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PARTIE | : INTRODUCTION

L’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS) définit I’infertilité par ’absence de grossesse apres plus
de 12 mois de rapports sexuels réguliers, sans contraception (OMS 2010).

En France, un couple sur 5 est amené a consulter pour infertilité au cours de sa vie. Trente pourcent
des cas d’infertilité sont d’origine masculine, 30% d’origine féminine, 20% d’origine mixte. Enfin,
20% des infertilités restent inexpliquées aprés exploration clinique et paraclinique. Méme si cela ne
constitue pas un risque vital en soi pour les patients, I’ infertilité est trés souvent source de souffrance

psychique et de difficultés socio-professionnelles pour les couples.

Depuis la naissance en 1978 du premier « bébé éprouvette », Louise Brown, obtenue par Fécondation
In Vitro (FIV) des millions d’enfants ont été congus par AMP. En France, en 2015, ’AMP a permis
de donner naissance a 24839 enfants, soit 3% des naissances de cette méme année. Cela represente
en FIV et en ICSI (Injection Intra-Cytoplasmique de Spermatozoide), un taux de grossesse et
d’accouchement par transfert d’environ 25% et 20% respectivement (bilan ABM 2015).

L’un des défis des médecins, biologistes et scientifiques depuis 40 ans est d’améliorer les conditions,
les techniques et les pratiques de fécondation in vitro afin d’optimiser les chances d’implantation
embryonnaire.

La politique du nombre d’embryons a transférer a ainsi évolué avec une augmentation progressive du
nombre de transferts mono-embryonnaires aprés FIV ou ICSI. Celui-ci est passé de 31% en 2011 a
42% en 2015 (bilan ABM 2015). Cette tendance a la hausse est le reflet d’une politique de transfert
embryonnaire plus prudente, visant a réduire le nombre de grossesses multiples et prévenir ainsi leurs

complications maternelles et feetales (Boyer et al. 1990 ; Pandian et al. 2013).

Initialement, le transfert se déroulait exclusivement au stade clivé (2éme ou 3éme jour du
développement embryonnaire) quel que soit le nombre d’embryon(s) a transférer. Les chances de
grossesse ont été démontrées comme étant équivalentes entre J2 et J3 (Laverge et al. 2001 ; Brown
Cochrane 2016 ; Lee et al. 2017). L’amélioration des conditions de culture a permis par la suite de
proposer la culture embryonnaire jusqu’au 5™ jour de développement (stade blastocyste) afin de
mieux apprécier le potentiel évolutif de ’embryon et ainsi d’améliorer le choix de ’embryon a
transférer (Braude et al. 1988). Le transfert au stade blastocyste permettrait de meilleurs taux
d’implantation comparé au stade clivé (Gardner et al. 1998). De nombreuses études ont été menées
afin de comparer ces deux strategies (Papanikolaou et al. 2006 ; Zech et al. 2007 ; Maheshwari et al.
2016) et les politiques de transfert restent trés variables selon les centres d’AMP.
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A. CULTURE EMBBRYONNAIRE PRECOCE

1. Définition et indications

La culture embryonnaire précoce correspond au développement embryonnaire in vitro jusqu’au 26™
ou 3™ jour (J2/J3 ou stade clivé) aprés la mise en fécondation.

Initialement, cette technique a longtemps ét¢ la plus utilisée dans les centres d’AMP. L’évaluation de
la morphologie embryonnaire permet de décrire finement certains critéres de I’embryon et aboutit a
I’apposition d’un grade ou score pour chaque embryon observé. Ainsi, le potentiel implantatoire de
I’embryon est évalué indirectement par ’utilisation de ce type de classification.

Plusieurs auteurs ont décrit I’importance de certains parametres dans la survenue de 1’implantation
(Van Royen et al. 1999 ; Hardarson et al. 2001 ; Rienzi 2005 ; Fauque et al 2007, Prados et al. 2012),
mais depuis quelques années, un Consensus a 1’échelle européenne a été retenu (Alpha Scientists in
Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011).

Les critéres retenus sont :

- le nombre de blastomeres,

- la taille des blastoméres qui doit correspondre au stade de développement,

- la proportion de fragments intra-pellucidaires,

- la présence de blastomeres multinucléés.

La culture précoce est indiquée dans les cas suivants :

- 1% tentatives de FIV le plus souvent,

- faible cohorte ovocytaire a la ponction,

- échecs de transferts répétés au stade de blastocyste, ou absence d’obtention de blastocyste lors des

tentatives précédentes.

2. Avantages

Elle permet un temps d’exposition réduit de I’embryon aux conditions de culture in vitro, diminuant

ainsi les éventuels risques inutiles dus aux reactifs utilises.

