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GENERALITES

Introduction

L’infertilité est I'incapacité pour un couple de concevoir un enfant (1) au bout
d’'un a deux ans de rapports sexuels réguliers selon les définitions, et en I'absence
de contraception. Cette problématique est retrouvée dans toutes les civilisations a
travers les siecles. Les différentes techniques d’assistance médicale a la procréation
(A.M.P.) ont été développées pour permettre a des couples infertiles d’avoir des
enfants. Nous retrouvons trace de la premiére insémination artificielle intraconjugale
en Ecosse a la fin du XVllléme siécle. La naissance de Louise Brown, premier
« bébé éprouvette » au monde, le 25 juillet 1978 grace aux travaux d’Edwards et
Steptoe, marque I'aboutissement d’'une longue recherche scientifique en médecine
de la reproduction. En 1982, Amandine est le premier bébé frangais né aprés une

fécondation in vitro (F.I.V.).

Initialement, 'A.M.P. était réservée aux couples présentant des paramétres
spermatiques normaux ou subnormaux. Ces couples pouvaient alors bénéficier
d’'inséminations intra-utérines ou de F.l.V. selon les cas. Des recherches se sont
ensuite concentrées sur de nouvelles techniques permettant de remédier a l'infertilité
masculine sévere. Le premier essai a été de créer une bréche dans la zone pellucide
des complexes cumulo-ovocytaires et de les inséminer. Néanmoins, I'ouverture de la
zone pellucide entrainait un taux de polyspermie trés important. La seconde
approche a consisté a injecter des spermatozoides dans I'espace péri vitellin
(technique S.U.Z.l. : subzonal insemination), permettant ainsi de réduire le taux de
polyspermie. En 1992, I'équipe de Devroey et Palermo invente la technique de
I'injection intra-cytoplasmique de spermatozoide (I.C.S.l.) permettant ainsi la prise en
charge des infertilités masculines séveres. Le premier bébé frangais congu grace a

cette technique nait en 1994,
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L'’A.M.P. est destinée a répondre a la demande parentale d’un couple.
L’A.M.P. s'entend des pratiques cliniques et biologiques permettant la conception in
vitro, la conservation des gameétes, des tissus germinaux et des embryons, le
transfert d'embryons et l'insémination artificielle (2). Elle a pour objet de remédier a
I'infertilité dont le caractére pathologique a été médicalement diagnostiqué ou d'éviter
la transmission a I'enfant ou a un membre du couple d'une maladie d'une particuliére

gravité (2).

L’activité d’A.M.P. est importante et croit régulierement en France (figure ),
pays leader en Europe pour le nombre de tentatives. En 2014, selon I'l.N.S.E.E., 818
565 nouveau-nés ont vu le jour en France. Les enfants congus aprées A.M.P.
représentent 3,1 % des enfants de la population générale, soit 25 208 enfants (3). Ce
taux augmente régulierement (2,7 % en 2010, 2,8 % en 2011, 2,9 % en 2012 et
2013, 3,1 % en 2014). Parmi ces enfants congus aprés A.M.P., 1 372 enfants, soit

5,4 %, sont nés suite a un don de gamete.

2011 2012 2013 2014
Nombre de centres

Nombre de laboratcires d’ AMP** 92 96 97 93"
Nombre de centres climco-biologiques™ 104 103 104 101™
Nombre total d'inséminations artificielles 59001 58478 57352 56468
Inséminations intra-utérines intraconjugales 54772 54390 53555 52731
Inséminations intra-utérines avec sperme de donneur 4004 3870 3677 3618
Inséminations intra-cervicales avec sperme de donneur 225 218 120 119

Nombre total de tentatives réalisées en fécondation in vitro total (FIV hors ICSI, ICSI, TEC) 82296 84140 85419 87310
Selon l'origine des gamétes et des embryons (quelle que soit la technique de FIV)

Intraconjugal 79567 81304 82474 84310
Don de spermatozoides 1529 1641 1602 1613
Accueid d'embryons 83 135 199 141
Don d'ovocytes 1117 1060 1144 1246
Selon les techniques (quelle que soit l'origine des gamétes et des embryons)

FIV hors ICSI 21929 21478 21590 20717
ICSI 39816 40582 40774 41177
TEC 20551 22080 23055 25416
Nombre total de tentatives™ 141297 142618 142771 143778

Figure | : Evolution de l'activité globale d’A.M.P. entre 2011 et 2014.

Source : Agence de la Biomédecine.
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Techniques d’assistance médicale a la procréation

Différentes prises en charge existent, expliquées succinctement ci-dessous :

- L’induction simple de 'ovulation (I.S.) avec rapports programmés est indiquée
pour les femmes présentant une dysovulation ou une anovulation. Cette

technique ne fait cependant pas partie des actes réglementés d’A.M.P.

- L’insémination Intra-Utérine (l.1.U.) est indiquée dans les troubles de

I'éjaculation, les troubles sexologiques et les anomalies cervicales.

- La F.LV. est une technique indiquée pour les infertilités féminines, en
'absence de facteur masculin, comme par exemple des altérations tubaires,
de 'endométriose ou des adhérences pelviennes. Des échecs d’l.S. ou d’l.I.U.

peuvent également étre des indications de recours a la F.I.V.

- L’1.C.S.I. est une technique indiquée dans les causes d’infertilité mixte ou
masculine pure : oligo-asthéno-tératospermie (O.A.T.S.), faible rendement du
test de migration-survie, azoospermie avec prélévement chirurgical de

spermatozoides...

Dans les deux cas (F.I.V. ou I.C.S.l.), des injections de F.S.H. a des doses supra
physiologiques permettent un recrutement multifolliculaire. Aprés recueil par ponction
trans-vaginale écho-guidée, chaque complexe cumulo-ovocytaire est lavé puis
inséminé avec une quantité définie de spermatozoides (F.I.V.) ou microinjecté avec
un seul spermatozoide (I.C.S.l.). Aprés fécondation, les embryons sont cultivés au

laboratoire pendant 2 a 6 jours avant d’étre transférés ou vitrifiés.
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La part d’enfants nés aprés AM.P. en 2014 selon les techniques est

représentée sur la figure II.

Insémination intracervicake
20;0,1%

TEC

® Insémination intra-utérine
26,1%

* FIV hors ICSI

a 17.7%

Figure Il : Part des enfants nés apres A.M.P. en 2014 selon les techniques d’A.M.P. quelle

que soit l'origine des gameétes et des embryons. Source : Agence de la Biomédecine.

13



Evaluation de la qualité embryonnaire

Le biologiste de la reproduction est responsable du choix de I'embryon a
transférer et doit donc s’appuyer sur des criteres de sélection les plus robustes
possibles. L’'un des principaux objectifs est d’identifier quel embryon, dans une
cohorte, posséde le meilleur potentiel d’'implantation afin de pourvoir le transférer, et

quels embryons sont a conserver (vitrification) ou a écarter.

Depuis le début de la F.I.V., la sélection des embryons est principalement
basée sur des criteres morphologiques. Le biologiste de la reproduction observe
régulierement les différents embryons d’'une cohorte au microscope et prend les

décisions biologiques appropriées en fonction de ces observations ponctuelles.

Les embryons sont observés dés le premier jour de développement pour étudier
I'apparition des deux pronuclei et un éventuel clivage précoce. lls sont ensuite
observés lors du deuxieme et troisieme jour de développement pour évaluer le
nombre de cellules, leur symétrie et le pourcentage de fragmentation. La compaction
cellulaire s’observe normalement au 4°™ jour de développement et le stade
blastocyste est généralement observé au 5°™ jour de développement. Une
évaluation de I'expansion du blastocyste, de sa masse cellulaire interne et de son

trophectoderme est ainsi réalisée par le biologiste de la reproduction.

Le nombre d’observations des embryons au laboratoire doit cependant rester
limité. Bien que les incubateurs actuellement disponibles fournissent des conditions
de culture relativement stables, les ouvertures répétées des portes pour sortir les
embryons, afin de pouvoir les observer, et pour les réinsérer provoquent des
variations importantes des conditions de culture (température, pH, concentration en
CO, et en oxygéne, exposition a la lumiére...) qui sont défavorables au bon
développement embryonnaire. En fonction de I'incubateur utilisé et de la fréquence

d’ouverture de la porte, le temps nécessaire pour revenir a un environnement stable
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et optimal pour la culture embryonnaire peut étre plus ou moins long et prendre

jusqu’a plusieurs dizaines de minutes.

Différents systémes de notation ont été créés afin de classifier les embryons
aux différents stades de développement (4) (5). En 2011 un consensus international
a été établi par un groupe d’experts recensant les données nécessaires a la
description précise du développement embryonnaire (6); pour les stades
embryonnaires précoces, un score est attribué a I'embryon en respectant I'ordre
suivant : nombre de cellules, grade de I'embryon et justification du grade attribué

(tableau I). Par exemple : 4 cellules, grade 2, fragmentation.

