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FIV +/- ICSI : fécondation in vitro +/- injection intra-cytoplasmique de spermatozoides
HAS : haute autorité de santé

HTAG : hypertension artérielle gravidique
HSO : hyperstimulation ovarienne

IMC : indice de masse corporelle

IMG : interruption médicale de grossesse
[1U : insémination intra-utérine

LCC : longueur cranio-caudale

MCI : masse cellulaire interne

MFIU : mort feetale in utero

MoM : multiple de la médiane

MSM : marqueurs sériques maternels
PPAG : petit poids pour I’age gestationnel
PE : pré-eclampsie

RCIU : retard de croissance intra uterin
RPM : rupture prématurée des membranes

SA : semaines d’aménorrhée



ST : syncitiotrophoblaste
T21 : trisomie 21
TE : trophectoderme

TEC : transfert d’embryon congelé
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INTRODUCTION

Dans la plupart des laboratoires de biologie de la reproduction, le choix de I’embryon
a transférer repose sur des critéres essentiellement morphologiques. Dans le cas de la stratégie
de transfert aprées culture prolongeée, les parametres morphologiques du blastocyste concerné
sont le degré d'expansion et I'état d'éclosion, la masse cellulaire interne (MCI) et les
caractéristiques du trophectoderme (TE). Chacun de ces parametres a été decrit comme étant
des marqueurs prédictifs de grossesse et de naissance vivante apres le transfert de blastocyste
frais.

Concernant le dépistage de la trisomie 21 (T21) en France il est proposé de maniere
systématique a toute patiente ayant débuté une grossesse, que ce soit spontanément ou dans
les suites d’un cycle de fécondation in vitro avec ou sans injection intra-cytoplasmique de
spermatozoides (FIVICSI). 11 se fait entre 11 semaines d’aménorrhée (SA) et 13SA+6jours
via les marqueurs seriques du premier trimestre (b-hCG et PAPP-A) et la mesure de la clarté
nucale (CN) en échographie.

Un certain nombre d’études ont analysé les marqueurs sériques du premier trimestre
dans les grossesses issues de FIV+ICSI mais aucune ne s’est intéressée a la corrélation entre
la morphologie des blastocystes et ces marqueurs sériques.

L’objectif de ce travail est d’évaluer la relation entre la morphologie des blastocystes

transférés au décours d’une FIVICSI et les marqueurs sériques du premier trimestre de
grossesse.
Apres un rappel sur les principes généraux de la FIV, le développement embryonnaire, la
classification des blastocystes et I’implantation embryonnaire, nous aborderons les techniques
de dépistage de la trisomie 21 et les notions clés sur les marqueurs sériques du premier
trimestre. Puis, nous présenterons les principales études concernant les marqueurs sériques du
premier trimestre pour les grossesses issues de FIVxICSI.

Nous présenterons ensuite les objectifs, les patientes, les méthodes de recueil et
d'analyse des données, ainsi que les résultats de cette étude. Enfin, nous analyserons
I’éventuel impact de ces résultats dans la prise en charge des patientes en Médecine de la
Reproduction.
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I. La fécondation in vitro avec ou sans injection de

spermatozoides

A. Principes généraux

La FIV est une technique d’assistance médicale a la procréation qui permet la
rencontre des gamétes male et femelle en dehors de I’appareil génital féminin. On réalise
aujourd’hui en France environ 60 000 tentatives de FIVICSI par an (d’aprés le dernier
rapport de 2015 de I’agence de la biomédecine (1)).

La prise en charge des couples en FIV comporte plusieurs étapes clés. La premiere
étape est I’hyperstimulation ovarienne contr6lée par injection quotidienne de gonadotrophines
afin d’obtenir plusieurs ovocytes matures, avec monitorage de 1’ovulation par surveillance
échographique et dosages plasmatiques. Cette étape dure 10 a 14 jours et différe selon les
protocoles utilisés. Elle est suivie du déclenchement de I’ovulation par Ovitrelle (hCG).
Trente-six heures aprés le déclenchement, a lieu le recueil ovocytaire par ponction au bloc
opératoire sous échographie endovaginale. Les tubes contenant le liquide folliculaire et les
ovocytes sont conserveés a 37°.

Parallelement le sperme est recueilli apres 3 a 5 jours d’abstinence par masturbation
(ou apres biopsie testiculaire ou ponction épididymaire en cas d’azoospermie). Le sperme est
préparé : les spermatozoides sont sélectionnés par une technique de migration sur gradient
avec centrifugation.

Dans le cadre de la FIV classique, les ovocytes sont placés en présence de 40 a 80 000
spermatozoides mobiles/ovocyte, sans que le statut de maturité ovocytaire ne soit connu. Dans
le cadre de la FIV-ICSI, les ovocytes sont décoronisés. Un spermatozoide sélectionné sera
microinjecté dans chaque ovocyte mature (ayant expulsé le premier globule polaire).

Débute alors la phase de culture embryonnaire au laboratoire pendant 5 a 6 jours
aboutissant a la formation d’un ou de plusieurs blastocystes. Le transfert embryonnaire peut
étre réalisé précocement a J2-J3 ou au stade blastocyste. Un ou deux embryons sont transférés
a l’aide d’un cathéter, sous contrdle échographique. Les embryons surnuméraires sont
vitrifiés. La phase lutéale au décours d’une FIV est soutenue par I’introduction de
progestérone micronisée ou de dydrogestérone le soir de la ponction (Utrogestan® ou

Duphaston®) et ce jusqu’au test de grossesse 11 jours aprés le transfert.
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B. Les principaux protocoles de FIV

L’hyperstimulation ovarienne contr6lée consiste en une stimulation multifolliculaire
par injections quotidiennes de gonadotrophines urinaires ou recombinantes a fortes doses.
Cette stimulation est responsable d’une hyperoestradiolémie supraphysiologique avec risque
d’ovulation prématurée par déclenchement du pic de LH. Il est donc indispensable de bloquer
I’axe hypothalamo-hypophysaire grace a I’utilisation d’analogues de la GnRH. Deux grands
types de protocoles sont utilises : le protocole antagoniste, le plus freguemment utilisé et le
protocole agoniste.

Concernant les antagonistes (Orgalutran® ; Fyremadel ® ; Cetrotide®), ils se fixent
directement sur les récepteurs hypophysaires de la GnRH et entrainent ainsi un blocage
immédiat de I’action de la GnRH hypothalamique sur I’hypophyse. Le protocole antagoniste
se résume donc en une stimulation ovarienne par injection quotidienne de gonadotrophines
dés le début du cycle, auxquelles sont rajoutées les injections quotidiennes d’antagonistes de
la GnRH vers le 5 ou 6°™ jour de la stimulation en fonction du monitorage (biologique et
échographique) ou de facon fixe.

Concernant les agonistes, il s’agit de molécules se fixant sur les récepteurs
hypophysaires de la GnRH et entrainant dans un premier temps un effet « flare-up » pendant
48 heures avec relargage massif des réserves de FSH et de LH par stimulation initiale de
I’hypophyse. Dans un deuxiéme temps, se produit une désensibilisation hypophysaire avec
une inhibition de la sécrétion de FSH et de LH qui persiste tant que dure 1’administration
continue de ces analogues. L’injection quotidienne de I’agoniste de la GnRH se fait soit en
oeme

début de phase folliculaire (1* ou jour du cycle) pour les patientes dysovulantes, soit en

fin de phase lutéale du cycle précédent (a partir du 20-22°™ jour du cycle) pour les patientes
normo-ovulantes. Les injections quotidiennes de gonadotrophines exogénes débutent apres
contrdle du freinage par échographie et prise de sang dans les protocoles agonistes longs ou

en méme temps dans les protocoles agonistes courts.

I1. Le développement embryonnaire et le blastocyste

A. Le développement embryonnaire

Le développement embryonnaire est étudié au microscope par le biologiste a des
temps précis. Cette observation peut étre optimisée par 1’utilisation du time-lapse (exemple :

Embryoscope®) qui enregistre le développement embryonnaire en continu, garantit des
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conditions de culture optimales par rapport aux méthodes conventionnelles, ce qui
augmenterait ainsi les chances de grossesse (2).

Le stade de zygote est observé 16 a 18h aprés la mise en contact des gametes. Une

zéme

fécondation diploide est dite normale si I’on observe 2 pronuclei et 1’émission du globule

polaire.

Figure 1 : Photographies de deux stades embryonnaires, issues de la banque d'images du service de
médecine de la reproduction du CHU de Nantes.
Légende : Stade zygote (1a). Embryon au stade J2 (1b).

Au cours du 2°™ et 3°™ jour de développement, I’évaluation se fait sur le nombre de
cellules, sur leur symétrie et sur le pourcentage de fragmentation. Puis viennent les stades de
précompaction et de compaction aboutissant a 1’aspect compact caractétistique de la morula,
observée a J4. Enfin une cavité se crée dans la morula (cavitation), qui prend alors le nom de
blastocyste.

Au stade de blastocyste, a J5-J6, I’embryon a plus de 32 cellules. C’est une sphere
creuse avec une cavité centrale remplie de liquide : le blastoccele. On distingue deux types de
cellules différenciées : les cellules du trophectoderme formant un feston qui borde la cavité
blastocoelique et les cellules de la MCI, excentrée, au contact du TE. Le blastocyste va
ensuite croitre sous 1’augmentation du fluide du blastocoele et la zone pellucide s’amincit. A
J6 le blastocyste présente 100 a 200 cellules, dont un tiers constitue la MCI.

On observe ensuite 1’érosion puis 1’éclosion du blastocyste qui sort de la zone pellucide entre

J6 et J7. A J7 I’embryon est donc hors de la zone pellucide et prét a s’implanter.

B. Classification du blastocyste

Dans le but de sélectionner le blastocyste avec les meilleures chances de grossesse

pour le transfert, trois parametres morphologiques sont utilisés en routine pour classer les
17



blastocystes : le degré d’expansion du blastocele, I’apparence de la masse cellulaire interne et

I’apparence du trophectoderme. Au niveau international, la classification de Gardner et

Schoolcraft est utilisée pour 1’évaluation de la qualité embryonnaire (3). Elle est basée sur un

score alphanumérique déterminé au 5°™ jour de culture (Figure 2).

B3 : Blastocyste complet.

\ Blastocie rempli tout ke volume,

Classification des Blastocystes

Trophoblaste

Masse
Cellulaire
Interne (MCI)

Figure 2 : Classification des blastocystes selon Gardner et Schoolcraft 1999(4).

Le blastocyste est noté par un chiffre de 1 a 6, selon le volume de son blastocele et son stade

de développement :

Bl : la cavité liquidienne (blastocele) représente moins de 50% de la surface de I’embryon

B2 : le blastocele représente plus de 50% de la surface de I’embryon

B3 : blastocyste complet
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- B4 : blastocyste expansé = B3 + augmentation du volume de I’embryon, la zone pellucide
s’amincit

- B5: blastocyste en éclosion, le trophectoderme commence a sortir de la zone pellucide

- B6 : blastocyste éclos, il est completement en dehors de la zone pellucide

Pour les blastocystes avec un stade > B3, la MCI et le TE sont évalués.

La MCI est caractérisée par une lettre : A, B ou C selon le nombre et I’aspect de ses cellules :

- A aspect compact, composée de nombreuses cellules et bien individualisée.

- B :aspect moins organisé, avec moins de cellules.

- C: aspect peu visible, formée de peu de cellules.

Le TE est lui aussi caractérisé par une lettre : A, B ou C selon le nombre et I’aspect de ses

cellules.

- A cellules nombreuses et formant un épithélium festonné continu

- B : cellules peu nombreuses, formant un épithélium lache

- C: cellules tres peu nombreuses, le plus souvent épaisses.

Figure 3 : Photographies de blastocystes, issues de la banque d'images du service de médecine de la
reproduction du CHU de Nantes.
Légende : Stade B1 (3a). Stade B4AA (3b).

C. L’implantation embryonnaire

L’implantation embryonnaire débute des que le blastocyste entre en contact avec la
mugqueuse utérine. La qualité de cette interaction constitue un élément clef de la bonne
implantation puis d’un développement feeto-placentaire harmonieux. La décidualisation de
I’endometre débute immédiatement aprés 1’ovulation. S’il y a fécondation de I’ovocyte, la

décidualisation va se poursuivre lors de I’enfouissement du blastocyste dans la paroi utérine.
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Elle va concerner la zone dite de jonction blastocyste/utérus qui comprend I’endométre et le
premier tiers du myomeétre. Le blastocyste se divise et se différencie schématiquement en
deux pdles : un p6le embryonnaire et un pdle trophoblastique qui ménera au futur placenta.