A ce stade, le nombre d’embryons transférables est plus important, le risque de non-transfert est ainsi
diminué. Les embryons de bas grade qui n’auraient peut-étre pas résisté a une culture in vitro peuvent

étre transférés a J2/J3 et pourraient donner des grossesses (Maheshwari et al. 2016).
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L’arrét de culture au stade clivé permet de congeler un plus grand nombre d’embryons et ainsi
d’effectuer plus de Transferts d’Embryons Congelés (TEC). Les taux cumulés de grossesse a J3 (TEF
+ TEC) rattrapent en général les taux en TEF (Transferts d’Embryons Frais) & J5 (Pandian et al.
2013).

3. Inconvénients

Une morphologie typique au stade clive est moins discriminante des aneuploidies comparativement

au stade de blastocyste (Fragouli et al. 2014).

A ce stade, la stratégie adoptée est le plus souvent le transfert de 2 embryons (DET) pour augmenter

les chances de grossesse, mais cela implique une augmentation du taux de grossesse gémellaire.

Enfin, le transfert d’embryon au stade clivé n’est pas physiologique en terme de synchronicité avec
la muqueuse utérine, car physiologiquement a J2/J3 I’embryon se trouve dans la trompe, ce qui

pourrait diminuer les chances d’implantation.

B. CULTURE EMBRYONNAIRE PROLONGEE

1. Définition et indications

La culture embryonnaire prolongée correspond au développement embryonnaire in vitro jusqu’au

5¢me ou 6°™ jour (J5/J6 ou stade blastocyste) aprés la mise en fécondation.

A ce stade, le potentiel implantatoire des embryons est apprécié grace a plusieurs critéres
morphologiques (Gardner et Schoolcraft 1999, Alpha Scientists in Reproductive Medicine and
ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011 ; Hardarson et al. 2012).

La classification de Gardner et Schoolcraft est basée sur :

- le degré d’expansion de la cavité blastoceelique,

- la morphologie du bouton embryonnaire, a 1’origine du feetus,

- le nombre et I’aspect des cellules formant le trophoblaste, a I’origine du placenta.
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La culture prolongeée peut étre indiquée dans les cas suivants :

- grandes cohortes ovocytaires a la ponction, associées a un développement embryonnaire précoce
satisfaisant,

- embryons surnumeraires apres transfert au stade clivé,

- échecs de transferts répétés au stade clive,

- syndrome d’HyperStimulation Ovarienne (HSO) avec freeze-all (congélation totale pour transfert
différé).

2. Avantages

La culture prolongée permet une sélection embryonnaire naturelle.

Lorsqu'une anomalie de qualité ovocytaire est suspectée, la culture prolongée permet d’évaluer
I’aptitude des zygotes a se développer aprés activation du génome embryonnaire a J3 (Braude et al.
1988). Cela permet une sélection cytogénétique des embryons (la moitié des embryons blogqués in
vitro sont porteurs d’ancuploidies incompatibles avec une implantation). Ainsi, il est possible
d’écarter du transfert les embryons qui auraient un retard ou blocage de développement apres J3
(Boyer et al. 2011).

L’évolution vers la culture prolongée est croissante, du fait de la tendance au transfert d’un seul
embryon et la volonté de diminuer les grossesses gémellaires et les risques de morbi-mortalité foeto-
maternels associes, sans perdre de chances de grossesse. (Gardner et al. 1998 ; Papanikolaou et al.
2006 ; Zech et al. 2007 ; Guerif et al. 2009)

D’autre part, I’'implantation embryonnaire serait plus efficace grace a une meilleure synchronisation
avec I’endométre, car le blastocyste est naturellement a ce stade dans 1’utérus, et les taux élevés
d’cestrogénes apres stimulation auraient un effet néfaste sur I’embryon. Un transfert a J5 pourrait
donc réduire le temps d’exposition et aurait un effet bénéfique sur le taux d’implantation (Check et
al. 1995 ; Valbuena et al. 2001 ; Kolibianakis et al. 2002).

Il a également été démontré qu’une fréquence €élevée de contractions utérines au moment du transfert
embryonnaire serait associée a une réduction des taux d’implantation et de grossesse clinique.
L’une des hypotheses serait I’expulsion possible de I’embryon au moment du transfert. Ces
contractions diminueraient dans les quelques jours suivant I’injection de I’hCG (De Ziegler et al.

2001 ; Fanchin et al. 2001).
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Enfin, lorsque certains embryons ne répondent pas aux critéres d’évaluation morphologique
nécessaires pour étre congelés a J2/J3 (retard important de clivage, fragmentation cellulaire
importante), ils peuvent étre congelés ultérieurement en étant cultivés jusqu'au stade de blastocyste.
En effet, il n’est pas possible d’exclure un potentiel d’évolution au stade de blastocyste avec les
criteres morphologiques actuels (Poulain et al. 2014). Cela va également dans le sens des
recommandations de la loi de Bioéthique de juillet 2011, visant & diminuer le nombre d’embryons

CONSEerves.