Grade Rating Description

| Good e <|0% fragmentation
e Stage-specific cell size
* No multinucleation

2 Fair e |0-25% fragmentation
e Stage-specific cell size for majority of cells
e No evidence of multinucleation

3 Poor e Severe fragmentation (>25%)
e Cell size not stage specific
e Evidence of multinucleation

Tableau | : Systéme de notation des embryons au stade précoce (Alpha/ESHRE)

Pour le stade blastocyste, le score attribué respecte I'ordre suivant : stade de
développement du blastocyste, évaluation de la masse cellulaire interne et
évaluation du trophectoderme (tableau Il). Par exemple, un blastocyste B4AB selon

la classification de Gardner et al. (4) sera noté 312.
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Grade Rating Description

Stage of | Early
development 2 Blastocyst
3 Expanded
4 Hatched/hatching
ICM | Good Prominent, easily discernible,

with many cells that are
compacted and tightly adhered

together

2 Fair Easily discernible, with many
cells that are loosely grouped
together

3 Poor Difficult to discern, with few
cells

TE | Good Many cells forming a cohesive

epithelium

2 Fair Few cells forming a loose
epithelium

3 Poor Very few cells

Tableau Il : Systéme de notation des embryons au stade blastocyste (Alpha/ESHRE)

Néanmoins, ces évaluations ont une variabilité inter individuelle importante
(7). L’évaluation est subjective et I'expérience du biologiste de la reproduction est
importante. Afin de réduire les variations inter laboratoires et dans le but
d’harmoniser les pratiques, la morphologie embryonnaire doit étre évaluée a des
moments précis apres l'insémination / injection (6). Cependant, pour des raisons
pratiques, un intervalle de plus ou moins une heure est toléré. Or, il a été montré que
des changements morphologiques importants pouvaient avoir lieu en deux heures
(8). En regardant I'évolution de 212 embryons entre 40 et 42 heures post
insémination, 32,6 % des embryons montraient une évolution morphologique. Les
observations statiques sont donc toujours soumises au risque de ne pas étre
effectuées au bon moment. Des évenements importants du développement
embryonnaire peuvent également étre omis (divisions anormales, premiére division

cellulaire précoce, présence de cellules multinucléées, fusions cellulaires...).
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Malgré le grand nombre d'évaluations morphologiques de la qualité
embryonnaire décrites dans la littérature, le pouvoir discriminant de ces évaluations
reste modéré, aussi bien pour le stade précoce que pour le stade blastocyste.
L‘évaluation du potentiel d’'implantation d’'un embryon par sa morphologie reste
imparfaite. En 2011, la morphologie de la masse cellulaire interne était considérée
comme le paramétre principal a prendre en compte lors d’un transfert embryonnaire
car les cellules de la masse cellulaire interne sont a l'origine du futur foetus (9).
Ahlstrom (10) a démontré ensuite qu'un trophectoderme de bonne qualité était
essentiel a I'implantation et qu’il devait étre privilégié a la masse cellulaire interne
lors du choix de I'embryon a transférer. En 2013, Van den Abbeel (11) a étudié les
issues de 618 transferts monoembryonnaires en fonction des différents paramétres
morphologiques des blastocystes transférés (expansion, masse cellulaire interne et
trophectoderme). Bien que les 3 paramétres soient significativement associés aux
taux de grossesses cliniques et évolutives, I'expansion du blastocyste était le seul

parameétre significatif corrélé aux taux de naissances vivantes.

De plus, il faut également noter qu’'une part non négligeable d’embryons
morphologiquement normaux sont aneuploides. Une étude de Schoolcraft suggére
qu’'un peu plus de 50 % des blastocystes le sont (12). Fragouli (13) retrouve des
résultats similaires : 61,2 % des blastocystes ayant une bonne morphologie sont
euploides. Staessen (14) a étudié l'euploidie des embryons chez des femmes de
plus de 36 ans. Il a montré que 65 % des blastocystes expansés au 5°™ jour de
développement étaient génétiquement normaux contre 41,3% pour les embryons
présentant 8 cellules au 3°™ jour de développement. Une sélection relative des
embryons s’effectuerait donc en prolongeant la culture embryonnaire. Capalbo (15) a
étudié la corrélation entre la morphologie, l'euploidie et I'implantation de 956
blastocystes. Le pourcentage de blastocystes euploides augmente parallelement a la
qualité embryonnaire, néanmoins, aucun des paramétres utilisés pour I'évaluation
morphologique des blastocystes n’est prédictif de I'euploidie embryonnaire et aucune
différence n’a été retrouvée entre les différents pourcentages d’implantation des
embryons euploides en fonction de leur morphologie. De plus, le délai d’obtention

d’un blastocyste n’était pas corrélé aux éventuelles anomalies chromosomiques.
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I est donc nécessaire d’améliorer les techniques d’évaluation de la qualité

embryonnaire, tout en tenant compte des impératifs réglementaires et financiers.

Afin d’améliorer la sélection embryonnaire, des modéles prédictifs de
I'implantation embryonnaire ont été construits a partir d’observations statiques. Van
Loendersloot (16) a élaboré un algorithme basé sur cing facteurs : la présence ou
I'absence d’un clivage précoce, le nombre de blastoméres au 2°™ et au 3°™ jour de
développement, un score attribué a I'embryon basé sur le pourcentage de
fragmentation et la régularité des blastoméres au 3°™ jour de développement, et la
présence ou non d’une morula au 3*™ jour de développement. L’algorithme attribue
a chaque embryon un score qui serait prédictif de son potentiel d'implantation. I
serait donc, selon son auteur, un outil pour aider le biologiste de la reproduction a

choisir quels embryons transférer ou vitrifier.
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Transfert monoembryonnaire

L’objectif d’'une prise en charge en A.M.P. est la naissance vivante d’'un enfant
en bonne santé. Aussi, pour augmenter les taux de grossesses, certaines équipes
privilégient le transfert de plusieurs embryons (généralement deux). Cependant,
cette politique augmente les risques de grossesses multiples ainsi que leurs
conséquences (non exhaustives) : risque accru de diabéte gestationnel,
d’hypertension artérielle et de pré-éclampsie pour la femme enceinte ; accouchement
prématuré et retard de croissance intra-utérin pour le foetus. Ainsi, la mise en place
progressive d’une politique de transfert d'un seul embryon (transfert
monoembryonnaire = single embryo transfer = S.E.T.) se développe actuellement
afin de limiter les grossesses multiples et leurs conséquences médicales et

économiques.

Une méta analyse de Mc Lernon (17) a comparé l'efficacité du S.E.T. et du
transfert de deux embryons (double embryo transfer = D.E.T.) en confrontant les taux
de naissances vivantes, les taux de naissances vivantes multiples et les taux
cumulés de naissances vivantes aprés transferts d’embryons frais et congelés. Bien
que le taux de naissances vivantes soit moins élevé aprés transfert d’'un seul
embryon, il N’y a pas de différence significative aprés un cycle supplémentaire de
transfert d’embryon congelé comparé au transfert simultané de deux embryons frais.
Néanmoins, le taux de naissances multiples est beaucoup plus élevé aprés le
transfert de deux embryons qu’aprés le transfert d’'un seul embryon ou il est

comparable au taux faible observé dans les grossesses spontanées.

Il semble donc légitime de poursuivre la mise en place de cette stratégie de S.E.T.
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Transfert au stade précoce ou au stade blastocyste

Grace a l'amélioration des compositions des milieux de culture et des
conditions de culture, la stratégie de transfert embryonnaire évolue progressivement

Vers un recours accru a la culture embryonnaire prolongée.

La culture jusqu’au stade blastocyste n’est pourtant pas récente: la premiere

naissance vivante rapportée apres transfert d’'un blastocyste date de 1985.

In vivo, les embryons traversent les trompes de Fallope et n'atteignent pas
l'utérus avant I'étape de morula, ce qui équivaut a au moins 4 jours de culture in vitro.
L'utérus fournit un environnement nutritionnel différent de I'oviducte. Il est donc
physiologiqguement prématuré d'exposer les embryons de stade précoce a
I'environnement utérin, en particulier celui qui a été soumis a une stimulation
multifolliculaire et donc a des niveaux élevés d'cestrogenes (18). Par conséquent,
nous pouvons penser que l'environnement utérin peut causer un stress sur I'embryon
s'il est transféré a un stade précoce et entrainer une baisse de son potentiel
d’'implantation. Il a également été mis en évidence une réduction significative de la
pulsatilité utérine 7 jours aprés I'ovulation, c’est a dire au moment ou les blastocystes
sont transférés (19). Il est possible que cette relaxation des muscles utérins favorise

I'implantation du blastocyste.

Le transfert au stade blastocyste permet également d’améliorer la sélection
des embryons transférés en éliminant les embryons ayant arrété leur développement
entre le 3°™ et 5°™ jour. En effet, le génome embryonnaire est silencieux lors des 2-
3 premiers jours du développement embryonnaire (20), aussi, I'embryon se
développe grace aux transcrits maternels contenus dans le cytoplasme de 'ovocyte.
A partir du stade 8 cellules, la transcription du génome embryonnaire s’active de
facon progressive, permettant le développement de I'embryon jusqu’au stade

blastocyste.
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Une méta-analyse conduite par Glujovsky en 2016 (21) compare les transferts
d’embryons au stade blastocyste et au stade précoce. Les taux de grossesses
cliniques et de naissances vivantes sont significativement plus élevés apres transfert
frais d’'un blastocyste comparé au transfert d'un embryon au stade précoce. Il n’y a
néanmoins pas de différence significative sur les taux cumulés de grossesses
cliniques et de naissances vivantes. Le transfert au stade de blastocyste est associé
a une diminution du nombre d’embryons congelés par rapport au stade de J2/J3
(stockage massif improductif). La grossesse est donc obtenue plus rapidement en

réduisant le nombre de transferts d’embryons congelés.