S’en suivent la différenciation trophoblastique et la placentation (Figure 4).

1" semaine 3= semaine
de développement de développement

— [ (=]

Figure 4 : Schéma représentant I’implantation physiologique.
Extrait du cours de J.Guibourdenche sur ** les biomarqueurs placentaires de la pré-éclampsie™.

Au niveau du pole trophoblastique se différencient une couche cellulaire interne de
cytotrophoblaste (CT) et une couche externe le syncitiotrophoblaste (ST) invasif. Le ST
pénétre I’endométre vers le 14°™ jour aprés I’ovulation.

Les villosités placentaires vont se constituer pendant le premier mois de grossesse en passant
par trois stades : villosités primaires (travées de CT bordées par du ST) ; villosités secondaires
(envahissement de 1’axe de ces travées par du mésenchyme extra-embryonnaire) ; villosités
tertiaires (développement dans I’axe mésenchymateux de capillaires feetaux qui vont se
connecter au réseau vasculaire feetal de 1’allantoide). A la base des villosités tertiaires, le tissu
trophoblastique se différencie en : cytotrophoblaste extravilleux (CTEV) prolifératif et
invasif, d’une part, et cytotrophoblaste villeux (CTV) qui fusionne au ST, d’autre part.

2éme

A partir de la fin du mois, les villosités disparaissent de la plus grande partie de la

surface du sac gestationnel pour ne persister qu’au pdle du sac situé en regard du myométre.
Le placenta va acquérir sa structure définitive a la fin du 4°™ mois. On distinguera alors deux
types de villosités : les villosités crampons et les villosités flottantes ou libres. La villosité
crampon est ancrée dans I’endomeétre maternel et a sa base se trouve le CTEV. Ce dernier
prolifere, migre dans I’endométre, puis envahit une partie du myomeétre (CTEV interstitiel) et

va remodeler les artéres utérines (CTEV vasculaire) ou va se différencier en cellules géantes.
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Le CTEV va donc coloniser les artéres spiralées maternelles qui commencent a se modifier,
puis il envahit la paroi artérielle et constitue des bouchons trophoblastiques obstruant la
lumiere des vaisseaux pendant tout le premier trimestre. Il détruit progressivement le tissu
musculaire, élastique, et nerveux de la paroi artérielle pour le remplacer par une matrice
fibreuse atone incluant des cellules trophoblastiques du CTEV ayant acquis un phénotype
endothélial. 1l en résulte une augmentation du diameétre des vaisseaux, une diminution des
résistances et une disparition du contréle vasomoteur maternel, permettant 1’arrivée du sang
maternel dans la chambre intervilleuse vers 12 semaines d’aménorrhée (SA) lorsque les
bouchons trophoblastiques se désagrégent. En envahissant I’endomeétre puis le myométre et
les artéres spiralées maternelles, ces cellules placentaires sont parmi les premiéres a entrer en
contact avec la circulation maternelle. 1l constitue de ce fait la source principale des
marqueurs seriques maternels placentaires dosables au premier trimestre de la grossesse (5).

La villosité flottante est bordée par le ST qui repose sur une couche de CTV et
fusionnent pour donner cette masse multinucléée appelée syncytiotrophoblaste. Le
syncytiotrophoblaste est le sieége d’une activité métabolique, d’une activité d’échange et d’une
activité endocrine intenses permettant la bonne croissance feeto-placentaire et 1’adaptation
métabolique maternelle a la grossesse. Ce ST subit un processus d’apoptose réguliére et de
renouvellement-réparation (6).

Cette invasion trophoblastique est un processus physiologiquement régulé, qui a donc
lieu en début de grossesse seulement. Du cdté maternel la réponse immuno-inflammatoire est
globalement réprimée, et du c6té du trophoblaste I’invasion est favorisée (par 1’absence
d’expression ou par I’expression de certains antigénes du complexe HLA 1 et II, et par
I’expression de la protéine placentaire 13), constituant ainsi un équilibre.

11 faut noter qu’une prolifération excessive du cytotrophoblaste peut conduire a la formation
de tumeurs, notamment du choriocarcinome (avec augmentation importante du taux d’hCG ou
béta-hCG). Mais si ce phénoméne ne se produit pas, ceci peut entrainer une placentation

anormale conduisant a la pré-éclampsie et/ ou au retard de croissance intra-utérin (7).

I11. Dépistage et diagnostic prénatal de la trisomie 21 en France

aujourd’hui

La trisomie 21 ou «syndrome de Down » est la plus fréquente des anomalies

chromosomiques touchant 1 grossesse sur 400 (8). Sa fréquence augmente avec 1’age
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maternel. Cette aneuploidie autosomique est due a la présence, en partie ou en totalité, d’un
chromosome 21 surnuméraire. Elle se traduit par un syndrome polymalformatif avec une
déficience intellectuelle variable.

Pour identifier les feetus atteints de trisomie 21, le diagnostic prénatal (DPN), fondé
sur I’établissement du caryotype foetal a partir du prélévement de cellules feetales, s’est
développé a partir des années 1970. Cependant en raison des risques associés aux techniques
de prélevement de cellules feetales (perte feetale), du nombre limité de laboratoires de
cytogénétique et du colt des examens, le DPN de la trisomie 21 n’a jamais été proposé de
facon systématique a toutes les femmes enceintes. Celui-ci était initialement proposé aux
femmes les plus a risque a savoir les plus agées (seuil fixé a 40 ans puis abaissé a 38 ans).
Cependant 2/3 des enfants porteurs de trisomie 21 naissent de femmes de moins de 35 ans.
Par la suite, la découverte de différents marqueurs sériques maternels et 1’identification de
signes échographiques en faveur d’une trisomie 21 ont permis le développement du depistage
prénatal pour les grossesses mono-feetales. Initialement seuls des marqueurs du deuxiéme
trimestre étaient dosés, puis les recherches ont permis de découvrir deux nouveaux marqueurs
sériques dosables au premier trimestre : la PAPP-A et la fraction libre de la b-hCG. Ainsi en
2007 la Haute Autorité de Santé (HAS) publie de nouvelles recommandations qui se sont
avérées étre un changement majeur dans le dépistage de la trisomie 21 en France. S’en
suivront les toutes derniéres recommandations de 2017 sur la place des tests ADN libre

circulant dans le sang maternel dans le dépistage de la trisomie 21 (ADNIcT21).

A. Recommandations HAS de 2007

En juin 2007 la HAS publie de nouvelles recommandations qui seront officialisées par

I’arrété du 23 juin 2009 (8,9). Trois méthodes de dépistage sont recommandées selon le terme

de la grossesse et la possibilité ou non d’une mesure satisfaisante de la clarté nucale :

- Le dépistage combiné du ler trimestre réalisé entre 11SA et 13SA+6 jours et qui associe
la mesure de la clarté nucale (CN) en fonction de la longueur cranio-caudale (LCC) puis le
dosage des marqueurs sériques du premier trimestre (PAPP-A et fraction libre de la b-
hCG). Le test combiné a une sensibilité attendue de 90% avec un taux de faux positif de
5% (9,10).

- Le dépistage séquentiel intégré en deux temps utilisant la mesure de la CN entre 11SA et
13SA+6 jours et les marqueurs du deuxieme trimestre entre 14SA et 17SA+6 jours

(double ou triple test), lorsque le dosage des marqueurs sériques du ler trimestre n’a pu
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étre réalisé. La sensibilité du dépistage séquentiel intégré est de 80% pour un taux de faux
positif de 5% (9).

- Le dépistage par les marqueurs sériques seuls du 2°™ trimestre : double test (h\CGB ou
hCG et AFP) ou triple test (hCGB ou hCG, AFP et uE3). La sensibilité de ce test est
d’environ 60%.

Ces trois méthodes permettent de calculer (avec intégration de 1’age maternel) un risque

estimé de trisomie 21 dont le seuil & partir duquel un diagnostic prénatal est recommandé est

de 1/250 (11).

B. Recommandations HAS de mai 2017

L’année 2017 marque un tournant dans le dépistage de la trisomie 21 avec
I’introduction du test ADNIcT21 (encore appelé DPNI pour Dépistage Prénatal Non Invasif).
Ce test est fondé sur la recherche d’une surreprésentation du nombre de copies du
chromosome 21 dans I’ADN circulant dans le sang maternel, qui est un mélange entre I’ADN
feetal et ’ADN maternel. Il contribue a améliorer les performances du dépistage de la T21
feetale, notamment en augmentant le taux de détection et en permettant de poser un diagnostic
plus précocement, et il permet de diminuer le nombre de faux positif des procédures actuelles
de dépistage et donc le nombre d’indications d’examen invasif a visée diagnostique, que sont
I’amniocentese et la biopsie de trophoblaste.

La HAS préconise que le test ADNIcT21 soit proposé a toutes les femmes enceintes
dont le niveau de risque de trisomie 21 feetale estimé est compris entre 1/1000 et 1/51 apres
un dépistage combiné du ler trimestre ou a défaut un dépistage par les marqueurs sériques
seuls du 2°™ trimestre (mais le dépistage séquentiel intégré n’est plus recommandé¢). En 2015,
la HAS a conclu a une performance élevée de ce test (taux de détection de trisomie 21
supérieur a 99% et taux de faux positif inférieur a 1%).

Si ce test s’avere positif, une confirmation par un examen moléculaire appliqué a la
cytogeénétique et un caryotype feetal sont obligatoires (de préférence par amniocentese car
I’ADN analysé avec I’examen ADNIcT21 est essentiellement d’origine trophoblastique).

La HAS recommande aussi qu’un DPN invasif soit proposé d’emblée a toutes les
femmes enceintes dont le niveau de risque de trisomie 21 feetale estimé est > 1/50.

Les nouvelles modalités de dépistage définies dans 1’arrété du 14 décembre 2018 sont

en accord avec ces recommandations (12,13).
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IV. Les marqueurs sérigues du 1% trimestre

Les marqueurs sériques maternels (MSM) du 1% trimestre sont indispensables dans le
calcul du risque de trisomie 21, mais ils apportent également des informations
supplémentaires sur d’autres risques en cas d’écart significatif par rapport aux médianes dans
les grossesses sans anomalies du caryotype ou du placenta (a type de mdle par exemple).

Comme nous 1’avons vu précédemment, le trophoblaste, a I’origine du futur placenta,
est une glande endocrine polyvalente qui produit des hormones peptidiques et stéroidiennes
nécessaires a la grossesse et des protéines placentaires dont le role n’est pas toujours bien

connu. Les deux marqueurs sériques du 1 trimestre sont issus de cette activité endocrinienne.

A. La fraction libre de la chaine béta de [’hormone chorionique

gonadotrope

1. Origine biologique
L’hCG totale, utilisée comme MSM du 2°™ trimestre, est indiquée « hCG ou hCG

totale». Cette molécule est une hormone glycoprotéique constituée de deux sous-unités liées
entre elles et donc dosées ensemble.

La sous-unité alpha est composée de 99 acides aminés. Cette séquence est identique a
la sous-unité o des autres gonadotrophines (LH, FSH et TSH). Elle prédomine en fin de
grossesse.

La sous-unité béta (ou hCG libre) est composée de 145 acides aminés et differe de
celle des autres gonadtrophines. Elle prédomine en début de grossesse. Elle est dosée en début
de grossesse pour établir le diagnostic positif de la grossesse et utilisée comme marqueur
sérique du 1°* trimestre (14). Elle confére a I’hCG sa spécificité et est considérée comme un
marqueur de 1’activité trophoblastique.

Cette hormone hCG est sécrétée des le stade de 8 cellules (15,16) puis elle est sécrétée
par le ST et détectable dans la circulation maternelle dés le 7°™ jour post-fécondation au
moment de 1’implantation (15,17), puis elle est sécrétée en grande partie par le CTEV. Les
concentrations d’hCG maternelle augmentent progressivement et trés rapidement jusqu’a 8-10
semaines de gestation, avec un temps de doublement d’environ 31 heures, suivi d’un pic
maximal vers la 10°™ semaine, pour ensuite diminuer trés nettement au 3°™ mois et rester
pratiquement stable jusqu’a 1’accouchement.