3. Inconvénients

Il est également important de garder a I'esprit que lI'environnement dans le laboratoire, tel que les
milieux de culture, le pH et la température, influence la cinétique du développement (Sermondade et
al 2012 ; Gardner et al. 2016). La qualité de la culture prolongée est dépendante du niveau

d’équipement du laboratoire d’AMP en incubateurs optimisés et coliteux.

Le taux de blastulation totale (obtention de blastocystes a partir d’embryons clivés) n’est que
d’environ 50% (Staessen et al. 2004 ; Bilan ABM 2015) et la blastulation utile (blastocyste de bonne
qualité) n’est que de 30%.

Celle-ci est influencée par la composition de 1’atmosphére, notamment 1’hypoxie, qui est optimale
grace aux incubateurs trigaz (Meintjes et al. 2009), ainsi que par la culture en chambre individuelle,
permettant d’éviter les variations fréquentes des conditions de culture.

De ce fait, le risque de non-transfert pour arrét de développement ou morphologie insuffisante est
significativement plus élevé a J5, cela implique pour certaines patientes d’avoir subi un traitement
hormonal et chirurgical, sans que celui-ci n’aboutisse a I’étape ultime du transfert, ce qui est mal vécu

par les couples et peut a terme conduire a 1’abandon du projet d’AMP (NICE Clin Guide 2013).

D’autre part, d’aprés certaines études, la culture prolongée pourrait augmenter les poids de naissance
(macrosomie), le déséquilibre du sex-ratio homme-femme, les taux de jumeaux monozygotes et
d’accouchements prématurés (<37 SA et <32 SA) (Milki 2003 ; Chang et al. 2009 ; Wang et al.
2017).
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C. NOMBRE D’EMBRYON(S) A TRANSFERER

1. Single Embryo Transfer (SET)

Le transfert d’un seul embryon peut étre propos¢€ ou impos¢ au couple.
En effet, s’il existe une contre-indication médicale a une grossesse gemellaire, pour malformation
utérine, béance cervicale ou syndrome de Turner par exemple, un seul embryon sera choisi pour le

transfert.

La décision de ne transférer qu'un seul embryon peut se faire également dans les cas suivants :

- lors de la prise en charge d’un couple jeune et/ou d’une 1% ou 2°™ tentative de FIV,

- lors d’un « eSET », ou transfert électif : si dans la cohorte se trouvent plusieurs embryons
transférables de bonne morphologie (embryon dit « Top »), un seul sera choisi avec la possibilité de
congeler les embryons restants en vue d’un transfert différé,

- lorsqu’il s’agit du choix du couple, s’il souhaite ne pas prendre le risque d’une grossesse gémellaire.

Cependant la réalisation d’un SET entraine une diminution du taux de grossesse clinique par rapport
au DET, mais cette différence disparait lorsqu’on considere le taux cumulé de grossesse (en TEF +
TEC). D’apres la méta-analyse de Pandian et al. en 2013, un transfert de 2 embryons offrait 42% de
chances de naissances vivantes, contre 37% suite a un transfert répété d’un seul embryon. De plus, le
taux de grossesse gémellaire est significativement réduit grace a cette stratégie (13% versus 0-2%),
ce qui est I’objectif a atteindre par les équipes médicales en AMP (Pandian et al. 2013).

En 2004, Lukassen et al. ont également montré que chez les femmes de moins de 35ans, qui avaient
au moins un embryon « Top » pour leur 1% tentative de FIV, le taux cumulé de naissance était de
41% apres 2 cycles consecutifs avec SET sans aucune grossesse multiple, versus 36% lors d’un cycle

avec DET, dont 1/3 étaient multiples.

2. Double Embryo Transfer (DET)

Le transfert de 2 embryons peut étre proposé dans les cas suivants :

- lors d’une tentative de mauvais pronostic : mauvaise qualité ovocytaire, morphologie embryonnaire
de bas grade (embryon dit « Non Top »), taux de fécondation diminué...

- lors d’échecs d’implantation pour les tentatives précédentes en SET ou en DET,

- lorsqu’il s’agit de la derniére tentative pour le couple,

- enfin, si le couple choisit de prendre le risque d’une grossesse gémellaire.



Depuis le début de la FIV, le transfert de 2 embryons était la stratégie la plus fréquemment utilisée
afin d’offrir les meilleurs chances de succés aux patients.

Réaliser un transfert de 2 embryons permet d’augmenter les chances de grossesses et de naissances
vivantes (45% versus 28% en SET, d’aprés la méta-analyse de Pandian et al. en 2013). Cependant
cette stratégie tend a diminuer au profit du transfert mono-embryonnaire, afin de réduire
significativement les risques dus a une grossesse multiple (14% en DET versus 2% en SET). En effet
en 2009, le taux de DET réalisés en France était de 59% versus 32% de SET alors qu’en 2015, il y a
eu 52% de DET et 42% de SET (Bilan ABM 2015).