De plus, les fausses couches spontanées sont significativement plus fréquentes

apres le transfert d'un embryon précoce comparé au transfert d’'un blastocyste (22).

Notons qu’il n’existe pas d’étude médico-économique comparant I'efficience des

transferts d’embryons au stade précoce et au stade blastocyste.

Bien que de nombreuses observations soient nécessaires afin de mieux suivre
le développement embryonnaire, chacune d’elles implique I'exposition de I'embryon a
des conditions de culture sous-optimales, pouvant affecter le développement
embryonnaire. De plus, comme nous l'avons vu précédemment, I'évaluation du
potentiel d’'implantation d’'un embryon par sa morphologie reste imparfaite. Les
biologistes de la reproduction, conscients de ces limites, ont orienté leurs recherches
au cours de ces derniéres années vers de nouveaux marqueurs non invasifs du
développement embryonnaire afin d’améliorer la sélection des embryons et donc
augmenter les taux de grossesses cliniques et de naissances vivantes. Parmi ceux-
ci, la sélection embryonnaire basée sur des marqueurs morphocinétiques est

actuellement en plein essor.
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Time Lapse (analyse morphocinétique du développement embryonnaire)

La technologie Time Lapse (systeme d’enregistrement continu du
développement embryonnaire) est apparue a la fin des années 2000 en embryologie
clinique et a permis un regard nouveau sur I'évaluation de la qualité embryonnaire.
La technologie Time Lapse permet d’enregistrer le développement embryonnaire a
intervalle régulier sans sortir 'embryon de son incubateur. Cette avancée
technologique a conduit les biologistes de la reproduction a passer de I'observation
statique et ponctuelle des embryons a I'observation dynamique et en continu.

Le biologiste de la reproduction a ainsi accés a un nombre plus important
d’'informations sur le développement embryonnaire comparé aux différentes
observations morphologiques ponctuelles. Les informations disponibles grace a
'analyse morphocinétique des embryons pourraient selon certains auteurs (23)
améliorer la sélection embryonnaire au laboratoire et ainsi augmenter les taux

d’implantation et les taux de naissances vivantes en A.M.P.

Les systémes Time Lapse combinent trois éléments de base : un incubateur,

un microscope et un logiciel d’acquisition et d’analyse des images.

Il existe trois configurations possibles de systeme Time Lapse (24) :

1) Un incubateur est construit autour d'un microscope disponible dans le
commerce. Cependant, la stabilité de [I'environnement de la culture
embryonnaire, bien que suffisante pour la recherche, n'est pas optimale pour
une utilisation clinique.

2) Le microscope est inséré dans un incubateur disponible dans le commerce
(exemple : systéme Primovision™, Vitrolife®).

3) Un instrument intéegre tous les appareils (exemples: Embryoscope®,
Vitrolife® ; Geri®, Genea Biomdx® ou Miri®, Esco®).

22



Systéme Primovision™ Systéme Embryoscope ®

Systeme Geri® Systeme Miri®

Les systémes Time Lapse ont pour avantages I'amélioration des conditions de
culture par rapport a un incubateur standard, et I'évaluation dynamique des
embryons sans les sortir de lI'incubateur. lls permettent la détection des événements
anormaux du développement embryonnaire, non détectables en microscopie
classique (clivage précoce, divisions anormales, fusions cellulaires...), permettant
ainsi d’exclure des embryons présentant un développement anormal. Ces
phénoménes ne sont observables qu’a l'aide des systéemes Time Lapse. Nous
pouvons citer par exemple I'étude de Rubio (25) qui étudie les taux d’implantation
des embryons présentant un délai inférieur a 5 heures entre le stade 2 cellules et le

stade 3 cellules (sachant que la durée d'un cycle cellulaire est d’environ 10-12
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heures). Le pourcentage d’'implantation de ces embryons est significativement plus
bas (1,2 %) comparé aux autres embryons (20,2 %). Liu (26) a étudié les embryons
présentant des fusions cellulaires au cours de leur développement. Le pourcentage
d'implantation de ces embryons est significativement inférieur au pourcentage
obtenu pour les embryons ne présentant pas de fusions cellulaires au cours de leur

développement.

Les systémes Time Lapse permettent également une flexibilité dans I'organisation du
laboratoire. Les images sont en effet sauvegardées permettant ainsi un visionnage

différé du développement embryonnaire.

Le C.H.U. de Nantes a acquis un premier Embryoscope® en 2011 et un
second en 2014. L’'Embryoscope® est une combinaison d’un incubateur tri gaz et
d’'une caméra. L’incubateur fournit des conditions de culture stables nécessaires au
développement embryonnaire et la caméra collecte des images a intervalles
réguliers sur sept plans focaux différents. Les différentes images sont ensuite
intégrées dans un logiciel permettant la réalisation d’un film montrant I'évolution des
embryons.

Les deux Embryoscope® utilisés au C.H.U. de Nantes permettent I'observation

simultanée de 144 embryons (72 dans chaque Embryoscope®).

Ottosen (27) a démontré que les longueurs d’onde inférieures a 550 nm
inhibaient le développement embryonnaire, notamment en induisant la production
d’H202. La lumiere utilisée en microscopie optique pour 'observation des embryons
est composée a environ 10 % de longueurs d’onde inférieures a 500 nm.

La source lumineuse de 'Embryoscope® est une LED qui produit une longueur
d’onde égale a 635 nm. La lumiére fournie par cette LED permet donc d’éliminer les
longueurs d’ondes dommageables pour 'embryon. Bien que régulierement exposés

a la lumiére, les embryons présents dans 'Embryoscope® sont donc exposés a une
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lumiére moins nocive qu’en microscopie classique. De plus, la durée cumulée
d’exposition est inférieure a celle observée en microscopie conventionnelle, malgré
les prises de vue répétées toutes les 15 a 20 minutes.

Néanmoins, lorsque l'on compare des embryons cultivés dans un incubateur
standard avec ceux cultivés a I'aide d’'un systeme Time Lapse, nous ne trouvons pas
de différence significative concernant les taux de grossesse (28). Ces résultats
suggerent donc que I'exposition périodique a la lumiére du microscope ne nuit pas a

la qualité embryonnaire.

Les systémes Time Lapse présentent également quelques inconvénients. En
effet, des bulles d’air peuvent se former a l'intérieur des boites de culture, génant
ainsi I'observation des embryons. Les embryons peuvent également se trouver
partiellement hors du champ de vision de la caméra. Selon les systémes utilisés, les
embryons sont observés sur un seul plan focal (Primovision™) ou sur plusieurs
champs focaux (Embryoscope®). L’appréciation de la qualité embryonnaire peut étre
alors difficile. De plus, 'embryon ne peut pas étre tourné, ce qui peut parfois limiter

son observation au stade blastocyste expansé.
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Aneuploidie et Time Lapse

L'aneuploidie joue un rdle majeur dans les échecs d'implantation et les
fausses couches précoces. La corrélation entre le développement embryonnaire et
une anomalie chromosomique n'est pas un concept nouveau en embryologie.
Cependant, cette relation a été établie dans le passé uniquement sur la base

d'observations statiques.

Les études s’intéressant aux relations entre morphocinétique et anomalies
chromosomiques sont contrastées. Des études montrent des associations entre des
parameétres morphocinétiques et le statut chromosomique des embryons, bien que
ces parameétres soient différents entre les études (29) (30) (31). Au contraire,
d'autres études ne montrent aucune corrélation entre les parameétres

morphocinétiques et le statut chromosomique d’'un embryon (32) (33).

De plus, Lagalla (34) a montré que les embryons présentant un développement

morphocinétique anormal pouvaient se développer en blastocystes euploides.
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Algorithmes morphocinétiques prédictifs

Aprés la mise sur le marché des systemes Time Lapse et compte tenu de la
quantité importante de données générées, des algorithmes ont été développés afin
de faciliter et d’améliorer la sélection des embryons (23) (35) (36) (37). Ces modeles
ont pour but d’aider le biologiste de la reproduction a choisir quels embryons

transférer ou vitrifier.

Les algorithmes prédictifs de I'implantation ont été développés a partir de
transferts embryonnaires d’issue certaine (K.l.D. = Known Implantation Data ; pas
d’'implantation, implantation d’'un embryon dans le cas d’'un S.E.T. ou implantation de
deux embryons dans le cas d’'un D.E.T.), permettant de garantir I'association entre

I'implantation des embryons et leurs paramétres morphocinétiques.

Néanmoins, la plupart de ces algorithmes sont basés sur peu de données (98
a 754 embryons) et trés peu ont été testés dans une étude prospective randomisée
(38) (39). Bien que de nombreux modéles aient été publiés, peu ont fait I'objet d'une
validation dans un autre centre (40) (41) et la plupart de ces validations ont montré
des résultats modestes.
Ces algorithmes ont comme principal inconvénient de ne pas étre superposables
d'un centre a l'autre en raison de l'impact des conditions de culture sur les

parameétres morphocinétiques (42) (43).

Afin de construire un algorithme superposable d’'un centre a l'autre, il faut
donc collecter un trés grand nombre de données issues de différents centres
d’A.M.P. afin de s’affranchir des différences existantes entre ces centres. Les
algorithmes KID Score™ Day 3 et KID Score™ Day 5 ont été développés dans ce
but.
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KID Score ™ Day 3 et KID Score ™ Day 5

Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes intéressés a deux algorithmes
morphocinétiques développés par la société Vitrolife® pour 'Embryoscope: le KID
Score™ Day 3 et le KID Score™ Day 5.