L’hCG totale et la béta-hCG sont a I’origine de 1I’implantation embryonnaire puis de la

placentation. Son premier rble decrit est celui qu’elle joue sur le corps jaune, évitant la
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lutéolyse et favorisant ainsi la production de progestérone indispensable a I’implantation. En
2010, Tsampalas et al. mettaient 1’accent sur le role que jouait I’hCG dans la tolérance
immunitaire et 1’angiogenése au cours de I’implantation embryonnaire (18). Récemment, les
derniéres études ont montré que c’était la forme hyperglycosylée de I’hCG (hCG-H) qui jouait
un role primordial dans I’implantation, 1’invasion trophoblastique et 1’angiogénése, et agissait
comme un facteur de croissance. C’est elle qui prédomine dans les six premiéres semaines de

gestation (15) et décroit dans le sang maternel durant le premier trimestre.

2. Interprétation des valeurs anormales de I’ACGfS

En ce qui concerne les anomalies chromosomiques et placentaires, des valeurs
augmentées de I’hCGp supérieures a 2,5 MoM doivent faire évoquer une trisomie 21. Si ces
valeurs sont supérieures a 10 MoM il faut également évoquer une triploidie, une méle, une
trisomie 16 confinée au placenta, et un choriocarcinome ovarien ou placentaire. Lorsque
I’hCGp est inférieure a 0,25 MoM, il faut évoquer une trisomie 18, une triploidie, ou une mort
feetale in utero (MFIU) récente (14,19,20).

En dehors des anomalies chromosomiques ou placentaires, des valeurs augmentées ou
abaissées de I’hCGp peuvent orienter vers des complications obstétricales. Ainsi au second
trimestre une augmentation inexpliquée de bHCG ou d’hCG totale (> 3 MoM) oriente vers un
risque majoré de complications obstétricales a type de retard de croissance intra-utérin
(RCIV), pré-éclampsie (PE), accouchement prématuré (AP), mort-né. Par contre une
diminution des valeurs de b-hCG au second trimestre n’est pas associée a une augmentation
des complications obstétricales (21). A I’inverse au premier trimestre une élévation de b-hCG
n’est pas associée & une augmentation des complications de grossesse et par contre une
diminution inexpliquée de b-hCG (< 0,5 MoM) est associée a une augmentation du risque de
complications obstétricales a type de fausses couches (FC) précoces ou tardives, petit poids
pour 1’age gestationnel (PPAG) ou RCIU, PE (21-24).

B. La pregnancy-associated plasma protein A (PAPP-A)

1. Origine biologigue

La PAPP-A est présente a de faibles concentrations dans le sang des hommes et des
femmes non enceintes, mais est détectée a des concentrations éelevées dans le sang des
femmes enceintes (25). La PAPP-A est une glycoprotéine issue du ST, du CTEV (le plus gros
producteur) et des cellules déciduales. Elle reflete donc directement les anomalies de la

placentation. C’est une protéase d’IGFBP-4 (insuline-like growth factor binding protein-4)
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qui est le ligand d’IGF-I et IGF-II. Ainsi le clivage d’IGFBP-4 a ses ligands par la PAPP-A
permet d’augmenter la biodisponibilit¢ de 1’hormone peptidique IGF, qui joue un rdle
fondamental dans la croissance placentaire et feetale en permettant une médiation de
I’invasion trophoblastique (en favorisant la prolifération des cellules trophoblastiques, la
migration extravilleuse et la dégradation de la matrice extracellulaire utérine) et une
modulation du transport du glucose et des acides aminés vers le placenta (14,21,26).

Les concentrations sanguines augmentent peu apres l'implantation et augmentent avec
la gestation, culminant au troisieme trimestre (27). Ainsi, on comprend logiquement qu’un
dosage de PAPP-A bas entraine une diminution de la concentration sérique d’IGF libre et
donc aurait une répercussion sur la croissance feetale et entrainerait également des
complications dues a une mauvaise invasion trophoblastique. Mais on ne sait pas dans quelle
mesure la PAPP-A affecterait la disponibilité de I’'IGF étant donné qu’elle ne protéolyse pas
I’IGFBP-1, qui est ’'IGFBP le plus abondant dans les cellules déciduales. La régulation et
I’expression de la PAPPA dans le placenta apparaissent complexes (28).

2. Interprétation des valeurs anormales de PAPP-A (14,19,20)

Concernant les anomalies chromosomiques ou placentaires, il faut savoir évoquer

devant une diminution de la valeur de PAPP-A : une trisomie 21 (avec une médiane a 0,45
MoM (14)), une trisomie 13 ou 18, et une triploidie (19,20).

Par ailleurs dans sa revue de la littérature en 2008, Gagnon et al. retenaient la valeur
seuil de 0,4 MoM en dessous de laquelle une augmentation du risque de complications
obstétricales pouvait étre observée (21). En effet, plusieurs études retrouvent associée a une
diminution des taux de PAPP-A, une augmentation significative du risque d’AP, de diabete
gestationnel (DG), de fausses couches et de MFIU, de PPAG ou de RCIU, d’hypertension
artérielle gestationnelle (HTAG) ou de PE (23,24,26,27,29-32).

En cas d’¢lévation de la PAPP-A il n’existe pas de corrélation décrite dans la
littérature avec quelconque complication obstétricale ou anomalie feeto-placentaire (14,21). 1l
faut surtout s’assurer qu’il ne s’agit pas d’une grossesse gémellaire ou d’une réduction
embryonnaire ou d’un jumeau évanescent. Dans ces différents cas le calcul de risque au 1%
trimestre ne peut étre utilisé (sauf s’il s’agit d’un ceuf clair). La PAPP-A se normalise apres 4
a 6 semaines. Muller et al retiennent la valeur > 2,50 MoM pour parler de PAPP-A élevee
(19).
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C. La conversion en MoM (Multiple of Median)

1. Méthode

Pour transformer les valeurs brutes de chaque marqueur en MoM, il faut en premier
lieu définir parfaitement la valeur médiane (ou 50°™ percentile) du marqueur pour chaque
semaine d’age gestationnel. Ce marqueur est dosé dans une population de patientes-témoins a
un age gestationnel donné, car tous les marqueurs utilisés varient avec 1’age gestationnel. Plus
le nombre de patientes-témoins est important, mieux sera définie la médiane. Pour les
marqueurs sériques maternels de la T21, I’effectif minimum requis est de 300 patientes par
semaine d’aménorrhée. Une fois la valeur médiane bien établie, la transformation des valeurs
brutes en MoM s’effectue en divisant la valeur brute mesurée dans le sérum de la patiente a
tester par la valeur médiane de référence observée au méme age gestationnel. Une valeur
normale est proche de 1 MoM, une valeur est considérée comme anormalement basse
lorsqu’elle est inferieure a 0,5 MoM, et anormalement élevee si elle est supérieure a 2,5
MoM. Une fois exprimée en MoM, la valeur ne dépend plus de I’age gestationnel.

Les valeurs en MoM sont donc des valeurs normalisées, auxquelles ont été attribués
des facteurs correcteurs (sur 1’age gestationnel mais aussi sur le statut tabagique, le poids
maternel, 1’origine géographique, le diabéte maternel, le mode de conception) qui ne sont pas
les mémes selon les logiciels utilisés. C’est 1'unité de mesure qui permet de comparer des

valeurs entre elles.

2. Eléments influencant les valeurs des marqueurs sériques
Plusieurs facteurs, qu’ils soient cliniques ou échographiques, sont impliqués dans le
calcul de risque de trisomie 21.
Concernant les données cliniques :

- L’age maternel et 1’4ge gestationnel sont directement pris en compte dans le calcul de
risque.

- Le poids maternel, le tabagisme, 1’origine géographique et I’antécédent de trisomie 21
sont pris en compte sous forme de facteurs correcteurs. Le poids maternel peut modifier la
valeur des marqueurs jusqu’a 30% en plus ou en moins (33). Le tabagisme maternel
entraine une diminution de 16% a 17% de la concentration de PAPP-A et de 4% de celle
de b-hCG (34,35) et selon I’origine géographique la valeur de la PAPP-A peut-étre
augmentée de 2 a pres de 60% et celle de la b-hCG peut varier. (34,36).
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- Les grossesses issues de FIV+/-ICSI et le diabéte sont pris en compte, ou non, sous forme
de facteurs correcteurs. En effet il n’existe aucun consensus et I’application ou non d’un
facteur correcteur reste a I’appréciation du laboratoire. Cependant il est important de noter
s’il s’agit d’un transfert d’embryon congelé (avec la date de la congélation) ou d’un don
d’ovocyte/embryon (avec I’age de la donneuse) car 1’age maternel est alors différent de
I’age de la patiente enceinte.

- La présence d’un jumeau évanescent, avec LCC mesurable, ou une réduction
embryonnaire rend impossible le calcul de risque (37).

Concernant les données échographiques, quatre données sont indispensables au calcul de

risque : la date de la réalisation de 1’échographie, les mesures de la CN et de la LCC

exprimées en mm et en dixieme de mm et le numéro d’identifiant de 1’échographiste (19).

V. Principaux articles de la littérature

Depuis longtemps 1’utilisation des techniques de FIVICSI a été montrée comme
associée a des modifications concernant les concentrations des marqueurs sériques du premier
trimestre mais les résultats sont tres controverses. Une revue de la littérature récente, réalisée
en 2016 par Lanes et al, met en garde les cliniciens qui doivent faire preuve de prudence lors
de linterprétation des résultats des marqueurs sériques du premier trimestre pour les
grossesses issues de FIV/ICSI. En effet ils ont sélectionné 40 articles, dont 28 ont traité des
valeurs de PAPP-A dans les grossesses issues de I’AMP, mais seuls 14 auteurs ont présenté
leurs résultats en MoM et la majorité a souligné des concentrations plus faibles en FIV et/ou
en ICSI. Les données concernant la B-hCG libre ne sont toujours pas concluantes : les
résultats varient entre des concentrations retrouvées plus basses, similaires, ou plus élevées
parmi les études incluses (38). Les principales études sont présentées dans le Tableau 1, afin
de faire le point sur les différentes conclusions concernant les marqueurs du premier trimestre

de la grossesse apres FIV£ICSI.
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Auteurs et | Nombre de patientes Type Résultats Autres informations pertinentes et conclusion
année de d’étude
publication
LIAO AW et | 1233GS, 220 FIV, Etude - b-hCG significativement augmentée en FIV, pas de différence | - En FIV : risque plus important de FP pour le calcul
al, 2001 30 ICSI, 161 IS. | rétrospective | significative en ICSI du RC du 1er trimestre
Singletons. cas-témoins | - PAPP-A significativement diminuée en FIV et en ICSI
- Pas de différence significative en IS pour PAPPA et b-hCG
WOJDEMANN | 3026 GS, 63 IS et 47 | Etude - Pas de différence significative pour PAPPA ou b-hCG en FIV | - Le taux de FP est indépendant du caractére spontané
K.R et al, 2001 FIV. Singletons. prospective ou IS par rapport aux grossesses spontanées ou induit (post FIV) de la grossesse
ORLANDI et al, | 370 GS et 32 FIV et 42 | Etude - Pas de différence significative pour b-hCG en ICSI ou en FIVV
2002 ICSI. Singletons. prospective | - Réduction significative de PAPPA en FIV mais NS en ICSI

GHISONI L et
al, 2003

BELLVER J et
al, 2005

HUI P.W et al,
2005

426 GS, 50 FIV et 92
ICSI (=142 AMP).

Singletons.

498 GS, 97 IS, 47 FIV,
222 ICSI, 71 DO-FIV et
119 DO-ICSI.
Singletons

149 grossesses apres
TEF (92 FIV et 57
ICSI) et 85 aprés TEC
(54 FIV et 31 ICSI) et
401 GS.

Singletons.

Etude

prospective

Etude
rétrospective
cas-témoins

Etude
rétrospective

cas-témoins

- b-hCG significativement augmentée en AMP

- Réduction de PAPP-A NS en AMP

- Pas de différence significative concernant les MS entre FIV et
ICSI

- Pas de différence significative pour b-hCG et PAPPA toutes
techniques d’AMP confondues comparativement aux grossesses

spontanées

- PAPP-A significativement diminuée aprés TEF (FIV ou ICSI) et
apres TEC (ICSI)
-b-hCG significativement diminuée aprés TEF (FIV), mais pas

dans les autres groupes.

- Le taux de FP dans le calcul du RC était légerement
supérieur dans le groupe AMP, mais ne nécessitant

pas I’application d’un facteur correcteur.

- PAPP-A basse = défaut de maturation placentaire en
ICSI et en FIV (NS pour TEC en FIV)

- Plus vrai en ICSI car traumatisme de la ZP

- La réduction concordante de b-hCG et de PAPP-A
va dans le sens dun défaut de développement

placentaire

29




TUL N et
NOVAK-
ANTOLIC Z,
2006

ANCKAERT et
al, 2008

KAGAN K.O et
al, 2008
GJERRIS A.C
et al, 2009

184 grossesses AMP
(FIV-ICSI), 19 IS et 5
TEC stimulé et 914 GS.