3. Triple Embryo Transfer (TET)

En France, la loi autorise le transfert de 1, 2 ou 3 embryons.

Cependant, du fait de I’évolution vers le SET et la prévention de la survenue de grossesses multiples,
le transfert de 3 embryons reste assez rare et doit étre justifié dans le dossier médical du couple.

Il est indiqué dans les cas de derniéres tentatives et/ou lorsque les patientes atteignent un age plus
avancé voire limite (proche des 42 ans) et lorsque les embryons ne présentent pas une morphologie
de haut grade le plus souvent, car ce sont des situations offrant des chances de succés nettement

réduites.
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PARTIE Il : OBJECTIFS DE L’ETUDE

Dans I’objectif de validation de la méthode d’observation embryonnaire et de la classification apposée
sur chaque embryon au stade précoce et tardif, une étude préliminaire a été menée au laboratoire de
I’hopital Antoine Béclere, entre Janvier 2011 et Juillet 2013 (Audit COFRAC en Novembre 2013).
Le but était de définir la VValeur Prédictive Positive (VPP) et Négative (VPN) de la méthode utilisée,
sur la survenue d’une implantation, pour les SET et les DET.

Lors d’un transfert d’un seul embryon « Top », la VPP était de 29% au stade clivé et 60% au stade
de blastocyste. Alors que lorsqu’il s’agissait d’un transfert de 2 embryons « Top », les VPP étaient
identiques a 40%, quel que soit le stade de développement embryonnaire. De nombreux embryons
évalués comme « Top » ne se sont pas implantés, limitant ainsi la spécificité du test.

La VPN du SET concernant les embryons « Non Top » était de 89% au stade clivé et de 71% au stade
de blastocyste ; et lors d’un DET, les VPN étaient de 77% et 74% respectivement. Certains embryons
« Non Top » ont donc un potentiel implantatoire et peuvent étre considérés comme des faux négatifs,

abaissant la sensibilité du test.

Le phénomeéne implantatoire étant multi factoriel, nous avons décidé d’étendre 1’étude afin
d’augmenter le nombre d’embryons analysés et de compléter nos résultats par des données cliniques
qui étaient manquantes. De plus, le centre présentant un taux de grossesse gémellaire de I’ordre de
25%, nous souhaitions donc établir les réelles chances de succes lors du transfert d’embryons « Top »
ou « Non Top » selon leur stade de développement, afin d’adapter la stratégie de transfert
embryonnaire au laboratoire. La demande actuelle des cliniciens est d’étendre systématiquement la
culture embryonnaire jusqu’au stade de blastocyste. Cette étude devrait donc nous permettre
d’optimiser la discussion clinico-biologique au moment de I’inclusion des couples en AMP, ainsi que
I’information donnée aux couples en consultation.

Nous avons analysé les transferts d’embryons frais entre Janvier 2014 et Décembre 2016, en tenant
compte de leur stade de développement et de leur morphologie, ainsi que de 1’age des patientes et du

rang des tentatives.

Si nos premiers résultats se confirmaient, avec un avantage du stade blastocyste en SET et une
équivalence entre stade clivé et blastocyste en cas de DET, nous pourrions adapter les pratiques du
laboratoire :

- ne réaliser que des transferts au stade de blastocyste en cas de programmation d’un SET,

- éviter d’effectuer une culture prolongée lorsqu’un DET est programmé, puisque celle-Ci entraine

une augmentation inutile du temps d’exposition des embryons a une culture in vitro.
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PARTIE Il : MATERIELS ET METHODES

A. DESCRIPTION DE L’ETUDE

Il s’agit d’une étude rétrospective mono-centrique, menée au sein de 1’unité¢ de Biologie de la
Reproduction de 1’hopital Antoine Béclére a Clamart (AP-HP), entre le 1* Janvier 2014 et le 31

Décembre 2016. L’analyse a concerné 1316 transferts, correspondants a 1039 couples.

1. Recueil de données

Le recueil de données a été réalisé grace a une extraction informatique a partir du logiciel Médifirst®.
L’age de la patiente, le rang de la tentative, la date de ponction / transfert, le nombre d’embryons
transférés, la morphologie embryonnaire, le dosage des BhCG post-transfert, le nombre d’embryons
implantés (échographie) et les issues de grossesses, ont été déterminés grace au fichier issu de

I’extraction.

2. Critéres d’inclusion

Ont été inclus dans 1’étude les couples ayant bénéficié :

- d’un transfert d’embryon(s) frais (TEF) issus de FIV avec ou sans ICSI, avec sperme du conjoint
(éjaculé frais, congelé éjaculé ou testiculaire) ou d’un donneur.