1) KID Score™ Day 3

Le KID Score™ Day 3 est un algorithme morphocinétique proposé aux
utilisateurs de 'Embryoscope® depuis environ 3 ans. |l a été développé a I'aide d’un
panel de 3275 embryons provenant de 24 centres différents, dont le C.H.U. de
Nantes, transférés au 3°™ jour de développement. Les embryons ont tous été
cultivés a I'aide d’Embryoscope® et analysés a l'aide du logiciel d’acquisition des
images de I'Embryoscope®. L’issue de leur implantation a été récupérée pour
'ensemble des embryons (KID = Know Implantation Data). La présence d’un sac
gestationnel avec une activité cardiaque a été retenue comme critére d’'implantation.
Le KID Score™ Day 3 est basé sur une annotation morphologique (présence des 2
pronuclei) et cinq annotations morphocinétiques (tPNf: temps entre linjection et

I'effacement des pronuclei, t2 : temps pour obtenir 2 cellules, 3, t5 et t8) (figure IlI).
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Assessment must be done  Pronuclear fading must be Blastomere divisions must be
between 16 and 18 hours  annotated at the first image annotated at the first image showing
after insemination where both pronuclei have complete division
faded

Figure Ill : Technote du KID Score™ Day 3, Vitrolife®
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Le détail de cet algorithme et sa performance ont été publiés en 2016 (44)
(figure 1IV). Le KID Score™ Day 3 attribue aux différents embryons d’une cohorte un
score allant de 0 a 5 (tableau lll). Le potentiel d’implantation de I'embryon
augmenterait parallélement avec ce score. Ainsi, le score obtenu serait une aide
pour le biologiste de la reproduction pour choisir quels embryons transférer ou

vitrifier.

Les données ayant été collectées dans 24 centres différents, cet algorithme

serait directement applicable dans n’importe quel centre d’A.M.P. possédant un

Embryoscope®.
Input
Impl.=24.95%
n=3275 Equations:

A = (t3-tPNf)

equation A < 11.48 B = (t5-13)/(t5-t2)
r L}
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n=267 n=3008
1 t3 24291
1 1
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n=161 n=2229
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Impl.=23.24% Impl.=32.98%
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cells6bh < 8
I L]
Yes No
Impl.=22.93% Impl.=36.17%
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Figure IV : Algorithme du KID Score™ Day 3 selon Petersen et al. (44)
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Score Interpretation

0 The embryo is not 2PN

1 Initial development was too fast or embryo displayed a direct cleavage from one to three cells
2 The embryo was very slow to develop

3 Embryo development was irregular and developmental pace increased from day 2 to day 3

Embryo development was irregular and developmental pace slowed down from day 2 to day 3
4 (And/or)
The number of cells annotated at 66 h was not as expected

5 The embryo passed all of the avoidance criteria included in the model

Tableau Il : Technote du KID Score™ Day 3, Vitrolife®

Un total de 11 218 embryons provenant de 31 centres différents et cultivés
jusqu’au cinquieme jour de développement ont permis de tester la capacité du KID
Score™ Day 3 a prédire la formation d’un blastocyste (44).

Les blastocystes obtenus ont été classés en 3 groupes : un groupe Top Quality (TQ),
un groupe Good Quality (GQ) et un groupe Poor Quality (PQ). Le groupe TQ
comprenait les blastocystes B3/4/5 AA, le groupe GQ les blastocystes B3/4/5 BB, AB
ou BA. Les blastocystes ayant un développement moins avancé ont été classés dans
le groupe PQ.

Petersen (44) a observé une corrélation entre le score attribué par 'algorithme et la
capacitation de 'embryon a atteindre les stades TQ et GQ. Dans son étude, le
pourcentage d’embryons atteignant le stade blastocyste au 5°™ jour de
développement et leur qualité augmentent parallélement au score attribué par
I'algorithme (KID Score et pourcentage de blastocystes obtenus a J5 respectivement

égala1et13% ;2et235% ;3et27,9% ;4et359 % ;5et67,3 %).
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2) KID Score™ Day 5

Le KID Score™ Day 5 est un algorithme morphocinétique proposé par
Vitrolife® mais dont le détail n’a pas été publié a ce jour. Il a été développé a l'aide
d’un panel de 1 100 embryons cultivés et transférés au 5°™ jour de développement.
Cet algorithme est basé sur 10 annotations (figure V) : 8 annotations
morphocinétiques (PNf, t2, t3, t4, t5, t8, tSB : premiére image montrant une cavité i.e.
début de la blastulation, tB: derniére image avant amincissement de la zone
pellucide) et 2 annotations morphologiques (présence des 2 pronuclei, évaluation de
la masse cellulaire interne et du trophectoderme entre 115 et 120h post injection). La
masse cellulaire interne et le trophectoderme sont annotés A, B ou C selon la

classification de Gardner and al (4).
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Assessment must be done  Pronuclear fading must be  Blastomere divisions must be Start of blastidabon rmust be Annotation of a full rner Cell Mass and
betwean 16 and 18 hours annctated at the fest mage annctated at the first mage annotated at the first mage  blastocyst must be done at  Trophectoderm must b
after insomination whare both pronuciel have showing complete division showing a sign of caity the kst image before the evaluated between 115
faded formation ombryo starts 10 compross and 120 hours after

the zona peliucda INSOMEAhon

Figure V : Technote du KID Score™ Day 5, Vitrolife®

Comme le KID Score™ Day 3, cet algorithme analyse le développement
embryonnaire et attribue un score a chaque embryon compris entre 0 et 6 (tableau
IV). Ce score augmenterait parallélement avec le potentiel d’implantation de
I'embryon et serait une aide pour le biologiste de la reproduction afin de choisir quels
embryons transférer ou vitrifier. Cet algorithme permettrait donc de réduire le nombre
d’embryons transférés ou vitrifiés en écartant les embryons ayant un faible pouvoir
d’'implantation. Tout comme le KID Score™ Day 3, il ne rejette aucun embryon mais

les classe selon leur probabilité d’implantation.
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Score

N/A

Description

The embryo is not 2PN.
The embryo had not reached the expected development stage at 115 hours and/or the early development
pattern was irregular.

The embryo had not reached the expected development stage at 115 hours. However, the early development
pattern was regular.

The embryo had reached the expected development stage at 115 hours. However, the embryo displayed an
irregularity during the culture period, either in the early or late development pattern

The embryo had reached the expected development stage at 115 hours. The overall morphology was mediocre
while the early development pattern displayed no or only moderate irregularity during the culture period.

The embryo had reached the expected development stage at 115 hours. The overall morphology was
satisfactory while the early development pattern displayed a moderate irregularity during the culture period.

The embryo passed all of the avoidance criteria included in the model. The embryo had reached the expected
development stage at 115 hours and the overall morphology was satisfactory. The development pattern
displayed no irregularity.

One or more of the mandatory annotation variables could not be assessed or were not annotated by the
embryologist.

Tableau IV : Technote du KID Score™ Day 5, Vitrolife®
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OBJECTIFS

Différentes équipes se sont intéressées a [I'évaluation des algorithmes
morphocinétiques prédictifs de I'implantation des embryons. La plupart de ces études
ont montré des résultats modestes, notamment dus a des conditions de culture
différentes entre les laboratoires et aux limites de ces modéles développés sur des
populations restreintes et monocentriques. Aussi, la création d'un algorithme
« universel », concu a partir d'une importante base de données et indépendant des
conditions de culture, génére une grande attente des professionnels de I'A.M.P. afin

d’améliorer les taux de naissances vivantes.

Ce travail a pour objectif principal la validation externe de deux modéles
prédictifs proposés par la société Vitrolife® pour 'Embryoscope® : le KID Score™
Day 3 pour la prédiction de la blastulation des embryons et le KID Score™ Day 5
pour la prédiction de I'implantation des embryons.

L’objectif secondaire de ce travail est I'évaluation de l'intérét prédictif du KID
geme

Score™ Day 3 pour l'implantation des embryons aprés transfert au jour de

développement.

Ce travail a été réalisé dans un contexte particulierement favorable au sein du
service de biologie et médecine de la reproduction du C.H.U. de Nantes. En effet, la
stratégie de transfert de ce centre d’A.M.P. est de garder tous les embryons en
culture prolongée et de réaliser quasi systématiquement des transferts
monoembryonnaires au stade blastocyste, permettant ainsi I'étude du KID Score™
Day 3 et Day 5. L'expertise acquise dans les systémes Time Lapse, et plus

particulierement de 'lEmbryoscope® depuis 2011, a été un atout majeur.

Ce travail a également été I'occasion d’analyser les données de la littérature

existantes sur les différents modeéles prédictifs publiés.
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MATERIELS ET METHODES

Criteres de sélection

Cette étude monocentrique rétrospective a porté sur tous les couples ayant
bénéficié d’'une F.1.V.-1.C.S.I. avec suivi du développement embryonnaire a I'aide de
I'Embryoscope® au C.H.U. de Nantes durant la période du 1°" janvier 2013 au 31
décembre 2016.

Lors de cette période, I'inclusion des embryons dans 'Embryoscope® se faisait en
fonction des places disponibles le jour de la ponction. Il n’y a pas eu de critére

d’inclusion spécifique pour les couples ayant bénéficié de la technologie Time Lapse.