Grossesses singleton.

4088 GS, 59 FIV et 163
ICSl et 31 TEC

96803 GS et 2115 FIV

992 grossesses AMP
(512 FIV, 396 ICSI et
84 TEC) et 2532 GS.

Grossesses singleton.

Etude
rétrospective

cas-témoins

Etude

rétrospective

Etude
prospective.
Etude
prospective
de cohorte.

- PAPP-A diminuée et inhibine A

significativement augmentée en FIV/ICSI

significativement

- Pas de différence de PAPP-A entre le groupe TEC (rappel :
effectif 5) et controle.

- Pas de différence de b-hCG entre les différents groupes.

- Taux de FP: pas de différence significative entre FIV et
contr6le ; tendance a 1’augmentation en ICSI (mais trés faible
effectif)

- Pas de différence significative pour b-hCG dans les trois
groupes

- Réduction significative de PAPPA en FIV et ICSI mais pas de
différence significative en TEC. Pas de différence significative
entre FIV et ICSI.

- Augmentation du taux de FP en FIV eten ICSI

- Augmentation significative de b-hCG et diminution significative
de PAPPA en FIV

- Réduction significative de PAPP-A en FIV et ICSI

- Augmentation significative de FP en FIV et ICSI (méme apres
ajustement sur 1’age maternel)

- Pas de différence significative de PAPP-A et de FP en TEC

- Pas de différence significative de b-hCG pour aucun des
groupes

- Réduction NS de PAPP-A et b-hCG pour les SOPK et HSO

durant la grossesse (criteres diagnostiques non définis).

- Réduction significative de PAPP-A et augmentation
NS de I’inhibine A avec augmentation du nombre
d’ovocytes récupérés.

-Explication : multiples corps jaunes sécrétant
I’inhibine A, qui inhiberait la sécrétion de PAPP-A.

- Le point négatif de cette étude c’est le transfert de
plusieurs embryons par transfert. Et il semblerait que
la valeur de PAPP-A diminue avec le nombre
d’embryon transféré.

- Pas de corrélation entre la stimulation et les
marqueurs sériques : durée de la stimulation, FSH
recombinante vs HMG, dose totale de
gonadotrophines administrée, le nombre d’ovocytes

recueillis.

- Nécessité d’ajuster le calcul du RC en FIV/ICSI
pour diminuer le taux de FP

- Pas de lien entre la gestité ou la parité et les MS

- Pas de différence significative entre les protocoles
longs et courts

- Le point négatif de cette étude c’est le transfert de

plusieurs embryons par transfert.
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ARMOR et al,
2009

ENGELS M.A.J
et al 2010

BENDER F. et
al, 2010

BELLVER J. et
al, 2013

50253 GS, et 1739
grossesses AMP (dont
654 FIV et 1052 ICSI).

Singletons.

1164 GS, 203 FIV et
192 ICSI. Singletons.

1431 GS, 110 FIV et
331 ICSI. Singletons.

2042 grossesses AMP
(350 1lU, 1692 FIV
et/ou ICSI dont 606
DO, répartis en 1432
TEF et 260 TEC) et

Etude
rétrospective

cas-témoins

Etude
rétrospective
cas-témoins
Etude
rétrospective
cas-témoins

Etude
rétrospective

cas-témoins

- Pas de différence significative de b-hCG en FIV et ICSI (que ce
soit en TEF ou TEC)

- Diminution significative de PAPPA en FIV et en ICSI (TEF
ou TEC).

compliquées

Reste vrai apres exclusion des grossesses
- PAPP-A plus basse pour les TEF que pour les TEC.

- Pas de différence significative de PAPP-A pour les transferts
sans traitement hormonal.

- Augmentation des FP en FIV/ICSI (mais en TEC seulement
dans le sous-groupe cycles artificiels)

- Réduction significative de b-hCG en FIV mais pas en ICSI

- Réduction significative de PAPP-A en FIV et en ICSI

- b-hCG significativement augmentée en FIV et en ICSI

- PAPP-A significativement diminuée en FIV et en ICSI

- Augmentation significative de PPAG en FIV/ICSI mais la
réduction de PAPPA reste significative aprés exclusion des
PPAG.

- FIV/ICSI hors DO : réduction de PAPP-A et augmentation de
FP (significatif que pour ICSI)

-TEC avec traitement hormonal : réduction significative de
PAPP-A (non vrai pour TEC sur cycle naturel), sans modification
de FP

- Plus de complications de grossesse (RCIU,
prématurité, mort in utéro, pré-éclampsie, diabéte)
dans les grossesses AMP.

- Pas de différence significative concernant les
étiologies d’infertilité (femme, homme, mixte) sur la

réduction des valeurs de PAPP-A.

- FP augmenté en FIV/ICSI nécessitant un ajustement

dans le calcul du RC.

- Nécessité d’un facteur correcteur dans le calcul du
RC pour les grossesses issues de FIV/ICSI.

- Pas plus de prématurité avant 37SA en FIV/ICSI.

- Pas de relation entre les MS et le transfert de 1, 2, 3
embryon(s).

- Pas d’impact de la parité, gestité, prématurité sur les
MS

- Nécessité d’un facteur correcteur de PAPP-A en
FIV/ICSI hors DO, pour TEF et TEC aprés traitement
hormonal.

- Le protocole de stimulation en FIV ou ICSI

n’influence pas les MS
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GIORGETTI
C.etal, 2013

HUNT L.P et al,

2017

SZYMUSIK
et al, 2018

2011 GS.

Singletons.

1474 GS, 374
grossesses AMP (dont
89 FIV, 204 ICSI et 81
1U).

Singletons.

1543 grossesses AMP
(1089 FIV, 110 ICsI
réparties en 883 TEF et
316 TEC, puis 224 11U,
120 IS) et 14820 GS

368 GS et 183
FIV/ICSI confondues

Etude

rétrospective

Etude

rétrospective

Etude

prospective

- Augmentation non significative de b-hCG en FIV/ICSI hors DO

- Pas de différence significative concernant les 11U

- Réduction significative de PAPP-A en FIV et en ICSI (TEF)
- Pas de différence significative de PAPP-A entre I1U et GS

- Pas de différence significative de b-hCG entre AMP et GS

- Augmentation de FP en FIV ou ICSI

- Cycles avec FSH seule : réduction significative de
PAPP-A en MoM (en comparaison avec HMG)

- Dose totale de gonadotrophines : pas de corrélation
avec PAPP-A et marginalement avec bhCG

- L’¢étiologie de I’infertilité n’a pas d’impact sur MS

- PAPP-A en FIV et ICSI étaient fortement corrélés
au taux d’E2 au déclenchement (seuil E2 > a 1300
pg/mL a partir duquel PAPP-A significativement plus
basse)

- Expliquant I’absence de différence significative en
11U (faible stimulation)

- L’age maternel n’influence pas les valeurs de
PAPP-A pour les grossesses issues de FIV/ICSI.

- Pas de corrélation PAPP-A et étiologie de

I’infertilité.

- Réduction significative de PAPP-A en FIV et ICSI, TEC ou TEF, (en ICSI seulement vrai avec la plateforme Brahms

Kryptor et non avec Immulite 2000)

- Augmentation significative de FP seulement en ICSI

- Réduction significative de b-hCG en FIV (seulement avec la platerforme Brahms Kryptor)

- Aucune différence significative de b-hCG pour 11U, ICSl et IS

- Pas de différence significative de PAPP-A et de b-hCG en FIV/ICSI

- Pas de différence significative de PAPP-A et de b-hCG entre les grossesses compliquées et les grossesses dites

physiologiques

- FIV/ICSI avec complications en lien avec un trouble de la placentation (HTAG, PE, RCIU) : tendance a la réduction NS

de PAPP-A (comparativement aux FIV/ICSI sans complications).

Tableau 1: Principaux articles de la littérature : influence de la FIV et/ou ICSI sur la PAPP-A et la b-hCG. Dans ces articles toutes les valeurs ont été présentées en MoM.
Abréviations : GS = grossesse spontanée, FIV = fécondation in vitro, ICSI = injection intracytoplasmique de spermatozoides, DO = don d’ovocytes, IIU = insémination intra-utérine, IS = stimulgipn
simple de Uovulation, TEC = transfert d’embryon congelé, TEF = transfert d’embryon frais, AMP = assistance médicale a la procréation, ZP = zone pellucide, E2 = estradiol, SOPK = syndrome des

ovaires polykystiques, HSO = hyperstimulation ovarienne, HTAG = hypertension artérielle gravidique, PE = pré-éclampsie, RCIU = retard de croissance intra-utérin, PPAG = petit poids pour I’dge
gestationnel. MS = maraueurs sériaues. FP = faux positif. RC = risaue combiné. NS = non sienificatif. SA = semaine(s) d’aménorrhée.




Les conclusions différent d’une étude a 1’autre méme si la majorité semble aller dans le sens
d’une réduction des valeurs de PAPP-A dans les grossesses issues de FIV ou ICSI et une
augmentation ou aucune différence concernant les valeurs de b-hCG. Par conséquent on
observe un taux de faux positif (FP) dans le calcul du risque combiné au premier trimestre
pour les grossesses issues de FIV/ICSI augmenté de 5 a 15% méme aprés ajustement sur 1’age
maternel (39-41). En I’absence de consensus national, la décision d’appliquer ou non un
facteur correcteur est laissée a chaque laboratoire. L’objectif étant de réduire le nombre de FP
et donc d’examen complémentaire (DPNI) ou de gestes invasifs.

Par ailleurs 1’étiologic de ces modifications des concentrations de PAPP-A n’est a I’heure
actuelle toujours pas connue mais plusieurs hypothéeses sont avancées telles que I’idée que
I’infertilité elle-méme soit a I’origine de ces modifications. En effet en 2010 Ranta et al. ont
trouvé que les grossesses spontanées avec un délai de conception supérieur a 2 ans avaient un
taux de PAPP-A similaire aux grossesses issues de FIV (42). D’autres évoquent le fait qu’il
existe une relation avec un traumatisme de I’embryon in vitro (manipulation, ICSI et Iésion de
la zone pellucide) (36). Derniére hypothése, qui semble la plus défendue a I’heure actuelle, il
y aurait une relation directe avec le traitement hormonal appliqué en protocole de FIV/ICSI.
En effet une relation avec une forte stimulation ovarienne entrainant une hyperestradiolémie
pourrait entrainer une diminution des concentrations sériques de PAPP-A du fait d’une
interface trophoblaste-endométre sous optimale (43,44). Concernant 1’augmentation des
valeurs sériques de b-hCG dans les grossesses issues de I’AMP certains évoquent une
disponibilité réduite des récepteurs a LH et hCG (27), et d’autres suggérent un retard dans
I’implantation embryonnaire entrainant un retard physiologique du pic d’hCG (pouvant donc

expliquer les valeurs accrues de b-hCG entre 11 et 14SA) (45).

VI. Objectifs de I'étude

A notre connaissance, aucune étude ne traite spécifiquement de la relation entre la
morphologie des blastocystes et les marqueurs sériques du premier trimestre. En effet, des
études ont analyse la morphologie des blastocystes avec la concentration sérique de b-hCG
précoce, le taux de grossesses cliniques ou de naissances vivantes, et les complications
obstétricales. D’autres études réalisées sur les grossesses issues de I’AMP et les marqueurs
sériques du premier trimestre ne traitent pas de la morphologie des blastocystes.

Or, d’un point de vue physiopathologique, nous savons aujourd’hui que la PAPP-A et

la b-hCG sont des marqueurs precoces de troubles de la placentation. Il est donc intéressant de
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rechercher une correélation entre la morphologie du blastocyste et les marqueurs sériques du
premier trimestre.

L’objectif principal de cette étude était donc d’évaluer ’impact de la morphologie du
blastocyste sur les marqueurs sériques (b-hCG et PAPP-A) au premier trimestre de grossesse,
lors d’un transfert unique en frais. L’objectif secondaire était d’évaluer I’impact de chaque
caractéristique du blastocyste (blastocoele, MCI et TE) sur les marqueurs sériques au premier

trimestre.
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MATERIEL ET METHODES

Cette étude rétrospective bicentrique a été menée au Centre Hospitalier Universitaire

de Nantes et au sein de la Clinique Jules Verne de Nantes dans les services de médecine de la
reproduction de Janvier 2012 a Aot 2018.