- soit dans le cas d’un Single Embryo Transfer (SET) dont I’embryon était évalué « Top » ou « Non
Top » au stade clivé (J2 ou J3) ou blastocyste (J5),

- Soit d’un transfert de 2 embryons, Double Embryo Transfer (DET), de morphologie homogéne
« Top » ou « Non Top », au stade clivé (J2 ou J3) ou blastocyste (J5),

- soit d’un transfert de 3 embryons, Triple Embryo Transfer (TET), de morphologie homogéne

« Top » ou « Non Top », au stade clivé (J2 ou J3) ou blastocyste (J5).
3. Critéres d’exclusion
Ont été exclus de 1’étude 602 transferts, comprenant :

- les transferts d’embryons congelés (TEC),

- les transferts issus de tentatives realisées dans un contexte de préservation de fertilité (PF),
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- les transferts issus de tentatives réalisées dans un contexte de Diagnostic génétique Pré-
Implantatoire (DPI),

- les transferts issus de tentatives réalisées dans un contexte de Maturation Ovocytaire in Vitro (MIV),
- les transferts issus de tentatives réalisées dans un contexte de Don d’Ovocytes (DO),

- les transferts non homogénes (n=394) : DET ou TET avec un embryon « Top » et un embryon « Non

Top », afin de pouvoir associer la morphologie embryonnaire aux résultats d’implantation.

3582 cycles de stimulation ovarienne ont été débutés, certains ont di étre annulés (n=469) pour cause
de mauvaise ou d’hyper réponse a la stimulation, 3113 ponctions ont été réalisées, dont 801 sans
transfert (freeze-all, donneuses d’ovocytes, DPI sans embryon sain, congélation de zygotes ou plus
rarement échecs de fécondation ou de culture prolongée). Au total, 2312 transferts ont été effectués,

desquels 996 ont été exclus, car ils ne répondaient pas aux critéres d’inclusion de notre étude.
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4. Schéma récapitulatif de I’étude (Flow Chart)

EXTRACTION MEDIFIRST
Janvier 2014 — Décembre 2016

Nombre total de cycles
n=3582

Nombre total de ponctions Absence de transfert :
Freeze-all, Donneuses,

n=3113 = DPI, PF, Echecs F et CP

n=801
Nombre total de transferts Exclusion :
n=2312 — DPI, MIV, DO, PF, TEC
- n=602
Transferts
Nombre de transferts restants ) non homogenes :
n=394
Transferts étudiés
A - 4
SET n=373 DET n=857 TET n=86
CLIVES BLASTOCYSTES CLIVES BLASTOCYSTES CLIVES BLASTOCYSTES
n=246 n=127 n=615 n=242 n=75 n=11
Top =116 Top=86 Top=336 Top=192 Top=22 Top=3

Non-Top=130 Non-Top=41 Non-Top=279 Non-Top=50 Non-Top=53 Non-Top=8
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B. DEROULEMENT D’UNE TENTATIVE DE FIV

1. Stimulation ovarienne

Les protocoles de stimulation utilisés étaient soit un protocole long agoniste soit un protocole

antagoniste.

En cas de protocole long agoniste, la désensibilisation hypophysaire a été réalisée par une ou plusieurs
injections de Triptoréline (Décapeptyl®3mg ou 0,1mg, Ipsen Biotech, Paris, France). Le blocage de
la fonction ovarienne a été confirmé par des dosages hormonaux (cestradiol, progestérone et LH) et
une échographie endovaginale qui a permis de vérifier I’absence de kyste ovarien ainsi que la
présence d’une épaisseur endométriale de moins de Smm. Une fois la désensibilisation hypophysaire
confirmée, la stimulation ovarienne a été débutée par 1’administration quotidienne sous-cutanée de
FSH. La FSH était soit une hMG (Ménotropine- Ménopur®, Ferring, Gentilly, France), soit une rFSH
(Follitropine alpha-GonalF® Merck-Serono, Boulogne, France ; Puregon®, Organon, Puteaux,
France). En cas d’utilisation d’une rFSH, 1’administration de 75UI quotidienne de LH recombinante
(Luveris® Merck-Serono, Boulogne, Gentilly, France) a été associée a partir du 6°™ jour de

stimulation.

En cas de protocole antagoniste, la stimulation ovarienne a été debutée le deuxiéme jour du cycle
selon les mémes modalités que le protocole agoniste. La désensibilisation hypophysaire a été
commencée vers le 6°™ jour de la stimulation avec une ou plusieurs injections d’acétate de cétrorélix

(Cétrotide® Merck-Serono, Boulogne, Gentilly, France).

Le traitement et la fréquence du monitorage a été adaptée a chaque patiente en fonction des dosages
hormonaux (Oestradiol, LH, progestérone) et de 1’échographie (nombre et taille des follicules).