Pour I'évaluation du KID Score™ Day 5, les criteres d’inclusion des couples
étaient les suivants :
- F.LV.-l.C.S.I. avec suivi du développement embryonnaire a l'aide du systéme
Time Lapse Embryoscope®
- Transfert frais d’'un seul embryon
5éme

- Transfert au jour de développement

- Issue du transfert connue

Les critéres d’exclusion étaient les suivants :
- Couples pris en charge en Diagnostic Pré Implantatoire
- Transfert frais au 2°™, 3°™, 4°™ ou 6°™ jour de développement
- Absence de transfert
- Transfert de plusieurs embryons

- Transfert frais monoembryonnaire dont I'issue était inconnue.
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Pour l'évaluation du KID Score™ Day 3, nous avons retenu les cohortes
embryonnaires des couples inclus dans 'étude du KID Score™ Day 5. Tous les
5éme

embryons de la cohorte ayant été cultivés jusqu’au jour de développement ont

été inclus dans notre étude, quelle que soit leur qualité (figure VI et VII).

L’ensemble des données clinico-biologiques ont été extraites a partir du logiciel
MediFirst®.

FIV-ICSI réalisée entre le
01/01/2013 et le 31/12/2016

Culture embryonnaire a 'aide
d’un incubateur standard

| Embryoscope® |

* DPI

» Transfert effectuée au 2éme, 32me,
4eme gy 6eme jour de
développement embryonnaire

* Absence de transfert

Transfert effectué au 5éme
jour de développement

Transfert de plusieurs embryons

| Transfert monoembryonnaire |

Issue de la tentative inconnue

| Issue de la tentative connue |

Etude du KID Score™ Day 5 Etude du KID Score™ Day 3

Inclusion de 214 embryons Inclusion de 214 cohortes
embryonnaires.

Sélection des embryons
observés jusqu’au 52 jour de
développement (n = 1067).

Figure VI : Critéres de sélection des embryons pour les études des

KID Score™ Day 3 et KID Score™ Day 5
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Annotations morphocinétiques

Figure VIl : Jours d’application des algorithmes

KID Score™ Day 3 et KID Score™ Day 5.

Stratégie de prise en charge

Au sein du centre dAM.P. du C.HU. de Nantes, le transfert frais
monoembryonnaire d’un blastocyste est proposé dans plus de 90 % des cas. Seuls
les couples refusant cette stratégie ont un transfert d’'un embryon précoce (< 5%). Le

transfert de deux blastocystes est trés rarement indiqué (< 5%).

Toutes les patientes ont été stimulées a I'aide d’'un protocole de stimulation
ovarienne contrdlée. Les protocoles antagonistes sont préférentiellement utilisés par
rapport aux protocoles agonistes courts ou longs.

Dans le cas dun protocole antagoniste, aprés désensibilisation de [I'axe

hypothalamo-hypophysaire a l'aide de Provames®, des injections quotidiennes de
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gonadotrophines sont effectuées. La dose est choisie en fonction de I'age de la
patiente, de son poids, de son IMC, de sa réserve ovarienne et des réponses aux
précédentes stimulations réalisées. Un antagoniste de la GnRH est introduit au 6°™
jour de stimulation. Des controles échographiques et des dosages hormonaux sont
réalisés périodiquement afin de suivre la stimulation multifolliculaire.

Quand une cohorte optimale de follicules antraux est observée a I'’échographie (au
moins 3 follicules > 17 mm), I'ovulation est déclenchée par administration d’rHCG
(Ovitrelle®, Merck Serono®). La ponction ovocytaire est réalisée 36 heures plus tard
au bloc opératoire sous contréle échographique. Les complexes cumulo-ovocytaires
ainsi collectés sont rincés puis décoronisés a l'aide d’'une enzyme : la hyaluronidase
(SynVitro™ Hyadase, Origio®). La maturité ovocytaire est évaluée, aprés
décoronisation, par la présence ou I'absence d’un globule polaire. Ce globule polaire
est le seul témoin morphologique de la reprise de la méiose par I'ovocyte aprés
injection de rHCG. Seuls les ovocytes présentant un globule polaire seront retenus
pour la microinjection. Une fois celle-ci réalisée, les embryons sont introduits dans
'Embryoscope®. lls sont cultivés jusqu’au stade blastocyste avec des milieux de
culture séquentiels (G1-G2 media®, Vitrolife®) sous des conditions contrdlées (37°C,
6% CO2 et 5% 02).

Annotation des embryons

Les embryons ont été annotés individuellement et rétrospectivement sur le
logiciel d’acquisition des images de 'Embryoscope®. Les annotations nécessaires
pour I'obtention du KID Score™ Day 3 et KID Score™ Day 5 ont été décrites dans

I'introduction.

La classification de Gardner et Schoolcraft (4) (figure VIII) a été utilisée pour
I'évaluation morphologique des blastocystes a J5. Pour étre concordant avec
I'extraction des données via le logiciel MediFirst®, I'annotation, réalisée en double
lecture par un biologiste de la reproduction et un technicien expérimenté le jour du

transfert, a été retenue.
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Le degré d’expansion du blastocyste est classé selon 6 stades différents :

- B1:

apparition d’une cavitation ; le blastocéle représente moins de 50 % du

volume de I'embryon

- B2:
- B3:
- B4:

- BS

le blastocéle représente plus de 50 % du volume de 'embryon
blastocyste expansé

blastocyste expansé et amincissement de la zone pellucide

: blastocyste en voie d’éclosion
- B6:

blastocyste éclos

Le bouton embryonnaire est noté a 'aide d’une lettre :

- A cellules nombreuses et compactes

- B : quelques cellules laches

- C:peude cellules

Le trophectoderme :

- A : nombreuses cellules cohésives

- B : quelques cellules laches

- C:peude cellules

Figure VIl : Classification de Gardner et Schoolcraft (1999)
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Au 5°me jour de développement, les blastocystes présentant une expansion
supérieure ou égale au stade B2 peuvent étre transférés a I'exception de ceux ayant
un trophectoderme classé C. Dans le cadre de cette étude, nous avons uniquement
sélectionné les transferts monoembryonnaires effectués a J5. Les autres
blastocystes de bonne qualité obtenus a J5 ont été vitrifiés en se basant sur les

mémes critéres de sélection morphologique.
Pour I'analyse de nos résultats, nous avons également repris le classement

des blastocystes publié dans I'étude de Petersen (44) que nous avons décrit dans

I'introduction.

Taux d’implantation

Un dosage de BhCG est réalisé 11 ou 12 jours apreés le transfert embryonnaire
et renouvelé toutes les 48h jusqu’a atteindre le seuil de 1000 UI/L. Une grossesse
clinique est confirmée grace a une échographie 4 a 5 semaines plus tard, en mettant
en évidence un sac gestationnel et une activité cardiaque. Le taux d’'implantation
dans notre étude est défini comme le nombre de sac gestationnel avec activité

foetale cardiaque sur le nombre d’embryon transféré (égal a 1 dans notre étude).

Meéthodologie statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées a l'aide du logiciel Prism5®
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Le test t de Student et le test du % ont été
utilisés lorsqu’ils étaient appropriés. Une valeur p < 0.05 a été considérée comme

significative.

Le logiciel Excel® a été utilisé pour trier les données et élaborer les figures et les

tableaux.
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RESULTATS

Population observée

A partir des criteres de sélection, nous avons pu inclure 210 couples dans
notre étude. 214 transferts frais monoembryonnaires, réalisés au 5°™ jour de

développement, ont permis I'évaluation du KID Score™ Day 5 et 1067 embryons ont

été inclus pour I'étude du KID Score™ Day 3.

L’age moyen des patientes était de 32,3 ans (+/- 4).
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KID Score ™ Day 3

1) Evaluation de l'intérét prédictif du KID Score™ Day 3 sur la blastulation des
embryons

Le score attribué par le KID Score™ Day 3 a chaque embryon serait prédictif
de sa capacité a former un blastocyste (44). Nous avons donc étudié les taux de

blastulation des 1067 embryons inclus dans notre étude.
Premierement, nous avons retenu comme critere d’évaluation l'obtention ou
'absence d’un blastocyste au 5éme jour de développement, quelle que soit la qualité

morphologique. L’association entre le KID Score™ Day 3 et le taux de blastulation

est représentée dans la figure IX.
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Figure IX : Pourcentage de blastulation des embryons en fonction du

KID Score™ Day 3 (n = 1067).
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Nous observons une trés forte corrélation positive entre le KID Score™ Day 3

et les taux de blastulation (r = 0,99 ; p = 0,001). Des différences significatives ont été

mises en évidence entre les différents pourcentages observés (p < 0,05), a

I'exception du pourcentage obtenu dans le groupe du KID Score 2 qui n’était pas

significativement différent des pourcentages de blastulation obtenus dans le groupe
du KID Score 1 (p = 0,13) et dans le groupe du KID Score 3 (p = 0,30).

Nous avons ensuite comparé nos résultats obtenus avec les résultats obtenus

dans la publication de référence (44) a 'aide d’un test du ” (tableau V).

Pourcentage de

Pourcentage de

blastulation observé au | blastulation publié par p
C.H.U. de Nantes Petersen et al.
KID Score 5 83,5 (n=395) 67,3 (n=4401) <0.0001
KID Score 4 60,3 (n=199) 35,9 (n=2235) <0.0001
KID Score 3 42,6 (n=68) 27,9 (n=645) 0,0111
KID Score 2 35,7 (n=199) 23,5 (n=1403) 0,0002
KID Score 1 28,6 (n=206) 13,0 (n=1893) <0.0001

Tableau V : Comparaison des pourcentages de blastulation obtenus au C.H.U. de

Nantes et publiés par Petersen.