I. Population : critéres d’inclusion et d’exclusion

Ont été incluses dans 1’étude les grossesses des femmes de 18 a 43 ans, obtenues apres
prise en charge en FIV ou en ICSI avec transfert en frais d’un blastocyste unique (J5 ou J6) et
ayant participé au dépistage de trisomie 21 au premier trimestre de la grossesse par calcul du
risque combiné, dont le prélevement sanguin a eu lieu entre Janvier 2012 et Aot 2018 au
CHU ou a la Clinique Jules Vernes a Nantes.

Les cycles de transfert des embryons congelés (TEC) et les transferts de deux
blastocystes ont été exclus de I'analyse. Dans nos centres, le transfert de blastocyste unique est
conseillé a tous les couples sans critére de sélection biologique ou clinique, ce qui entraine
une stratégie de transfert de blastocyste a 90%. Le double transfert de blastocyste est
exceptionnellement effectué aprés plusieurs échecs d'implantation (<5% des cas). Ont
¢galement été exclus de I’analyse les transferts précoces a J3 ou ceux a J4 et tous les
embryons issus d’un don d’ovocytes ou de spermatozoides. Ont également été exclus les
couples qui ont bénéficié du dépistage par les marqueurs sériques du deuxieme trimestre (a-
foetoprotéine et hCG totale). Enfin étant donné I’association démontrée entre marqueurs
sériques anormaux et aneuploidies, tous les feetus aneuploides ont été exclus afin de

minimiser les biais.

II. Recueil des données

Nous avons sélectionné des patientes entre le CHU de Nantes (données recueillies
entre Janvier 2012 et Avril 2018 via les logiciels DXLAB et Médifirst) et la clinique Jules
Verne a Nantes (données recueillies entre Janvier 2015 et Septembre 2018 via les logiciels
SSD6 et Médifirst).

Les données démographiques, cliniques, de la stimulation et les données obstétricales

des patientes ont été recueillies par le biais de deux logiciels :
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- Médifirst, déclaré a la Commission Nationale de I’Information et des Libertés (CNIL), ou
les données sont recensees par le gynécologue en charge de la stimulation.

- SSD6, ou les données sont recueillies par I’échographiste et le biologiste. Les laboratoires
du CHU de Nantes et de Jules Vernes travaillent avec la méme version de SSD6 de Roche
permettant une uniformisation des conversions en MoM (application des mémes facteurs
correcteurs) et du calcul du risque combiné.

Pour la réalisation de notre étude rétrospective nous avons €galement eu ’accord du Groupe

Nantais d’Ethique dans le Domaine de la Sant¢ (GNEDS).

III. Déroulement de l'étude

Les patientes ont bénéficié d’une hyperstimulation ovarienne contrélée selon un
protocole soit antagoniste standard, soit agoniste long ou soit agoniste court. Différents types
de molécules ont été utilisés pour la stimulation : FSH recombinante, hMG ou encore
corifollitropine alpha (Elonva®). L'ovulation a été déclenchée avec une injection unique de
rHCG (Ovitrelle®, Merck Serono) lorsque les criteres de déclenchement étaient atteints (au
moins 3 follicules > 17 mm). La ponction des ovocytes était effectuée 36 heures plus tard. Les
ovocytes ont été inséminés de 3 a 6 h apres le prélevement d'ovocytes avec ICSI ou en FIV
classique. L'utilisation de I'lCSI ou de la FIV a été faite en fonction de la qualité du sperme et
des tentatives précédentes. Au CHU les embryons ont été cultivés a I'étape de blastocyste
dans des milieux de culture séquentiels (G1-G2 media®, Vitrolife) jusqu’a Juillet 2017 puis
en milieu global (G-TL, Vitrolife) a partir d’Ao0t 2017 sous atmosphére faible en oxygéne
(6% de CO2, 5% d'02). A la clinique Jules Verne les embryons ont été cultivés
exclusivement dans des milieux de culture séquentiels (G1-G2 media®, Vitrolife).

Le matin du jour 5 (115 + 1h apres ICSI) et le jour 6 (139 * 1h apres ICSI), chaque
blastocyste a été évalué selon la classification de Gardner et Schoolcraft (3,4). Pour I’étude,
les blastocystes ont été divisés en 3 groupes basés sur leurs parametres morphologiques :
excellent (> 3AA), bon (3-6AB, 3-6BA, B2), moyen a mauvais (3-6BB, 3-6AC, 3-6CA, Bl1,
3-6CB, 3-6BC).

Le jour 5, tous les blastocystes (cavitation précoce Bl a I'éclosion B6) pouvaient étre
transférés. Le transfert de blastocyste avec un trophectoderme de degré C restait exceptionnel.
Au 67 jour les blastocystes précoces (B1, B2) et B3 et/ou les blastocystes avec MCI de
degré C et/ou trophectoderme de degré C ont été exclus. Seuls les blastocystes >B4BB ont été

transférés au jour 6. Les blastocystes surnumeéraires de bonne qualité ont été vitrifiés selon les
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mémes criteres morphologiques. Le transfert a été réalisé sous guidage échographique par
voie abdominale.

Le test de grossesse était effectué 11 jours aprés le transfert embryonnaire. En cas de
positivité et de cinétique correcte de la concentration d’hCG, une échographie précoce était
réalisée. Aprés confirmation d’une grossesse intra-utérine mono-feetale évolutive, un suivi de
grossesse classique était proposé. Les données ont été recueillies jusqu’a ’accouchement.

L’échographie du premier trimestre a ¢été réalisée par voie abdominale et/ou
endovaginale entre 11 SA et 13SA+6 jours correspondant a une mesure de LCC comprise
entre 45 et 84mm. Le début de la grossesse a été daté en tenant compte de la mesure de la
LCC et non en tenant compte de la date de ponction ovocytaire. Les échographistes étaient
tous titulaires d’un diplome en échographie obstétricale et affiliés au réseau de sécurité
naissance afin de maintenir une évaluation de leurs compétences. Les images d’échographie
n’ont pas été vérifiées et le score de Herman a été calculé par 1’échographiste lui-méme. Les
appareils d’échographie étaient différents d’une structure a I’autre : Voluson, Samsung et
Philips.

Les marqueurs sériques du premier trimestre ont été dosés dans le sang maternel le
jour de I’échographie ou dans les jours qui ont suivi I’échographie, avec les mémes réactifs
que ce soit au CHU ou a la clinique Jules Verne (test Elecsys free beta hCG pour le dosage de
la sous-unité béta-hCG et test Elecsys PAPP-A pour le dosage de PAPP-A).

Toutes les conversions en multiple de la médiane (MoM) des marqueurs sériques et le
calcul du risque combiné ont été recalculés par un ingénieur en appliquant les facteurs de

correction de la derniére version du logiciel ssd6.

Diabéte | Fumeuse Ethnie

0,92 0,9608 Afrigue subsaharienne/Antilles : 1,0437
Asie : 1,07

0,8352 Afrigue subsaharienne/Antilles : 1,3382
Asie : 1,09

Figure 5 : Facteurs correcteurs du logiciel SSDW6 pour la conversion en multiple de la médiane des
marqueurs sériques.

Ont donc été pris en compte pour la conversion en MoM, tous les différents paramétres qui
ont un impact sur les valeurs de PAPP-A et de bhCG, c’est-a-dire : le poids maternel, le

tabagisme, 1’origine géographique, le diabete et la conception par AMP. Le calcul du risque a

37



bien évidemment pris en compte 1’4ge maternel et 1’dge gestationnel. Le laboratoire a fourni

les dosages en valeurs brutes et en MoM.

1V. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été conduites par les logiciels GMRC et R (version 3.5.5).
Le logiciel GMRC a éte utilisé pour les analyses descriptives et univariées. Chaque variable
quantitative a été présentée comme une moyenne et son écart type. Pour tester 1’existence
d’une différence significative d’au moins une moyenne par rapport aux deux autres, nous
avons effectué une analyse de variance utilisant le test de Student (ou Anova). Les données
qualitatives ont été résumées en effectif et en pourcentage. Pour tester 1’association entre
chaque variable qualitative et la qualité embryonnaire, nous avons utilisé le test de Chi2. Il est
communément admis par les statisticiens qu’a partir d’une certaine taille d’échantillon
(souvent n > 30), la distribution de la moyenne de n observations indépendantes et
identiqguement distribuées converge vers une loi normale. Notre effectif pour la modalité
« qualité moyenne a mauvaise » étant légerement inférieur a cette limite arbitraire (permettant
la réalisation de tests paramétriques), des tests non paramétriques (test de Kruskal-Wallis et
test exact de Fisher) avaient également été réalisés a titre comparatif. Aucun résultat
contradictoire n’a été obtenu entre les tests paramétriques et les tests non-paramétriques. Dans
I’analyse des sous-groupes (Blastocele, MCI et TE), les effectifs étant trop réduits nous avons
utilisé des tests non paramétriques (test de Kruskal & Wallis et test de Mann & Whitney).

Concernant 1’analyse multivariée, nous avons utilisé le logiciel R (version 3.5.5). Nous
avons réalisé des régressions linéaires multiples afin de rechercher une association entre la
morphologie embryonnaire globale et les concentrations sériques en PAPP-A et b-hCG au
premier trimestre, le tout en ajustant les modéles sur les facteurs de confusion connus ou
supposés. Pour les facteurs de confusion supposés, le choix de leur inclusion dans les modéles
a été pris en couplant les résultats de méthodes de sélection backward, forward et stepwise.
Les modéles finaux ont été retenus en privilégiant la valeur du coefficient de détermination
ajusteé. Les analyses ont été faites avec les valeurs de PAPP-A et b-hCG exprimées en mUI/L
et mUI/mL avec un ajustement sur 1’dge maternel, I’IMC, le statut tabagique, le type de
gonadotrophines, la parité, le nombre d’ovocytes récupérés (> 18 ou < 18), la survenue ou non
d’une HSO et évidemment 1’age gestationnel. Enfin les analyses ont été faites avec les valeurs

de PAPP-A et b-hCG exprimées en MoM avec un ajustement sur 1’age maternel, le type de
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gonadotrophines, la parité, le nombre d’ovocytes récupérés et la survenue ou non d’une HSO.

Les différences ont été considérées comme significatives pour un p < 0,05.
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RESULTATS

I. Caractéristiques de la population et comparaison des
groupes de blastocystes selon leur qualité globale

Au cours de la période d’étude, 122 patientes ont été sélectionnées.

Nous n’avons pas eu de cas de grossesse gémellaire ou de jumeau évanescent apres le

transfert d’'un embryon unique et aucune des patientes n’avait d’antécédents de feetus ou

d’enfant atteint de trisomie 21.

Centre Hospitalier Universitaire

7593 grossesses ayant participées au
dépistage de latrisomie 21 (DXLAB)
[Grossesses spontanées et issues de FAMP)

V

Médifirst

&

131 grossesses issUes
de FAMP exclues

=

43 grossesses issues
de FIV/ICSI incdluses

Clinique Jules Verne

762 grossesses ayant participées au
dépistage de latrisomie 21 (55D6)
[Grossesses issues de FAMP)

l

79 Erossesses issues
de FIV/ICSI incluses

13 M3M2T <= 18I15/1U

13D0O+1D5 e

N S

7 HC

122 grossesses issues
de FIV/1CSI incluses

Meédifirst
683 grossesses
exclues
| 8 MSM2T | (—%| 12 Y ‘
2D0+2D5 - 558 HC

17 TE 213/14

17 TEF de 2E

N
LG

Figure 6 : Diagramme de flux.

19TE al3/l4

30 TEF de 2E

ef o |
L]

Légende : AMP = assistance médicale a la procréation ; FIV = fécondation in vitro ; ICSI = injection intracytoplasmique
de spermatozoides ; DO = don d’ovocytes ; DS = don de sperme ; 11U = insémination intra-utérine ; IS = stimulation
simple de ’ovulation ; TEC = transfert d’embryon congelé, TE = transfert d’embryon ; TEF = transfert d’embryon frais ;
2E = deux embryons ; MSMT2 = marqueurs sériques maternels du 2eme trimestre ; HC = hors centre ; T21= feetus

porteur d’une trisomie 21.
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Les principales caractéristiques démographiques de la population sont représentées
dans les Tableaux 2 & 4. Nous n’avions dans notre étude aucune patiente diabétique et
seulement 4 patientes présentaient un antécédent de complication vasculaire sur une
précédente grossesse. Pour 119 d’entre elles nous avons utilisé un protocole antagoniste, 1 a
bénéficié d’un protocole agoniste court et 2 ont bénéficié d’un protocole agoniste long. Parmi
les embryons transférés 116 étaient des J5 et 6 seulement étaient des J6.

