. 2013)(Hill et al. 2013)(Balaban
et al. 2011). Peu d’auteurs ont étudié D’influence que pouvait avoir la qualité
morphologique du blastocyste avant congélation sur les taux de grossesse apres transfert
d’embryon vitrifi¢ (N. Desai et Goldfarb 2005)(Ebner et al. 2009) (Zhang et al. 2014)
(Ahlstrom et al. 2013) . Notre étude suggere qu’autant le bouton embryonnaire que le
trophectoderme sont a prendre en considération dans 1’évaluation de la qualité
morphologique. Il suffirait d’avoir I'un des deux grades noté A (sans grade C) pour que les

chances de naissance soient augmentées significativement. Le grade du bouton
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embryonnaire serait I’élément le plus important. Les grades AB ont des taux de naissance
plus élevés qu'un grade BA, et un grade cumulé AA est équivalent statistiquement a un
grade AB (tableau XX). Dans une étude rétrospective portant sur 172 cycles de
décongélation, il est montré que le parametre le plus important est le grade du bouton
embryonnaire (Zhang et al. 2014).

Les taux de naissance étaient indépendants du degré d’expansion du blastocyste de Bl a
B4, dans notre étude. Nous avons constaté que les blastocystes au stade B5 (en cours
d’éclosion) ou au stade B6 (éclos) étaient associés a des taux de naissance moins
importants lorsqu’ils étaient vitrifiés a ces stades (tableau XIV). Ceci est en contradiction
avec ce qui est trouvé lors d’un cycle frais. Les blastocystes expansés (B4), en cours
d’éclosion (B5) ou éclos (B6) sont au contraire des facteurs prédictifs positifs de naissance
vivante apres un transfert frais (Van den Abbeel et al. 2013)(Balaban et al. 2011).

Ces résultats peuvent étre expliqués par le fait que ces blastocystes ont une cavité
blastoccelique plus importante et contiennent une quantité de liquide plus importante. Ainsi,
ils forment plus de cristaux de glace lors du refroidissement responsables de leurs
lyses(Zech et al. 2005). Une étude prospective a montré que les embryons non expansés
(morula, B1, B2 B3) avaient des taux de survies plus importants que les blastocystes
expansés ou éclos indépendamment de leur jour de vitrification (Ebner et al. 2009). 11 est
montré a plusieurs reprises que les taux de survie des blastocystes expansés ou éclos
pourraient étre améliorés par une réduction artificielle de la cavité blastoccelique (Zech et
al. 2005)(Vanderzwalmen et al. 2003). L’équipe de Ahlstrom, dans une étude rétrospective
a montré que les blastocystes expansés avant leur vitrification donnaient des taux de
naissance plus important. Dans cette étude, il était pratiqué une réduction artificielle de la
cavité blastoccelique (Ahlstrom et al. 2013).

Nous n’avons pas constaté de taux de lyse plus important pour ces blastocystes par notre
technique de vitrification (tableau XV). Ce taux de naissance plus faible serait li¢ dans
notre étude au jour de vitrification. La plupart (76.5%) étaient vitrifiés a J6 (tableau XVI) et
les taux de naissance étaient statistiquement équivalents lorsque 1’on comparait les
embryons B5 ou B6 vitrifiés a J5 avec les autres embryons vitrifiés a J5.

L’évaluation de la morphologie embryonnaire au stade blastocyste est faiblement corrélée
aux anomalies chromosomiques. Elle ne permet pas une sélection efficace contre
l'aneuploidie, dont l'incidence augmente avec I’age de la femme (Balaban et al. 2011). Ces
anomalies chromosomiques qui persistent pour environ 50% des blastocystes peuvent étre

identifiées par le screening préimplantatoire(Balaban et al. 2011)(Taylor et al. 2014)(Kort
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et al. 2015). Une stratégie basée sur la sélection des blastocystes uniquement selon leur
morphologie entraine un risque de perte embryonnaire et par conséquent une perte de
chance sur I’ensemble des tentatives. Un compromis doit étre trouvé afin de maintenir des
taux corrects de naissance. Il est nécessaire de réduire le nombre de blastocystes

cryoconservés qu’a ceux dont les possibilités de succes sont statistiquement significatives.