Nous obtenons des pourcentages de blastulation significativement plus élevés

que ceux observeés par Petersen et al. pour toutes les catégories.
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Dans un second temps, nous avons analysé nos données en classant les
blastocystes obtenus en deux groupes distincts : les blastocystes transférables (ou
vitrifiables) au 5°™ jour de développement selon nos critéres morphologiques
(expansion d’un blastocyste = B2, trophectoderme A ou B) et ceux non transférables

/ non vitrifiables (tableau VI).

Obtention d'un Absence de Pourcentage de
blastocyste blastocyste Total blastocyste

transférable a J5 | transférable a J5 transférable a J5
KID Score 5 259 136 395 65,6 %
KID Score 4 75 124 199 37,7 %
KID Score 3 9 59 68 13,2 %
KID Score 2 31 168 199 15,6 %
KID Score 1 27 179 206 13,1 %

Tableau VI : Nombre et pourcentage de blastocystes transférables a J5 en fonction
du KID Score™ Day 3 (n = 1067).

Nous observons une forte corrélation positive entre le KID Score™ Day 3 et la
probabilité d’obtenir un blastocyste de qualité compatible avec le transfert ou la
vitrification (r = 0,89 ; p = 0,04).

Nous n’observons pas de différence significative entre les pourcentages des
groupes KID Score 1, 2 et 3. En regroupant les groupes KID Score 1, 2 et 3, les
pourcentages obtenus sont significativement différents entre les groupes KID Score
5, KID Score 4 et KID Score (1,2,3) (pourcentage de blastocyste transférable a J5
respectivement égal a 65,6 %, 37,7 % et 14,2 % ; p < 0,0001).
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Nous avons ensuite séparé les blastocystes obtenus au 5éme jour de
développement en 2 catégories selon la méthodologie employée dans la publication
de référence (44) : les blastocystes « Top Quality » (TQ : B3/4/5 AA) associés aux
blastocystes « Good Quality » (GQ : B3/4/5 AB, BA, BB), et les blastocystes « Poor
Quality » (PQ : B1 ; B2 ; B3/4/5 avec bouton embryonnaire ou trophectoderme classé
C).

Les pourcentages observés au C.H.U. de Nantes ont ensuite été comparés
aux données personnelles (non publiées) de Petersen et al. & 'aide d’un test du ?
(figure X).

60

p =0,0012
50
40
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p = 0,8925
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KID SCORE 1 KID SCORE 2 KID SCORE 3 KID SCORE 4 KID SCORE 5

H Pourcentage observé au C.H.U. de Nantes EPourcentage (non publié) observé par Petersen et al.

Figure X : Comparaison des pourcentages de blastocystes (TQ + GQ) en fonction du
KID Score™ Day 3.

Nous obtenons des pourcentages significativement différents que ceux
observés par Petersen et al. pour les catégories KID Score 1 et KID Score 5. Nous

n’observons pas de différence significative pour les groupes KID Score 2, 3 et 4.
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2) Evaluation de l'intérét prédictif du KID Score™ Day 3 sur I'implantation des
embryons lors d’un transfert frais effectué au stade blastocyste

Le score attribué par le KID Score™ Day 3 a chaque embryon serait prédictif
de sa capacité a former un blastocyste (44).

Effectuant la majorité de nos transferts au 5°™ jour de développement et le
stade blastocyste étant un pré requis indispensable avant I'implantation, nous nous
sommes donc demandés si cet algorithme pouvait prédire l'implantation des
embryons transférés au 5°™ jour de développement.

Nous avons donc soumis les 214 embryons sélectionnés pour I'étude du KID
Score™ Day 5 a I'algorithme du KID Score™ Day 3. Les pourcentages d’'implantation

obtenus pour chaque score sont représentés dans la figure XI.
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Figure Xl : Pourcentage d’'implantation des embryons en fonction du

KID Score™ Day 3 (n = 214).

Aucune différence significative n’a été mise en évidence entre les différents

pourcentages observés en utilisant le test du % (p > 0,05).
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KID Score ™ Day 5

214 embryons ont été inclus dans I'étude du KID Score™ Day 5. L’association
entre le KID Score™ Day 5 et les pourcentages d’implantation des embryons

transférés a J5 est présentée dans la figure XII.
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Figure XII : Pourcentage d’'implantation des embryons en fonction du

KID Score™ Day 5 (n = 214).

Nous observons une forte corrélation entre le KID Score™ Day 5 et les
pourcentages d’implantation (r = 0,95 ; p = 0,004). Néanmoins, aucune différence
significative n’a été mise en évidence entre les différents pourcentages observés (p >
0,05), a I'exception du pourcentage d'implantation obtenu dans le groupe du KID
Score 6 qui est significativement plus élevé que le pourcentage d’implantation obtenu
dans le groupe du KID Score 1 (p = 0,0188). Nous remarquons également que le
nombre d’embryons inclus dans le KID Score 4 est faible (n = 3) comparé aux autres

groupes.
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Le KID Score™ Day 5 n’a pas fait 'objet de publication a ce jour. Nous
n‘avons donc pas pu comparer nos résultats avec ceux obtenus par d’autres

équipes.

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés a la concordance entre
'embryon choisi pour le transfert par le biologiste de la reproduction et I'embryon
ayant le KID Score™ Day 5 le plus élevé dans la cohorte embryonnaire.

Nous avons donc analysé pour chaque transfert si 'embryon possédant le meilleur
potentiel d'implantation selon le KID Score™ Day 5 a été choisi par le biologiste de la
reproduction ou non. Si I'algorithme attribuait le méme score a plusieurs embryons et
si le biologiste de la reproduction choisissait 'un d’eux, ce choix a été analysé
comme concordant. Lorsqu’il n’y avait qu'un seul embryon disponible pour le
transfert, celui-ci n’a pas été inclus dans cette analyse.

Le pourcentage de concordance entre le choix du biologiste de la reproduction et
I'algorithme s’éleve a 78 % (n = 93 cycles analysés). Parmi les discordances (n =
20), la majorité (54 %) est due a une différence de score de 1, avec transfert d’'un
embryon classé 5 par le KID Score™ Day 5 préférentiellement a un embryon ayant

un score égal a 6. Ces derniers étaient cependant systématiquement vitrifiés.

47



DISCUSSION

Dans cette étude, nous avons testé la validité de deux algorithmes
morphocinétiques, I'un prédictif de la blastulation des embryons (KID Score™ Day 3),

et l'autre prédictif de I'implantation des embryons (KID Score™ Day 5).

Le KID Score™ Day 3, basé sur des critéres morphocinétiques précoces, est
significativement associé a la probabilité de blastulation a J5. L’algorithme assigne a
chaque embryon un score prédictif du potentiel de blastulation et de qualité

embryonnaire.

L’étude du KID Score™ Day 5 montre une corrélation positive entre les taux
d’'implantation et le score attribué par I'algorithme. Néanmoins, notre étude n’a pas
permis de mettre en évidence des différences statistiques entre les différents taux
d’'implantation obtenus. Ces différences non significatives peuvent probablement

s’expliquer par des effectifs restreints dans certains groupes.
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Intérét prédictif du KID Score ™ Day 3 sur la blastulation des embryons

Petersen (44) indique que le KID Score™ Day 3, initialement développé pour
prédire I'implantation des embryons, peut prédire de maniere satisfaisante I'évolution
des embryons en blastocystes car le stade blastocyste est un pré requis
indispensable avant I'implantation. De plus, l'aire sous courbe de la courbe ROC
prédictive de la blastulation des embryons est plus élevée que I'aire sous courbe de
la courbe ROC prédictive de l'implantation des embryons. Selon Petersen, cet
geme

algorithme pourrait étre utilisé dans les cas ou il serait difficile, au jour de

développement, de déterminer si la culture embryonnaire doit étre prolongée
jusqu’au 5°™ jour afin d’effectuer un transfert.
Nous nous sommes donc intéressés a l'intérét prédictif du KID Score™ Day 3 sur la

blastulation des embryons.

Notre étude a permis de mettre en évidence des résultats intéressants : les
1067 embryons étudiés ont des taux de blastulation croissants en fonction du score
attribué par l'algorithme. Ces pourcentages sont significativement différents les uns
des autres a I'exception du pourcentage obtenu dans le groupe KID score 2 qui
n’était pas significativement différent des pourcentages de blastulation obtenus dans
les groupes KID Score 1 et KID Score 3.
Nos pourcentages de blastulation sont significativement plus élevés que les
pourcentages obtenus dans I'étude de Petersen (tableau V). Néanmoins, notre étude
est une étude rétrospective monocentrique alors que Petersen a mené une étude
multicentrique dans 31 centres d’A.M.P. ayant des conditions de culture différentes
les uns des autres. Ceci pourrait expliquer les difféerences observées. Malgré ces
différences, 'algorithme assigne a chaque embryon un score prédictif du potentiel de

blastulation et est donc une aide pour le biologiste de la reproduction.
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Lorsque nous étudions les pourcentages d’embryons se développant en
blastocystes de bonne qualité et donc transférables (expansion = B2 et
trophectoderme A ou B) en fonction du score assigné par I'algorithme, nous mettons
en évidence des différences significatives entre les différents pourcentages. Les
pourcentages de blastulation sont significativement différents entre les groupes KID
Score (1,2,3), KID Score 4 et KID Score 5. Le KID Score™ Day 3 est donc aussi
prédictif de la probabilité d’obtenir au moins un blastocyste de qualité suffisante pour

le transfert embryonnaire (ou la vitrification).