Concernant le détail des complications de grossesse: nous avons observé 15
grossesses marquées par un diabéte gestationnel (dont une associée a une RPM), 4 grossesses
ont été marquées par une PE tardive avec un accouchement a terme apres 37SA, 1 grossesse
s’est compliquée d’une pré-éclampsie avec HELLP syndrome mais avec une naissance a
terme aprés 37SA et 2 grossesses se sont compliquées d’un RCIU avec un accouchement
apres 37SA. On a observé 8 RPM dont 1 FCT a 18SA dans un contexte de chorio-amniotite, 1
IMG a 21SA pour RPM et RCIU sévere, 1 naissance prématurée a 30SA et 5 naissances entre
35 et 36SA.

Concernant les caractéristiques globales, aucune différence significative n’a été
retrouvée entre les trois groupes hormis sur 1’age maternel (p = 0,0049), avec un age maternel
legérement plus bas dans le groupe « moyen a mauvais » (Tableau 2). A noter cependant une
inversion du rapport FIV/ICSI dans le groupe « moyen a mauvais » avec 59,3% d’ICSI dans
ce groupe, sans qu’il y ait de différence significative (p = 0,08).

Concernant les caractéristiques de la stimulation et du déroulement de la grossesse,
aucune différence significative n’a été retrouvée entre les trois groupes (Tableaux 3 et 4).

Il n’existait aucune différence significative des marqueurs sériques du premier

trimestre (PAPP-A et b-hCG) entre les trois groupes (Figure 7).
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Population
globale

Excellent

Bon

Moyen a mauvais

p

Age maternel (ans)

31,7
+/- 4,0

32,7
+/-4,1

31,3
+/- 3,4

29,8 +/- 3,7

p = 0,0049

IMC (kg/m2)

22,8
+/-3,9

23,1
+/-4,1

22,1
+/- 3,7

22,9
+/-3,5

p = 0,508

[ Tabagisme actif

14 (11,5)

5(7,9)

4 (12,5)

5 (18,5)

Origine
géographique
-Europe et Afrique
du Nord

-Afrique
subsaharienne et
Antilles

-Asie

-Meétisse

114 (93,5)

7(5,7)

1(0,8)
0

58 (92,1)

5(7,9)

0
0

29 (90,6)

2 (6,3)

1(3,1)
0

27 (100,0)

0

0
0

Infertilité :
-primaire
-primo-secondaire
-secondaire

52 (42,6)
27 (22,1)
43 (35,3)

29 (46,0)
12 (19,0)
22 (34,9)

10 (31,3)
10 (31,3)
12 (37,5)

13 (48,2)
5 (18,5)
9 (33,3)

AMH (ng/mL)

41
+/-3,9

41
+/- 3,1

4.7
+/- 6,1

3,6
+/-1,8

CFA

22,2
+/-11,4

21,6
+/- 12,5

23,3
+/-11,7

22,2
+/- 8,3

FIV/ICSI
-FIV
-ICSI

71 (58,2)
51 (41,8)

38 (60,3)
25 (39,7)

22 (68,8)
10 (31,2)

11 (40,7)
16 (59,3)

Tableau 2 : Comparaison des caractéristiques de la population en fonction des trois groupes de qualité des

blastocystes.

Légende : Les valeurs sont exprimées en moyennes (+/- écart types) ou en effectifs (pourcentages). DM = données
mangquantes ; IMC = indice de masse corporelle ; CFA = compte des follicules antraux ; AMH = hormone anti-
mullérienne ; FIV = fécondation in vitro ; ICSI = injection intracytoplasmique de spermatozoides.

Population
globale

Excellent

Bon

Moyen a mauvais

Gonadotrophines
-FSHr

-HMG

-HMG + FSHr

85 (69,7)
28 (22,9)
9 (7,4)

41 (65,1)
17 (27,0)
5(7,9)

22 (68,8)
6 (18,7)
4 (12,5)

22 (81,5)
5 (18,5)
0(0)

Nombre d’ovocytes

12,8
+/-5,9

13,2
+/- 6,6

12,4
+/-4,8

12,6
+/- 5,3

Nombre d’ovocytes
>18
<18

20 (16,4)
102 (83,6)

12 (19,1)
51 (80,9)

5 (15,6)
27 (84,4)

3(11,1)
24 (88,9)

HSO

10 (8,2)

8 (12,7)

0

2(7,4)

Tableau 3 : Comparaison des caractéristiques de la stimulation en fonction des trois groupes de qualité
des blastocystes.
Légende : Les valeurs sont exprimées en moyennes (+/- écart types) ou en effectifs (pourcentages). FSHr = FSH
recombinante ; HSO = hyperstimulation ovarienne.
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Population
globale

Excellent

Moyen a mauvais

Complications
obstétricales
-Non

-Oui

91 (75,8)
29 (24,2)

47 (75,8)
15 (24,2)

22 (68,8)
10 (31,2)

22 (84,6)
4 (15,4)

Complications
vasculaires
-Non

-Oui

112 (93,3)
8(6,7)

56 (90,3)
6(9,7)

31 (96,9)
1(3,1)

25 (96,2)
1(3,8)

PAPP-A mUI/L

4428,2
+/- 2613,1

4304,7
+/- 2485,6

5026,8
+/- 3202

4007,0
+/- 2039,6

PAPP-A MoM

1,29 +/- 0,62

1,23 +/- 0,59

1,45
+/-0,71

1,22 +/- 0,52

b-hCG mUI/mL

46,2 +/- 36,9

47,8 +/- 39,0

38,3
+/- 32,3

52 +/- 36,9

b-hCG MoM

1,57 +/- 1,25

1,66 +/-1,38

1,19
+/- 0,76

1,81 +/-1,34

Sexe de ’enfant
-Gargon
-Fille

71 (59,2)
49 (40,8)

38 (61,3)
24.(38,7)

21 (65,6)
11 (34,4)

12 (46,2)
14 (53,8)

Poids de I’enfant
(9)

Tableau 4 : Comparaison des caractéristiques du déroulement de la grossesse en fonction des trois

Légende : MoM = multiple de la médiane. Les valeurs sont exprimées en moyennes (+/- écart types) ou en effectifs
(pourcentages).

ra
h

PAPPAMONM

3239,9
+/-541,5

3197,0
+/- 594,8

3304,4
+/- 461,3

groupes de blastocystes.

7a

BHCGMOM

3261,0
+/- 510,6

b

Figure 7 : Comparaison des médianes des concentrations sériques de PAPPA (7a) et b-hCG (7b) en MoM au
sein des trois groupes de qualité embryonnaire.

Légende : Rouge = excellent ; Vert = bon ; Bleu = moyen a mauvais. p = NS
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II. Comparaison des valeurs de PAPP-A et b-hCG selon les

parametres morphologiques des blastocystes

L’objectif secondaire de notre étude était d’évaluer I’impact de chaque caractéristique
du blastocyste (blastocéle, MCI et TE) sur les marqueurs sériques au premier trimestre. Nous
avons donc réalisé une analyse descriptive croisée ne retrouvant aucune différence
significative sur les valeurs de PAPP-A et b-hCG (MoM) en fonction de la MCI (PAPP-A : p
= 0,67 ; b-hCG: p = 0,60), du TE (PAPP-A: p = 0,66; b-HCG : p = 0,25), ou encore du
blastocele (PAPP-A : p=0,22 ; b-hCG : p = 0,48) (Tableau 5).

Paramétre Grade PAPP-A (MoM)

morphologigue

b-hCG (MoM

Blastocyste
N =122

Excellent

1,23 +/- 0,59

Bon

1,45+/-0,71

Moyen a
mauvais

1,22 +/- 0,52

1,66 +/- 1,38

1,19 +/- 0,76

1,81 +/-1,34

1,23 +/- 0,58

1,26 +/- 0,60

1,64 +/- 0,87

1,66 +/- 1,36

1,52 +/-1,10

1,57 +/- 0,39

1,25 +/- 0,63

1,26 +/- 0,51

NC

1,60 +/- 1,34

1,69 +/- 1,14

NC

Expansion
blastocéle

Tableau 5 : Comparaison des concentrations en MoM de PAPP-A et b-hCG en fonction des paramétres

Légende : MCI = masse cellulaire interne ; TE = trophectoderme ; NC = non comparable au vu du faible effectif. Les

111

1,08 +/- 0,51

1,57+4/- 0,70

1,26 +/- 0,61

1,28 +/- 0,62

1,04 +/- 0,38

morphologiques des blastocystes.

données sont exprimées en moyennes (+/- écart-type).

Analyse multivariée

2,01 +/-1,88

1,07 +/- 0,49

1,43 +/- 0,87

1,68 +/- 1,28

1,82 +/- 2,03

Nous avons réalisé dans un premier temps une analyse multivariée sur les valeurs
normales de PAPP-A (mUI/L) et de b-hCG (mUI/mL) afin de chercher une corrélation entre
la morphologie du blastocyste et ces valeurs sériques. Nous avons ajusté les résultats avec les
facteurs de confusion potentiels, a savoir I’age maternel, I’'IMC, le statut tabagique, le type de
gonadotrophines, la parité, le nombre d’ovocytes récupérés et la survenue d’une HSO.
Concernant la PAPP-A, il n’existe pas de relation significative avec la morphologie du
blastocyste.
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L’IMC et 1’age gestationnel influencent de maniére significative les valeurs de PAPP-A

(IMC : p=0,007 ; AG : p <0,0001). Dans notre étude la consommation de tabac n’influence

pas de maniere significative les valeurs de PAPP-A mais tend tout de méme vers une

diminution de la PAPP-A. L’infertilité secondaire réduit significativement les valeurs sériques

de PAPP-A. Le type de gonadotrophine, le nombre d’ovocytes récupérés et la survenue d’une

HSO n’influencent pas les valeurs de PAPP-A (Tableau 6).

PAPPA (mUI/L)

Coefficient de
régression

Valeur de p

[ Qualité embryonnaire : Bon

+ 896,46

Qualité embryonnaire : Moyen a mauvais

- 139,79

Age maternel

+ 57,84

IMC

-142,71

Tabagisme actif

-1170,20

| Type de gonadotrophines : hMG

- 655,87

[ Type de gonadotrophines : hMG + FSHr

- 158,88

Infertilité primo-secondaire

- 895,21

Infertilité secondaire

-1382,94

Nombre d’ovocytes récupérés (>18 ou <18)

+ 236,76

Survenue d’une HSO

- 1093,00

Age gestationnel

+2342,36

Tableau 6 : Résultats de I'analyse multivariée sur les valeurs de PAPP-A en mUI/L.

Légende : FSHr = FSH recombinante ; HSO = hyperstimulation ovarienne.

Concernant la b-hCG, il n’existe pas de relation significative avec la morphologie du

blastocyste. L’IMC et I’AG diminuent les valeurs sériques de b-hCG de maniére non

significative, alors que le statut tabagique n’influence par les valeurs de b-hCG. Les autres

variables n’influencent pas non plus les valeurs de b-hCG (Tableau 7).

mUl/mL)

Coefficient de
régression

Valeur de p

Qualité embryonnaire : Bon

- 10,26

Qualité embryonnaire : Moyen a mauvais

+5,34

Age maternel

-0,19

IMC

-1,32

Tabagisme actif

-2,35

Type de gonadotrophines : hMG

+4,61

Type de gonadotrophines : hMG + FSHr

-1,08

Infertilité primo-secondaire

- 5,22

Infertilité secondaire

+1,02

Nombre d’ovocytes récupérés (>18 ou <18)

-0,46

Survenue d’une HSO

- 14,06

Age gestationnel

29,24

Tableau 7 : Résultats de I'analyse multivariée sur les valeurs de b-hCG en mUI/mL.
Légende : FSHr = FSH recombinante ; HSO = hyperstimulation ovarienne.
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Nous avons complété nos résultats par une analyse multivariée sur les valeurs de

PAPP-A et de b-hCG en MoM. Nous avons ajusté les résultats avec les facteurs de confusion
potentiels, a savoir 1’age maternel, le type de gonadotrophines, la parité, le nombre d’ovocytes
récupérés et la survenue d’'une HSO.
Concernant la PAPP-A en MoM, les résultats sont comparables a ceux trouvés précedemment
en mUI/L. Il n’existe pas de relation significative avec la morphologie du blastocyste.
L infertilité secondaire et I’utilisation d’hMG réduisent significativement les valeurs sériques
de PAPP-A (Tableau 8).

| PAPPA (MoM) |

Coefficient de
régression

Valeur de p

Qualité embryonnaire : Bon +0,23
Qualité embryonnaire : Moyen a mauvais - 0,007
Age maternel + 0,02

| Type de gonadotrophines : hMG -0,31

| Type de gonadotrophines : hMG + FSHr + 0,07
Infertilité primo-secondaire - 0,32
Infertilité secondaire - 0,40
Nombre d’ovocytes récupérés (>18 ou <18) + 0,05
Survenue d’une HSO -0,27

Tableau 8 : Résultats de I'analyse multivariée sur les valeurs de PAPP-A en MoM.
Légende : FSHr = FSH recombinante ; HSO = hyperstimulation ovarienne.