Le déclenchement de I’ovulation par 1’administration d’hCG intramusculaire (5000 ou 10000Ul) a
été réalisé lorsqu’un minimum de 4 follicules pré-ovulatoires (16-22mm) étaient visualises, avec un

taux d’cestradiol par follicule supérieur a 200pg/ml et une épaisseur endométriale supérieure a 6mm.
2. Ponction et recueil folliculaire
La ponction ovocytaire a été effectuée par voie transvaginale échoguidée, 36 heures aprés 1’injection

d’hCG, grace a une aiguille de ponction simple lumicre soumise a une pression d’aspiration de 7,5

kPa. La recherche des complexes cumulo-ovocytaires (CCO) dans le liquide folliculaire a été réalisée
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sous loupe binoculaire. Les CCO retrouveés ont été rincés et deposes au fur et a mesure dans une boite
de culture contenant 3ml d’IVF medium (Origio, Lyon, France) préalablement gazé et chauffé a 37°C.
Une fois la recherche terminée, la boite de culture a été déposée dans un incubateur & 37°C sous 5%
de CO..

3. Préparation de sperme

Le recueil de sperme a été réalisé au laboratoire par masturbation. Apres liquéfaction a 37°C pendant
30 minutes, les principaux parameétres spermatiques (concentration, mobilité et vitalité) ont été
évalués. Les spermatozoides ont ensuite été sélectionnés par gradient de densité bicouche (45% et
90%) de PureSperm® (Nidacon, JCD, Lyon, France) puis lavés dans du milieu capacitant Ferticult
(Fertipro, JCD, Lyon, France).

4. Mise en fécondation

Le choix de la technique de fécondation se base sur les résultats du bilan clinique et paraclinique du

couple, ainsi que les antécédents de tentatives dans notre centre ou dans un centre extérieur.

a) Fécondation in vitro classique (FIVc)

Chaque CCO a été déposé dans une microgoutte numérotée de 40 pl d’Universal IVF (Origio, Lyon,
France) sous huile minérale (Origio, Lyon, France) et inséminé avec 5000 a 7000 spermatozoides
mobiles progressifs typiques puis placé dans un incubateur a 37°C sous 5% de COx.

b) Fécondation in vitro avec micro injection (ICSI)

Une heure apres la fin du recueil ovocytaire, les CCO ont été décoronisés par action mécanique et
enzymatique (Hyaluronidase, Origio, Lyon, France) a I’aide d’un stripper 150pum. Une heure apreés la
fin de la décoronisation, les ovocytes en métaphase 11 ont été injectés (Microscope Olympus, pipette

Humagen Origio).

-31-



5. Culture embryonnaire

a) Observation de la fécondation

Entre 19 a 20 heures post insémination en FIVc, les ovocytes ont été dénudés par pipetage mécanique
grace a des capillaires de 150 um de diameétre (stripper, JCD, Lyon, France) puis rincés et placés dans
des microgouttes de nouveau milieu de 40 pul de One Step (SAGE Origio, Lyon, France) sous huile.
C’est un milieu unique, apportant tous les nutriments nécessaires pour le développement

embryonnaire de J1 a J6.

La fécondation a été objectivée par I’observation de deux pronuclei PN (maéle et femelle) et de

1’expulsion du 2°™ globule polaire (GP) sous un microscope inversé (Nikon TE 300) a Iobjectif x40.

ProNucléi
(PN)

Globules Polaires
(GP)

Figure 1 : Ovocyte fécondé observé 20 heures apreés insémination (Stade zygote)

b) Observation embryonnaire
L’observation de la morphologie embryonnaire au microscope tient une place privilégiée.
C’est une méthode non invasive, simple et rapide, permettant de décider du devenir des

embryons parmi les choix suivants : transfert, congélation ou arrét de culture. 1l s’agit d’une méthode

subjective, opérateur et laboratoire dépendant.
e Clivage précoce J1
A la 27°™ heure post insémination, la présence ou non du clivage précoce a été observée sous

microscope inversé (Nikon TE 300) a 1’objectif x40.
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Les différents stades observés correspondaient soit a une persistance des pronucléi (stade 2PN), soit
a leur effacement (stade BD ou break-down), soit & un clivage précoce embryonnaire. Dans ce dernier
cas, le nombre de blastomeres, leur régularite et le taux de fragmentation étaient notés.

Figure 2 : Observation a la 27éme heure apreés insémination.
(a) Stade 2PN. (b) Stade BD. (c) Clivage précoce.

e Observation embryonnaire a J2 et J3

Les embryons ont été cultiveés dans des microgouttes de 40 pl de milieu unique One Step (SAGE
Origio, Lyon, France) jusqu’a J2 ou J3.

La morphologie embryonnaire a été évaluée a J2 et J3 sous microscope inversé (Nikon TE 300) a
I’objectif x40 en utilisant une classification basée sur :

- le nombre de blastomeres,

- la typicité du clivage,

- le pourcentage de fragments anucléeés,

- la présence ou non de blastomeres multinucléés.