Les résultats de notre étude portant sur I'intérét prédictif du KID Score™ Day 3
sur la blastulation des embryons sont intéressants car ils confirment la capacité de
cet algorithme a potentiellement prédire le futur développement embryonnaire. Une
association significative entre le score attribué par l'algorithme et le taux de
blastulation a J5 a en effet été mise en évidence.

Pour les centres d’A.M.P. réalisant des transferts au stade blastocyste, cet
algorithme permettrait d’'informer les couples, au 3éme jour de développement
embryonnaire, de la probable réalisation ou absence de transfert. Cet algorithme
permettrait également d’optimiser la stratégie de culture embryonnaire, en aidant le
biologiste de la reproduction a mieux sélectionner les embryons a garder en culture
prolongée. L'optimisation de la sélection embryonnaire permettrait un gain de temps
technique (observation et manipulation d’'un nombre réduit d’embryons) et financier
(baisse de la consommation des milieux de culture, baisse du temps consacré a
'observation embryonnaire). Cet algorithme permettrait également une
standardisation des pratiques intra et inter laboratoires. Ces résultats doivent étre
validés dans un second temps par une étude prospective afin de valider 'intérét de

cet algorithme dans I'optimisation de la culture embryonnaire.
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Intérét prédictif des KID Score ™ Day 3 et Day 5 sur I'implantation des embryons

L’étude des 214 embryons analysés a l'aide du KID Score™ Day 5 a montré
une forte corrélation entre le KID Score™ Day 5 et les pourcentages d’implantation
obtenus. Néanmoins, les taux d'implantation ne sont pas significativement différents
les uns des autres, a I'exception de la comparaison des pourcentages des KID Score
1 et 6. Cependant, ces différences non significatives peuvent s’expliquer par des
effectifs restreints dans certains groupes. Une étude prospective, avec calcul
préalable du nombre de sujets nécessaires a inclure, permettrait d’augmenter la
puissance statistique et d’obtenir probablement des résultats significatifs. Un tel
travail serait donc intéressant a réaliser afin de confirmer la tendance observée dans
notre étude. Nous pouvons cependant relever la trés bonne concordance entre
'embryon choisi pour le transfert par le biologiste de la reproduction et le score

attribué par le KID Score™ Day 5.

Le KID Score™ Day 3 a été initialement développé pour prédire I'implantation

des embryons transférés au 3°™ jour de développement. L'étude du KID Score™

Day 3 n’a pas permis de mettre en évidence un intérét prédictif de cet algorithme
pour prédire implantation d’un embryon transféré au 5°™ jour de développement.
Les pourcentages d’'implantation ne sont pas croissants en fonction du score attribué
par le KID Score™ Day 3 et ils ne sont pas significativement différents les uns des
autres.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Kirkegaard (45): aprés analyse
rétrospective d’'une cohorte embryonnaire a 'aide de I'algorithme de Conaghan (35),
prédictif de la blastulation des embryons, Kirkegaard a observé que 50,6 % des
embryons ayant donné une grossesse étaient classés comme inutilisables par
I'algorithme. Ceci peut s’expliquer en partie par le fait que les embryons présentant
un développement morphocinétique anormal peuvent se développer en blastocystes
euploides (34).

Les algorithmes développés pour prédire les taux de blastulation ne sont donc pas
forcément prédictifs des taux d’'implantation des embryons et ils ne doivent pas étre

utilisés pour prédire I'implantation des embryons sans validation préalable.
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Le KID Score™ Day 3 n’a pas montré de performances satisfaisantes dans
notre étude afin de [l'utiliser en routine dans notre centre d’A.M.P. pour prédire
I'implantation des embryons transférés a J5. Néanmoins, nous ne nous sommes pas
intéressés a l'intérét prédictif de cet algorithme sur 'implantation des embryons apres
transfert a J3, ce qui est son indication initiale.

Le KID Score™ Day 5 prend en compte un nombre plus important d’événements
morphocinétiques durant les 5 jours du développement embryonnaire in vitro. Il est
donc censé étre un algorithme plus robuste que le KID Score™ Day 3. Le KID
Score™ Day 5 a montré des résultats intéressants, mettant en évidence une
corrélation entre le KID Score™ Day 5 et les taux dimplantation des
embryons. Néanmoins, notre étude n’a pas permis de mettre en évidence des
différences statistiques entre les différents taux d’'implantation obtenus, nécessitant

la réalisation d’'une future étude prospective.
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Intérét du Time Lapse et des modeéles prédictifs

Depuis l'introduction des systemes Time Lapse dans les laboratoires d’A.M.P.,
de nombreuses études rétrospectives ont été publiées afin de trouver des marqueurs
morphocinétiques prédictifs du potentiel d’implantation des embryons. Aprés saisie
des mots-clés « Time Lapse IVF », 185 publications sont répertoriées sur PubMed.

Néanmoins, trés peu d’études prospectives randomisées existent a ce jour.

Les essais randomisés récents s’intéressant a I'intérét de la culture et de la
sélection embryonnaire par les systemes Time Lapse montrent des résultats
hétérogénes (38) (46). Une méta analyse de Chen (47) n’a retrouvé aucune
différence sur les taux de grossesses évolutives. Néanmoins, la plus récente méta
analyse (juillet 2017) est favorable aux systémes Time Lapse (48). lls permettent
d’obtenir de meilleurs taux de grossesses cliniques (51,0 %) comparés a I'évaluation
classique et statique des embryons (39,9 %), ainsi qu'un taux de fausses couches

précoces inférieur (15,3 % versus 21,3 %).

Les systémes Time Lapse ont comme avantages indéniables I'amélioration des
conditions de culture par rapport a un incubateur standard et la détection des
événements anormaux du développement embryonnaire, non détectables en
microscopie classique. Les systemes Time Lapse permettent également une
flexibilité dans I'organisation du laboratoire, le développement embryonnaire pouvant

étre visionné en différé.

L’'un des principaux problémes des algorithmes prédictifs développés ces
dernieres années, est le manque de standardisation du point de départ de I'analyse
des images. La plupart des algorithmes utilisent 'heure moyenne d’injection de la
cohorte ovocytaire pour définir le début de I'analyse. Or, en F.l.V. conventionnelle,
I'horaire précis de la fécondation est impossible a déterminer. En I.C.S.l., une
différence peut exister entre I'heure d’injection du premier et du dernier ovocyte.
Cette différence est d’autant plus importante que I'l.C.S.I. est compliquée a réaliser

(probléeme matériel, cryptozoospermie, réalisation d'un test H.O.S.T...). Des
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propositions ont été effectuées afin de standardiser le point de départ de I'analyse,
comme l'apparition des 2 pronuclei (49) ou l'identification de la premiére division

cellulaire (50).

La standardisation des annotations est également un autre probléme malgré une
proposition de consensus (51). Ce manque de standardisation peut expliquer en
partie les différences obtenues lors des validations externes des algorithmes

prédictifs.

Molder a publié des travaux préliminaires en 2015 sur un systeme
d’annotation des embryons semi automatisé développé pour 'Embryoscope® (52).
Ce logiciel est capable de détecter et d’annoter les divisions cellulaires, la
compaction et la blastulation d’'un embryon, avec des performances néanmoins
limitées. Le C.H.U. de Nantes développe actuellement un systéme d’annotation
automatique des embryons sur 'Embryoscope®. Le développement de systémes
d’annotation automatiques apporterait une standardisation des pratiques intra et inter
laboratoires et également une amélioration du niveau de preuves des études

multicentriques en limitant la variabilité inter opérateur et inter laboratoire.

Actuellement, seul le Geri® est équipé d’'un systéme d’annotation automatisé de
quelques événements morphocinétiques précoces. L’algorithme utilisé par le logiciel
du Geri® est I'ancien algorithme Eeva®. Néanmoins, son intérét clinique n’a pas été
démontré : Kieslinger (53) n’a pas retrouvé de différence significative entre les taux
de grossesses cliniques du groupe Time Lapse et du groupe témoin. De plus, le
logiciel d’annotation automatique doit encore étre amélioré. Une récente étude de
Kaser (54) a mis en évidence des discordances entre les annotations manuelles
effectuées par des biologistes de la reproduction expérimentés et les annotations
effectuées par le logiciel informatique. Aprés application de I'algorithme prédictif, 30
% des scores attribués par l'algorithme étaient discordants entre I'annotation

manuelle et 'annotation automatique.
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Depuis la publication du premier algorithme morphocinétique par Meseguer en
2011, basé sur 3 paramétres précoces (23), de nombreuses études
morphocinétiques ont été menées afin de trouver un algorithme applicable en
routine, et capable de détecter les risques d’aneuploidie (30) (31), de prédire la
formation de blastocystes (55) (56) ou de prédire les taux d’'implantation (37) (44). La
majorité de ces algorithmes ont été développés avec une base de données
monocentrique, et peu d’entre eux ont été testés dans d’autres centres d’A.M.P. (40)

(41) ou dans des essais randomisés (38).