Concernant la b-hCG, les résultats sont comparables a ceux trouvés précédemment en
mUI/mL. Il n’existe pas de relation significative avec la morphologie du blastocyste. Les

autres variables n’influencent pas les valeurs de b-hCG (Tableau 9).

b-hCG (MoM)
Coefficient de
régression

Valeur de p

Qualité embryonnaire : Bon

-0,41

Qualité embryonnaire : Moyen a mauvais

+0,13

Age maternel

- 0,009

Type de gonadotrophines : hMG

+0,16

Type de gonadotrophines : hMG + FSHr

+ 0,005

Infertilité primo-secondaire

- 0,27

Infertilité secondaire

-0,11

Nombre d’ovocytes récupérés (>18 ou <18)

-0,25

Survenue d’une HSO

+ 0,27

Tableau 9 : Résultats de I'analyse multivariée sur les valeurs de b-hCG en MoM.

Légende : FSHr = FSH recombinante ; HSO = hyperstimulation ovarienne.



DISCUSSION

I. Résultats principaux

De nombreuses études ont analysé I’impact de la conception assistée (FIV/ICSI) sur
les marqueurs sériques du premier trimestre. Si cet impact sur les valeurs de b-hCG reste
controversé, il semble que les valeurs de concentrations sériques de PAPP-A soient réellement
abaissées pour les grossesses issues de FIV/ICSI (34,36,39-41,43,44,46-51). Plusieurs
hypothéses physiopathologiques ont été avancées mais aucune étude n’a cherché une relation
entre la morphologie des blastocystes et les marqueurs sériques du premier trimestre. Or, d’un
point de vue physiopathologique, nous savons aujourd’hui que la PAPP-A et la b-hCG sont
des marqueurs précoces de troubles de la placentation. L’objectif principal de cette étude était
donc d’évaluer I’impact de la morphologie du blastocyste sur les marqueurs sériques (b-hCG
et PAPP-A) au premier trimestre de grossesse. L’objectif secondaire était d’évaluer 1’impact
de chaque caractéristique du blastocyste (blastocele, MCI et TE) sur les marqueurs seriques
au premier trimestre.

Notre étude ne rapporte aucune association significative entre la qualité des
blastocystes lors d’un TEF unique et les marqueurs sériques du premier trimestre.

En effet I’analyse univariée sur la morphologie globale ne retrouve pas de différence
significative entre les trois groupes concernant les marqueurs sériques du premier trimestre
(PAPP-A et b-hCG). Ces résultats sont confirmés par 1’analyse multivariée que ce soit pour
les valeurs sériques de PAPP-A en mUI/L et en MoM ou pour les valeurs de b-hCG en
mUI/mL et en MoM.

Nous n’avons pas non plus retrouvé de différence significative sur les valeurs de
PAPP-A et b-hCG (MoM) en fonction de la MCI, du TE ou encore du blastocele. Seule une
analyse univariée a été réalisée, le nombre de TE et de MCI classés « C » étant trop réduit

pour pouvoir réaliser des analyses complémentaires.

II. Validité externe de l'étude

A notre connaissance aucune ¢tude ne traite spécifiquement de I’'impact de la

morphologie embryonnaire sur les marqueurs sériques du premier trimestre.
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Cependant en 2017, Bouillon et al. ont publié une étude observationnelle qui cherchait
a objectiver une relation entre la morphologie du blastocyste transféré en frais a J5 et les
complications obstétricales et périnatales des grossesses singletons. Ils ont inclus 1766 cycles
de transfert frais d’un blastocyste unique (52). Il faut noter que leur classification en terme de
qualité embryonnaire était différente de la nétre (bon : 3-6AA, AB et BA ; moyen : 3-6BB ;
pauvre : 3-6AC, CA, BC ou CB ; précoce : Bl et B2). Ils n’ont pas observé d’augmentation
du taux de complications de grossesse (et notamment de complications vasculaires) ou
périnatales apres transfert d’un blastocyste classé « pauvre ». En effet en analyse univariée ils
n’ont pas trouvé de différence significative entre les groupes de qualité embryonnaire sur la
survenue d’HTAG, de PE, de RCIU, de RPM ou de petit poids de naissance. Ces résultats
restaient vrais méme aprés ajustement sur les potentiels facteurs confondants. Nous
confirmons ces résultats puisque dans notre étude nous ne retrouvons pas de différence
significative en termes de complications obstétricales entre nos trois groupes.

Par ailleurs leurs résultats annexes ont montré que les taux de grossesse clinique et de
naissance vivante étaient significativement plus élevés dans le groupe « bon » et que les deux
taux diminuaient avec la qualité embryonnaire diminuant. Ces conclusions étaient en accord
avec les études de Goto et al, de Van Den Abbeel et al. et de Oron et al (53-55). Deux autres
études rétrospectives publiées en 2017 par Irani et al. et en 2018 par Zhao et al. confirmaient
également que les embryons de meilleure qualité étaient associés de maniére significative a un
plus haut taux d’implantation, de grossesse clinique et de naissance vivante (56,57). Irani et
al. et Zhao et al. ont utilisé une classification de qualité embryonnaire comparable a la n6tre.
Enfin Bouillon et al. ont également pu observer une simple tendance vers un taux plus élevé
de fausses couches a la fois dans le groupe « pauvre » et « précoce » sans que cela ne soit
significatif. Ces derniers résultats étaient en accord avec 1’étude d’Oron (55).

Au vu de ces conclusions un blastocyste de morphologie « pauvre » serait donc
associ¢ a une réduction du potentiel d’implantation, mais une fois I’implantation effective elle
est la méme que pour un blastocyste de morphologie classée comme supérieure et le
déroulement de la grossesse n’est pas marqué par plus de complications obstétricales et
notamment vasculaires. De méme notre étude ne montre pas de modification des
concentrations de PAPP-A et de b-HCG au premier trimestre en fonction de la qualité

embryonnaire. Ces conclusions sont donc rassurantes pour les couples.
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IIl. Autres résultats

L’analyse multivari¢e de notre étude a montré que l’infertilit¢ secondaire réduit
significativement les valeurs sériques de PAPP-A (en mUI/L et en MoM). Gijerris et al. en
2009 ne retrouvaient pas d’association significative entre la gestité, la parité et les marqueurs
sériques du premier trimestre. Il s’agissait d’une étude prospective avec une taille
d’échantillon importante (992 grossesses issues de ’AMP et 2532 grossesses spontanées).
Cependant en 2008, Kagan et al. ont publié une étude prospective avec plus de 90 000
patientes incluses et ont constaté une augmentation de 2% des valeurs de PAPP-A chez les
nullipares, ce qui conforte nos résultats sans que nous puissions avancer d’hypothése
physiopathologique.

Nous constatons également que le type de gonadotrophine influence les valeurs de
PAPP-A, avec une réduction des concentrations de PAPP-A lors de I’utilisation d’hMG. Ceci
n’est vrai que sur les valeurs de PAPP-A en MoM. Ces résultats viennent contredire ceux
d’Anckaert et al. en 2008, qui ont réalis¢ une étude rétrospective incluant 4088 grossesses
spontanées, 59 FIV, 163 ICSI et 31 TEC. En effet ils ne retrouvaient pas de corrélation entre
la stimulation ovarienne (durée de stimulation, type de gonadotrophines, dose totale de
gonadotrophines) et les marqueurs sériques du premier trimestre (48), mais ces résultats
n’étaient pas présentés dans leur publication. Enfin Bellver et al. en 2013 ont trouvé une
réduction significative de la concentration de PAPP-A en MoM pour les cycles de stimulation
par FSH recombinante seule, mais leur population n’était pas comparable a la notre
puisqu’elle incluait 606 grossesses issues du don d’ovocytes.

Dans notre étude I’HSO ou le nombre d’ovocytes récupérés (>18 ou <18) ne semblait
pas influencer les valeurs de PAPP-A et de b-hCG que ce soit pour les valeurs normales ou les
valeurs en MoM. Ce résultat est en accord avec I’étude d’Anckaert et al. qui ne retrouvait pas
de corrélation entre les marqueurs sériques et le nombre d’ovocytes recueillis (48). Pourtant
plusieurs études ont suggéré que le traitement hormonal exogéne était la principale cause de la
baisse de PAPP-A chez les femmes enceintes ayant subi une FIV/ICSI (41,43,44,50). Ainsi
Tul et Novak-Antolic en 2006 (44) ont constaté une réduction significative des concentrations
de PAPP-A et une augmentation significative de I’inhibine A en FIV et en ICSI. Cette
réduction de PAPP-A était également corrélée de fagon significative avec le nombre
d’ovocytes récupérés. lls évoquaient donc 1’hypothése selon laquelle en FIV/ICSI, les
multiples corps jaunes sécrétaient de 1’inhibine A qui inhibait la sécrétion de PAPP-A.

Georgetti et al. en 2013 ont observé une réduction significative de PAPP-A en FIV/ICSI aprés
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TEF, mais aucune différence en insémination intra-utérine (I1U). Aprés une analyse
multivariée ils ont émis I’hypothése qu’une oestradiolémie le jour du déclenchement
supérieure ou égale a 1300 pg/mL serait corrélée a une réduction significative de PAPP-A.
Cette théorie expliquerait donc I’absence de différence significative sur les concentrations de
PAPP-A entre les grossesses spontanees et les 1IU ou les TEC, retrouvee dans plusieurs
études (40,43,44,48). Cependant il faut noter que 1’étude d’Anckaert n’inclut que 31 cas de
TEC, celle de Tul et Novak seulement 5 cas de TEC, celle de Gjerris 84 cas de TEC et celle
de Giorgetti seulement 81 cas d’IIU. A I’inverse Bellver et al. en 2013 ont inclus 260 TEC
dans leur étude et ont montré une baisse significative de PAPP-A en TEC hormonal (faible
stimulation hormonale), mais pas de différence en TEC sur cycle naturel. De méme Hunt et
al. en 2017 ont constaté une réduction significative de PAPP-A en FIV et en ICSI, a la fois en
TEF et en TEC (étude incluant 316 TEC), tout comme Armor et al en 2009 (41). Nous
manquons donc d’études pour pouvoir admettre que I’hyperoestradiolémie (accompagnant un
nombre important d’ovocytes récupérés) soit la cause de la baisse de PAPP-A dans les
grossesses issues de FIV/ICSI.

Enfin on note logiquement que 'IMC et I’age gestationnel influencent de maniere
significative les valeurs de PAPP-A en mUI/L puisque plus le poids augmente plus 1’espace
de dilution est important, et plus I’age gestationnel est avancé, plus la sécrétion de PAPP-A
est importante. Dans notre étude la consommation de tabac n’influence pas de maniére
significative les valeurs de PAPP-A mais tend tout de méme vers une diminution de la PAPP-
A. Ces résultats vont dans le sens de ce que nous connaissons déja et du facteur correcteur que
nous appliquons dans la conversion des valeurs sériques de PAPP-A en MoM (34,35).

L’IMC et I’AG diminuent les valeurs sériques de b-hCG de maniere non significative
alors que le statut tabagique n’influence pas les valeurs de b-hCG. Ces resultats sont
probablement dus a un manque de puissance de notre étude puisque nous savons que plus le
poids augmente plus I’espace de dilution est important et qu’a partir de 11SA la sécrétion de
b-hCG diminue. Enfin il faut savoir que le facteur correcteur «tabac » appliqué dans la

conversion en MoM des valeurs sériques de b-hCG est trés proche de 1 (0,9608).