Plusieurs auteurs ont décrit I’importance de certains critéres dans la survenue de I’implantation. La
régularité de la taille des blastoméres a J2 est en relation avec une augmentation du taux de grossesse
post-AMP (Hardarson et al. 2001 ; Holte et al. 2007).

Un clivage aboutissant & des cellules de tailles différentes entraine une distribution différente des
molécules cytoplasmiques (protéines, ARNm...), ce qui augmente I’incidence de blastoméres
multinucléés et d’aneuploidie et diminue les taux d’implantation (Hardarson et al. 2001 ; Magli et
al. 2001 ; Van Royen et al. 2001 ; Scott et al. 2007).

La proportion de fragments dans le volume intra-pellucidaire est largement utilisée pour prédire le
potentiel d'implantation des embryons et est liée a I'aneuploidie (Ebner et al. 2001 ; Ziebe et al, 2003 ;
Munne et al. 2006). Si la fragmentation n'atteint pas 10% du volume total de I'embryon, il est convenu
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qu'elle n'a pas d'impact sur le potentiel de développement de I'embryon (Van Royen et al. 2001, Holte
et al. 2007).

La multinucléation a été décrite comme étant liée a des anomalies chromosomiques de 1’embryon
(Hardarson et al. 2001). Des analyses génétiques, révélant une élévation des taux d’aneuploidie,
d’anomalies chromosomiques et de défauts dans la synthése d'ADN, sont a 1’origine d’une baisse des
taux de grossesse et d'implantation apreés leur transfert (Hardarson et al. 2003).

Ces études isolées ont fini par aboutir a 1’établissement d’un Consensus a 1’échelle européenne (Alpha
Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011). Les
embryons sont définis comme étant « Top » ou « Non Top » selon leurs caractéristiques

morphologiques.

Ainsi 5 grades ont été définis :

GRADES A B C+ C- D

4 78 |45 78| 45 >6

Typique Typique Typique Typique Atypique

- <10% 10-25% 26-50% 0-50% >50%
) i i Ou -
+
! J | J
| |
Embryons « Top » Embryons « Non Top »

Tableau 1 : Classification des embryons selon leurs criteres morphologiques au stade clivé (J2/]3).

- A 4 blastomeres a J2 ou 7-8 blastomeéres a J3, clivage typique, absence de fragments anucléés et
de BMN.

- B : 4-5 blastomeres a J2 ou 7-8 blastomeres a J3, clivage typique, < 10% de fragments anucléés et
absence de BMN.
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- C+: 4-5 blastomeres a J2 ou >6 blastomeres a J3, clivage typique, 10% a 25% de fragments anucléés
et absence de BMN.

- C- : clivage typique associé a 30 a 50% de fragments anucléés ou clivage atypique avec moins de
50% de fragments anucléés ou présence de blastomeres multinucléés.

- D : > 50% de fragments anucléés, avec ou sans BMN.

Les embryons de grades A, B et C+ étaient considérés comme des embryons « Top » a potentiel
implantatoire plus élevé (Holte et al. 2007).
Les grades C- et D comme des embryons « Non-Top ».

Les embryons de grade D ne seront jamais transférés ni congeleés, ils sont destines a la destruction.

Embryons « Top » Embryons « Non Top »

J2

Grades

Figure 3 : Exemple de typage d’embryons selon leur morphologie observée a J2.

e Observation embryonnaire au 5™ jour (J5)

Lorsqu’une culture prolongée a été indiquée, les embryons ont été cultivés dans des microgouttes de
40 pl de milieu unique (SAGE Origio, Lyon, France) jusqu’a J5.

La morphologie embryonnaire a été évaluée a J2 et J3 sous microscope inversé (Nikon TE 300) a
I’objectif x40 en utilisant une classification précédente, puis a J5 en utilisant les criteres de la
classification de Gardner (Gardner et Schoolcraft, 1999), adaptée aux habitudes de lecture du
laboratoire, et basée sur :

- le degré d’expansion de la cavité blastoccelique,

- la morphologie du bouton embryonnaire,

- le nombre et I’aspect des cellules formant le trophectoderme.

-35-



Cavite Caracteristiques morphologiques
blastoceelique 9 P 9lq
Bl Début de cavitation
B2 Cavité < 50% du volume intra-pellucidaire, sans expansion
B3 Cavité > 50%, sans expansion
B4 Blastocyste expansé, zone pellucide amincie
BS Blastocyste en cours d’éclosion
B6 Blastocyste éclos
GRADES Bouton embryonnaire (ICM) Trophectoderme (T)
Bien visible, Cellules en croissant,
nombreuses cellules compactées formant un épithélium cohésif
N Cellules en croissant,
Contour cellulaire visible R
formant un fin épithélium
C Peu visible voire absent Absence de cellules en croissant

Tableau 2 : Classification des embryons selon leurs critéres morphologiques au stade de blastocyste (J5)

- - . o BS B6
,._'-"‘
£ A
(3

1 II 2 3 “ 5 v G‘L'ﬁ—}_'-ﬁi'.

= DN AR\ SR W

: N 5 ,& - g .
M g 1 S ot i Y

Figure 5 : Typage d'embryons selon leurs critéres morphologiques
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Ainsi sont considérés comme blastocystes « Top » (Grades A, B, C+) a J5: les blastocystes présentant
une cavité blastoccelique débutante (B1) ou <50% (B2) typiques, ainsi que les blastocystes dont la
cavité est plus développée (>50%, [B3-B6]) associée a un bouton embryonnaire bien visible, composé
de cellules compactées ou aux contours cellulaires visibles (1A ou IB) et un trophoblaste comportant

des cellules en croissant formant un épithélium cohésif ou fin (TA ou TB).