Les algorithmes congus pour prédire les taux de blastulation sont
généralement plus robustes que les algorithmes congus pour prédire les taux
d'implantation. En effet, lors de la conception d’un algorithme prédictif de la
blastulation des embryons, il est relativement facile de recueillir les données.
L’obtention des données est plus difficile pour construire des algorithmes prédictifs
des taux d’implantation ou des taux de naissances vivantes. Il peut étre difficile
d’aboutir a [I'exhaustivité des données (perdus de vue, échographie et/ou
accouchement effectués dans un autre hopital, etc...). De plus, 'implantation est un
phénomeéne extrémement multifactoriel et le nombre de variables influengant le point
de mesure final est plus important que pour la blastulation. L’utérus peut ne pas étre
réceptif a 'implantation de I'embryon lors du transfert, indépendamment du potentiel
d’'implantation de I'embryon.

Il existe également des biais lors de l'acquisition des données : I'ensemble des
embryons présentant un clivage sont inclus pour étudier les taux de blastulation alors
que seuls les embryons transférés sont retenus pour étudier les taux d’'implantation.
Une sélection plus stricte des embryons est donc réalisée lors de la construction d’'un
algorithme prédictif des taux d’'implantation comparée a un algorithme prédictif des
taux de blastulation. Or ces algorithmes sont ensuite appliqués a une population

hétérogéne d’embryons non sélectionnés.

Néanmoins, les algorithmes développés pour prédire les taux de blastulation ne sont
pas forcément prédictifs des taux d’implantation des embryons (45). Méme si le
transfert embryonnaire est ressenti par le couple comme [I'aboutissement du

parcours en A.M.P., il n’est qu’une étape de ce parcours. L’A.M.P. a comme principal
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objectif de permettre a des couples infertiles d’avoir des enfants, aussi le critére
principal d’'un algorithme devrait donc étre le taux de naissances vivantes. Utiliser le

taux de blastulation comme critére principal est cliniquement moins pertinent.

Le pourcentage d’embryons inclus dans le score le plus élevé permet de
distinguer deux types d’algorithmes : les algorithmes de sélection et les algorithmes

de désélection.

- Les algorithmes de sélection attribuent le score le plus élevé a un faible
pourcentage d’embryons. Certains embryons ayant une bonne probabilité de se
développer en blastocystes ou de s'implanter ne vont pas étre sélectionnés par ces
algorithmes. Par contre, les embryons sélectionnés ont des taux élevés de

blastulation ou d’'implantation. Ces algorithmes ont donc une bonne spécificité.

- Les algorithmes de désélection, au contraire, attribuent le score le plus élevé a un
nombre plus important d’embryons. Ces algorithmes sont capables de relativement
bien écarter les embryons qui n’atteindront pas le stade blastocyste ou qui ne
s’implanteront pas. En revanche, des embryons présentant une faible probabilité de
développement peuvent étre sélectionnés. Ces algorithmes présentent donc une
meilleure sensibilité que les algorithmes de sélection mais leur spécificité est

réciproquement diminuée.

Généralement, le dernier algorithme prédictif publié présente les meilleurs
pourcentages de blastulation ou d’implantation embryonnaire. Ceci peut s’expliquer
par 'accumulation des connaissances disponibles sur les systémes Time Lapse.
Cependant, nous devons é&tre vigilants lorsque nous comparons différents
algorithmes entre eux. Les algorithmes sont-ils prédictifs de I'évolution des embryons
en blastocystes ou de I'implantation des embryons ? Comment l'implantation des
embryons est-elle définie (BhCG > 10 UI/L, présence d’'un sac gestationnel...) ?
Seule l'application de différents algorithmes sur une méme cohorte embryonnaire

permet de les comparer.
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En comparant sur une méme cohorte embryonnaire (44) les algorithmes de Liu (37)
et de Petersen (44), qui présentent des performances équivalentes pour prédire la
formation de blastocyste, I'algorithme de Liu attribue le score A+ a 5,8 % des
embryons et le score A a 17 % des embryons (les taux de blastulation dans ces
groupes sont de respectivement 72,7 % et de 71 %). Avec I'algorithme de Petersen,
62,7 % des embryons sont classés dans les groupes 4 et 5 (55,7 % dans notre
étude) dont 41,6 % dans le groupe 5 (37,0 % dans notre étude). Les scores
maximaux sont donc attribués a un pourcentage relativement élevé d’embryons. Le
KID Score™Day 3 est donc un algorithme de désélection. Il a une approche plus
conservatrice et rejette moins d’embryons que I'algorithme de Liu. Le KID Score™
Day 3 sélectionne les embryons qui peuvent potentiellement se développer en
blastocystes alors que [l'algorithme de Liu sélectionne les embryons ayant la

meilleure probabilité de se développer en blastocyste.

Les équipes s’intéressant aux algorithmes prédictifs n’ont jusqu’a présent pas
pris en compte les différents biais existants (composition des milieux de culture, age
des patientes, protocoles et traitements de stimulation...). Kirkegaard (57) a publié
une étude trés intéressante en 2016, mettant en évidence qu’'une partie des
difféerences  morphocinétiques observées dans les différentes cohortes
embryonnaires peuvent s’expliquer par des facteurs inhérents aux couples de
patients et au cycle de stimulation (dge maternel, I.M.C., dose de F.S.H.). Les
différences observées sont probablement dues a une combinaison de plusieurs
facteurs car aucun des facteurs analysés individuellement n’a montré d’influence sur
le développement embryonnaire.

La morphocinétique embryonnaire est donc influencée par l'origine de I'embryon,
aussi cette origine doit étre considérée comme un biais potentiel dans les études. De
plus, les résultats de Kirkegaard indiquent que les cinétiques de développement de
plusieurs embryons d’une méme cohorte sont davantage similaires que les
cinétiques de développement d’embryons provenant de cohortes différentes. Les
embryons d’une méme cohorte ne devraient donc pas étre considérés comme
statistiquement indépendants et il y a un risque élevé d’analyses statistiques
erronées. Des essais randomisés prospectifs sont donc nécessaires afin d’évaluer
'intérét de Ila morphocinétique embryonnaire pour améliorer la sélection

embryonnaire.
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De plus, les algorithmes prédictifs publiés ont été développés dans des
conditions définies d’'un centre d’A.M.P. et sont apparemment moins pertinents dans
d’autres centres (40) (58). Aussi, avant de mettre en place en routine un algorithme
publié, le biologiste de la reproduction doit faire preuve de prudence et réaliser une
validation interne de cet algorithme afin de confirmer ses performances et
éventuellement I'adapter aux conditions spécifiques du centre. Néanmoins, il est
important de garder a I'esprit que ces algorithmes ne seront jamais fiables a 100 %
et qu’ils ne sont qu’un outil d’aide a la disposition des biologistes de la reproduction.
Nos résultats obtenus avec le KID Score™ Day 5 confirment cette nécessité de

validation interne avant de déterminer la place réelle de cet outil en routine.

Actuellement, la morphologie embryonnaire (taille des blastomeéres,
multinucléation, fragmentation...) est un critéere d’exclusion initial dans plusieurs
algorithmes publiés quand elle est trés péjorative. De futurs algorithmes, intégrant
cette morphologie, permettraient probablement d’augmenter la sensibilité et la
spécificité de ces modeéles prédictifs et permettraient donc au biologiste de la
reproduction de prendre des décisions mieux documentées. Conaghan (35) a en
effet montré que la combinaison de la morphologie embryonnaire avec son
algorithme prédictif augmentait lidentification des embryons atteignant le stade
blastocyste et réduisait également les variabilités inter individuelles. Néanmoins, une
récente étude prospective de Kaser (59) n’a pas permis de mettre en évidence une
augmentation du taux de grossesses cliniques en associant la morphologie

embryonnaire et I'algorithme prédictif Eeva®.
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CONCLUSION

Le KID Score™ Day 3 et le KID Score™ Day 5 sont des algorithmes prédictifs
respectivement de la blastulation et de limplantation des embryons. lls ont été
développés a l'aide d’'une base de données multicentrique, aussi, ces algorithmes
devraient étre théoriquement directement applicables dans n’importe quel centre

d’A.M.P. possédant un Embryoscope®, sans validation interne préalable.

La validation externe du KID Score™ Day 3, prédictif du potentiel de
blastulation des embryons, a montré des résultats trés intéressants. L’algorithme
assigne a chaque embryon un score preédictif du potentiel de blastulation et de
qualité embryonnaire. Il est donc une aide pour le biologiste de la reproduction pour
anticiper au mieux le futur développement embryonnaire et optimiser le choix de la
stratégie de transfert embryonnaire. Une étude prospective est nécessaire afin de
valider 'intérét de cet algorithme dans I'optimisation de la culture embryonnaire et le

choix de la stratégie de culture embryonnaire.

La validation externe du KID Score™ Day 5 dans notre centre d’A.M.P. a mis
en évidence une corrélation entre le KID Score™ Day 5 et les taux d’'implantation.
Néanmoins, notre étude n’a pas permis de mettre en évidence des différences
statistiques entre les différents taux d’'implantation obtenus. Une étude prospective,
avec calcul préalable du nombre de sujets nécessaires a inclure, permettrait
d’augmenter la puissance statistique afin de confirmer la tendance observée dans

notre étude.

La mise en place d'un algorithme publié¢ dans un centre d’A.M.P. doit
s’effectuer aprés une validation interne afin de valider les performances de
I'algorithme dans les conditions spécifiques du centre. De nouveaux algorithmes
intégrant la morphologie embryonnaire et le développement de [I'annotation
automatisée des embryons permettront d’augmenter la sensibilité et la spécificité de

ces modeles prédictifs.
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