IV. Forces et faiblesses de l'étude

Les résultats obtenus dans notre série sont limités car devant un effectif trop faible de
« mauvais » blastocystes (>B3CB et >B3CB), nous les avons regroupés avec les blastocystes

que nous avions initialement classés en « moyen » (>B3BB, >B3AC, >B3CA et B1) pour
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obtenir un groupe que nous avons donc nommé « moyen a mauvais » et dont I’effectif restait
tres modeste avec 27 blastocystes inclus. En effet dans notre étude aucun blastocyste classé
B3-6AC ou B3-6CA n’a été transféré, seulement 1 blastocyste classé B3-6BC a été transféré,
et 4 blastocystes classés B3-6CB. De méme les analyses descriptives croisées en sous-groupes
(blastocéle, MCI, TE) manquent de puissance en raison du trop faible effectif de blastocystes
avec une MCI et/ou un TE classé grade C. Cependant la composition de notre effectif est
logique puisque la littérature a bien montré que les embryons de meilleure qualité étaient
associés de maniere significative a un plus haut taux d’implantation, de grossesse clinique et
de naissance vivante (52-57). Il est donc extrémement rare que nous soyons confrontés au
transfert d’un blastocyste de MCI ou de TE classé en grade C. Il serait intéressant de réaliser
des études multicentriques pour augmenter considérablement les effectifs et obtenir ainsi un
effectif proportionnellement plus important de blastocystes avec une MCI et/ou un TE classé
C. Cette classification reste évidemment arbitraire et discutable, mais nous nous étions
appuyés sur deux études récentes qui utilisaient une classification semblable, Irani et al. en
2017 (56) et Zhao et al. en 2018 (57).

La variabilité inter et intra-observateur dans 1’analyse de ces critéres morphologiques
peut étre considérée comme un point faible, d’autant que notre étude est bicentrique.
Cependant la classification de Gardner et Schoolcraft est aujourd’hui une référence et les
compétences des opérateurs sont controlées dans nos deux laboratoires par des contréles de
qualité internes et externes fréquents. L’utilisation du time-lapse nous a également aidé a
réduire cette variabilité et cette technique améliore sensiblement les conditions de culture par
rapport aux méthodes conventionnelles, ce qui d’aprés certaines études augmenterait les
chances de grossesse. En effet la méta-analyse de C.Pribenszky, publiée en 2017, a montré
que I’observation de la culture prolongée a I’aide du time-lapse entrainait une augmentation
du taux de grossesse et de naissance vivante et une réduction du taux de fausse couche
précoce par rapport aux méthodes d’observation conventionnelles (2).

Par ailleurs notre étude est rétrospective avec quelques informations, sur les
caractéristiques maternelles notamment (poids, taille), qui ont été recueillies de maniéere
déclarative.

Le fait que nous ayons daté la grossesse d’apres la LCC et non d’aprés la date de
ponction ovocytaire pourrait également étre un point critiquable. Cependant une étude de
Gjerris et al. publiée en 2008 avait évalué les deux méthodes de datation dans le calcul de

I’age gestationnel pour le dépistage combiné du premier trimestre. Ils avaient conclu que les
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deux méthodes de datation étaient équivalentes dans ce cas précis. Mais le calcul de I’AG a
partir de la date de ponction reste la méthode de référence pour les autres buts a savoir
connaitre le terme prévu de 1’accouchement ou encore le début du congé maternité (58).

Nous n’avons pas détaillé les étiologies de I’infertilité. Cependant, plusieurs études ne
retrouvaient pas de différence significative concernant les étiologies d’infertilité sur la
réduction des valeurs de PAPP-A et plus genéralement sur les marqueurs sériques du premier
trimestre (41,43,50).

Le point fort de notre étude est la rigueur dans le recueil de données. A savoir que
toutes les conversions en MoM ont été recalculées par notre ingénieure avec la derniére
version du logiciel SSDWS, évitant ainsi un biais important dans le recueil des valeurs de
PAPP-A et de b-hCG. Toutes les données sont donc parfaitement comparables. Nous avons
également limité les biais en excluant les transferts d’embryons multiples et les embryons
issus du don de gametes. Nous avons exclu les transferts d’embryons congelés afin de
comparer uniquement les transferts aprés forte stimulation hormonale par gonadotrophines.

L’autre point fort est d’avoir suivi le déroulement des grossesses jusqu’a la naissance.
Ainsi cela nous a permis d’exclure toutes les grossesses aneuploides et de connaitre toutes les

complications et les issues de grossesse.

V. Explications physiopathologiques

Concernant I’impact de la FIV/ICSI sur les marqueurs sériques du premier trimestre,
nous avons vu précédemment que de nombreuses études s’y sont intéressées. Une revue de la
littérature et une méta-analyse recentes ont amené a la conclusion qu’effectivement les
concentrations sériques de PAPP-A étaient diminuées de maniére significative pour les
grossesses issues de FIV/ICSI en TEF (38,59). Les données concernant la B-hCG libre étaient
contradictoires (38).

Or, nous savons qu’une anomalie des MSM (PAPP-A diminuée et b-hCG diminuée)
peut refléter un trouble de la placentation et donc nous orienter vers un risque majoré de
complications obstétricales d’origine vasculaire (22,28).

Enfin, les études ont rapporté une augmentation des complications obstétricales et
périnatales (telles que les pathologies d’origine vasculaire) dans les grossesses singletons
issues de ’AMP par rapport aux grossesses spontanées. Une méta-analyse publiée en 2016
par Qin et al. incluait 50 études de cohortes et concluait que les grossesses singletons issues

de FIV/ICSI comportaient un risque significativement accru d’HTAG, de DG, de placenta
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praevia, de décollement placentaire, d’hémorragie antépartum, de naissance prématurée, de
faible poids de naissance, de PPAG, de mortalité périnatale et de malformations congeénitales
(60).

Plusieurs hypothéses ont été avancées pour expliquer a la fois le sur-risque de
complications obstétricales et périnatales, et la réduction significative des concentrations
sériques de PAPP-A dans les grossesses issues de FIV/ICSI. L’hypothése la plus plausible
d’un point de vue physiopathologique serait I’impact de I’hyperoestradiolémie sur le
développement placentaire. En effet comme nous ’avons vu précédemment, Tul et Novak en
2006 et Giorgetti en 2013 évoquaient respectivement un lien entre le nombre d’ovocytes
récupérés et la baisse de PAPP-A et entre une oestradiolémie le jour du déclenchement
supérieure ou égale a 1300pg/mL et la baisse de PAPP-A (43,44). Giorgetti et al. ont donc
expliqgué que I’augmentation de I’estradiol, puissant vasodilatateur des arteres utérines,
favorisait la croissance de I'endometre et entrainait une interface entre le futur placenta et
I’endométre sous-optimale mais fonctionnelle, résultant en une production inférieure de
PAPP-A. De plus en 2016 Royster et al. ont montré une forte association entre I’estradiolémie
et I’ICSI (mais non en FIV) avec les complications de grossesse par trouble de la placentation.
IIs ont fixé le seuil de 3000 pg/mL au-dessus duquel on observait une augmentation des
complications obstétricales. Leur théorie était donc que I’élévation de la concentration
d’estradiol au moment de I’implantation affectait 1’invasion du trophoblaste dans I’endomeétre
(61). Or nous savons que I’estradiol est un acteur crucial dans le développement des villosités
trophoblastiques et du flux utéro-placentaire (62). De plus Bonagura et al. ont démontré chez
les babouins qu’avancer I’augmentation de la concentration en estrogéne dans le sang
maternel au premier trimestre de la grossesse supprimait 1’invasion des artéres spiralées par le
CTEV, en diminuant I’expression de VEGF (promoteur de I’invasion du CTEV) (63)

Mais plusieurs études ont retrouvé une baisse de PAPP-A méme lors de TEC (a faible
ou sans stimulation hormonale) (41,50,51), et une méta-analyse récente de 2018 publiée par
Sha et al. a montré que les grossesses issues de TEC étaient associées a un risque accru
d’HTAG par rapport aux grossesses issues de TEF. Ceci sous-entendait qu’il existait
également des troubles de la placentation en dehors de toute hyperestradiolémie.

Nous savons qu’il existe beaucoup de parameétres pouvant jouer sur I’implantation et la
placentation, mais nous manquons encore de connaissances sur ce qu’il se passe au niveau
moléculaire dans le développement placentaire des grossesses issues de I’AMP. Concernant la

morphologie des embryons, nous savons que la qualité embryonnaire est considérée comme
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un facteur prédictif d’implantation et de grossesse (54-57,64,65), mais la qualité
embryonnaire ne semble pas avoir de répercussion sur la placentation. En effet en 2014 Oron
et al. n’ont pas montré plus de complications obstétricales ou périnatales aprés le transfert
d’un embryon de moins bonne qualité (55), ce qu’a confirmé Bouillon et al en 2017 (52).
Notre étude va dans ce sens puisque nous ne retrouvons pas de différence significative sur les
concentrations sériques de PAPP-A et de b-hCG en fonction de la qualité embryonnaire.
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CONCLUSION

Notre étude est la premiére a notre connaissance qui s’intéresse a la relation entre la

morphologie du blastocyste et les marqueurs sériques du premier trimestre. La PAPP-A et la
b-hCG participent au calcul du risque de trisomie 21 mais sont aussi des marqueurs de
troubles de la placentation. On sait aujourd’hui que les grossesses issues de FIV/ICSI
comportent un risque accru de complications obstétricales et notamment vasculaires.
Cependant de facon indépendante, la qualité du blastocyste ne semble pas corrélée ni a la
survenue de complications obstétricales, ni a des modifications des concentrations sériques
des marqueurs du premier trimestre. En effet notre étude ne montrait pas de différence
significative sur les valeurs de PAPP-A et de b-hCG (en mUI/L et mUI/mL et en MoM) entre
les trois groupes de qualité embryonnaire « excellent », « bon » et « moyen a mauvais ». Il n’y
avait pas non plus de différence significative en termes de complications de grossesse. Ainsi il
n’y a pas lieu d’inquiéter les couples sur un éventuel sur-risque de complications, notamment
vasculaires, si un embryon de moins bonne qualité était transfére.

L’avantage de notre série était de n’avoir étudié que les transferts uniques de
blastocystes frais. L’autre point fort était le suivi du déroulement des grossesses jusqu’a la
naissance, nous permettant d’exclure toutes les grossesses aneuploides et de connaitre toutes
les complications et les issues de grossesses. Cependant I’interprétation de nos résultats reste
difficile a extrapoler du fait de la faible puissance d’une étude rétrospective avec des effectifs
restreints.

Des études complémentaires prospectives multicentriques sont nécessaires pour
confirmer que la qualité embryonnaire joue un rdle dans 1’implantation mais pas dans la
placentation. C’est-a-dire qu’une fois ’embryon implanté, il n’y a pas plus de marqueurs
sériques pathologiques ni de complications obstétricales pour des embryons de moins bonne

qualité.
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PERENNEC Audrey

Corrélation entre la morphologie du blastocyste et les marqueurs sériques du

premier trimestre aprés un transfert unique en frais.

RESUME

Les marqueurs sériques du premier trimestre sont utilisés principalement dans le
dépistage de la trisomie 21. Cependant la PAPP-A et la b-hCG sont aussi des marqueurs
précoces de troubles de la placentation. De nombreuses études ont analysé 1’impact de la
fécondation in vitro +/- injection intra-cytoplasmique de spermatozoides (FIV+/-1CSI) sur les
marqueurs sériques du premier trimestre, mais aucune n’a cherché une relation entre la
morphologie des blastocystes et ces marqueurs. Nous avons donc réalise une étude
rétrospective, bicentrique, incluant 122 patientes. L’objectif principal de cette étude était
d’évaluer I’impact de la morphologie du blastocyste sur les marqueurs sériques (b-hCG et
PAPP-A) au premier trimestre de grossesse. L’objectif secondaire était d’évaluer I’impact de
chaque caractéristique du blastocyste (blastocéle, masse cellulaire interne et trophectoderme)
sur ces marqueurs. Notre étude n’a rapporté aucune association significative, en analyse
univariée et multivariée, entre la qualité des blastocystes lors d’un transfert embryonnaire
frais unique et les marqueurs sériques du premier trimestre. Il n’y avait pas non plus de
différence significative en termes de complications de grossesse. Ainsi il n’y a pas lieu
d’inquiéter les couples sur un éventuel sur-risque de complications ou de modifications des

marqueurs seriques si un embryon de moins bonne qualité était transféré.

MOTS-CLES
MORPHOLOGIE
BLASTOCYSTE
MARQUEURS SERIQUES DU PREMIER TRIMESTRE
PAPP-A, b-hCG
TRISOMIE 21

FECONDATION IN VITRO avec ou sans INJECTION INTRA-CYTOPLASMIQUE DE
SPERMATOZOIDES
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