* Le caractére expansé /rétracté aprés réchauffement

Nous n’avons pas trouvé de corrélation entre un caractére expansé et une augmentation des
taux de naissance. Nous avons observé des taux de naissance diminués lorsque le
blastocyste était expansé apres réchauffement sans que les résultats ne soient significatifs
(tableau XIX) (tableau XXIX). Dans notre étude, la morphologie du blastocyste était notée
directement apres réchauffement. Uniquement les caractéres ré-expansés, rétractés ou lysés
¢taient évalués. Pourtant, certains auteurs indiquent que le degré de ré-expansion (figure
12) et une ré-expansion rapide du blastocyste évalué immédiatement (Desai et Goldfarb
2005) ou dans les 2 a 4 heures apres réchauffement sont des facteurs prédictifs de naissance
apres transfert (Ahlstrom et al. 2013)(Ebner et al. 2009).

Cette question de la morphologie apreés réchauffement reste donc débattue. Une étude
portant sur ce sujet notamment grice au monitorage vidéo (time lapse) permettra de

clarifier le sujet.

D’aprés Ahlstrém et al. 2013

Figure 12 : Degré d’expansion du blastocyste apres réchauffement

(A) Blastocyste ré-expansé a 100% ; (B) Blastocyste ré-expansé a 60% ;
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V. Conclusion

Notre étude montre qu’il existe trois facteurs prédictifs positifs de naissance vivante apres
transfert d’embryon congelé :

- Un blastocyste vitrifié au cinquiéme jour de son développement

- Une qualité morphologique du bouton embryonnaire et du trophectoderme notée AA ou
AB ou BA au moment de la vitrification.

- Un blastocyste issu d’un cycle de FIV sans transfert frais

Nous avons constaté que le transfert d’un blastocyste formé et congelé a J6 reste un frein a
une issue favorable contrastant avec les données récentes de la littérature. L hypothése
d’une préparation de I’endomeétre moins optimale pour ces embryons a développement plus
lent est a considérer. Sur ce point, il existe une possibilité d’améliorer nos résultats. La
perspective d’une ¢étude randomisée afin d’évaluer les protocoles de préparation
endométriale et plus globalement 1’é¢tude de la synchronie embryon-endométre sera d’un

grand intérét.

Nos résultats nous encouragent a évaluer plus précisément la qualit¢é morphologique du
trophectoderme et du bouton embryonnaire avant la vitrification. Cette évaluation
morphologique est utile notamment pour la sélection des embryons a vitrifier et a
transférer. La sélection des embryons pourra a I’avenir étre améliorée par des techniques
nouvelles de « screening » des embryons euploides. Cependant, elles nécessitent une
biopsie du trophectoderme et restent encore couteuse. A 1’heure actuelle, ces tests

génétiques préimplantatoires dans cette indication ne sont pas autorisés en France.

On retiendra enfin que les patientes dont 1’indication d’un transfert différé est décidé,
doivent étre rassurées du fait d’un pronostic plus favorable. Cependant le transfert différé a
titre systématique proposé par quelques auteurs n’a pas été étudié dans cette étude. Il sera
intéressant de comparer a I’avenir les taux de naissances cumulés par cycle de FIV de cette

stratégie par rapport a celle avec transfert frais.
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Titre du Mémoire/Thése : Facteurs prédictifs de naissance vivante apres transfert

d’embryon vitrifié au stade blastocyste

Résumé du Mémoire/Thése :

Afin de multiplier les chances de naissance vivante apres fécondation in vitro, les
embryons surnuméraires peuvent étre vitrifiés au stade blastocyste. Le transfert de ces
blastocystes se fait lors d’un prochain cycle programmé. L’objectif de ce travail a été¢ de
déterminer les facteurs prédictifs de naissance apres ce transfert.

Nous avons mené une étude rétrospective, monocentrique portant sur 775 cycles de
décongélation.

Les résultats de 1’analyse multivariée ont montré que les probabilités de naissance vivante
étaient plus ¢élevées lorsque :

- Le blastocyste était issu d’un cycle de FIV sans transfert frais

- Le blastocyste a été vitrifié au cinquieéme jour de son développement

- La qualité morphologique du bouton embryonnaire et du trophectoderme était notée AA
ou AB ou BA au moment de la vitrification.

Cette ¢étude permettra d’améliorer la prise en charge des couples bénéficiant d’'une AMP et

les résultats de notre centre.
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