Sont considérés comme « Non Top » (Grade C-, D) : les blastocystes présentant une cavité
blastoccelique débutante (B1) ou <50% (B2) non typiques, ainsi que les blastocystes dont la cavité
est plus développée (>50%, [B3-B6]) associée a un bouton embryonnaire absent et/ou un

trophectoderme sans cellule en croissant.

6. Transfert embryonnaire et issue de grossesse

Le choix du jour du transfert et du nombre d’embryons a transférer a été décidé en accord avec le
clinicien et le couple en fonction du pronostic de la tentative, du déroulement des tentatives
précédentes, de 1’age de la patiente, du souhait du couple et des risques obstétricaux de chaque

patiente.

Lors d’une 1% tentative, le transfert au stade clivé (J2 ou J3) a été privilégié si le nombre d’ovocytes
recueillis a la ponction est inférieur a 10. Les chances de grossesse ayant été montrées comme étant
équivalentes a J2 et J3 (Laverge et al. 2001 ; Brown Cochrane 2016 ; Lee et al. 2017).

La culture prolongée jusqu’au 5°™ jour de développement a été décidée dans le cas ou plus de 10
ovocytes ont été mis en fécondation, afin d’évaluer le potentiel évolutif des embryons, post-activation
génomique a J3 (Braude et al. 1988).

A J2, J3 ou J5, le ou les embryons candidats au transfert ont été choisis en fonction de leur
morphologie et de leur cinétique de développement (prise en compte du clivage précoce).

Ils ont été placés dans une microgoutte de 35 uL. d’UTM (Origio, Lyon, France) sous huile. Le
transfert a été réalisé par un gynécologue sous contrdle échographique, en utilisant un cathéter de
Frydman (CCD, France).

Un dosage sanguin de PhCG plasmatiques a été effectué 10 jours post-transfert en cas de blastocystes,
et 13 jours post-transfert en cas d’embryons clivés, puis répété 2 fois a 2 jours d’intervalle afin
d’apprécier I’évolution de la cinétique hormonale.

En cas de dosage évolutif, une échographie pelvienne a été réalisée a 6 semaines d’aménorrhée (SA)

pour compter le nombre de sacs gestationnels et détecter 1’activité cardiaque fcetale.
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C. CRITERES EVALUES

1. Valeur Prédictive Positive

La VPP a été définie comme la probabilité qu’un embryon « Top » s’implante.

Emb "Top" implantés (VP . "
VPP = mbryons “op 1mp én és (VP) VP : Vrais Positifs
VP + Embryons "Top" non implantés (FP) FP : Faux Positifs

2. Valeur Prédictive Négative

La VPN a été définie comme la probabilité¢ qu’un embryon « Non Top » ne s’implante pas.

Embryons "Non Top" non implantés (VN) NV
VPN = - - VN : Vrais Negatifs
VN + Embryons "Non Top" implantés (FN) FN : Faux Négatifs

3. Sensibilité

La sensibilité a été définie comme la probabilité qu’en cas d’implantation, 1’embryon transféré soit
« Top ».

Embryons "Top" implantés (VP)
- VP + Embryons "Non Top" implantés (FN)

Se

4. Spécificité

La spécificité a été définie comme la probabilité qu’en cas de non implantation, 1’embryon transféré
soit « Non Top ».

_ Embryons "Non Top" non implantés (VN)

Sp =
P VN + Embryons "Top" non implantés (FP)

5. Taux de Grossesse clinique / Transfert

Une grossesse clinique est définie par un taux de phCG > 5 UI/L au 1* dosage, et > 1000 UI/L au
3™ dosage, associés a la présence a I’échographie d’un sac gestationnel intra-utérin avec activité

cardiaque, réalisée vers la 6éme semaine d’aménorrhée (6SA).

Nombre de transferts ayant abouti a une grossesse clinique

Gr/T=

Nombre total de transferts
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Une grossesse biochimique est définie par un taux de BhCG < 1000U/L au 3°™ dosage et diminuant
rapidement, sans visualisation de sac gestationnel a 1’échographie.

L’évolution du taux des PhCG suffit souvent a définir une grossesse comme étant biochimique et
I’échographie n’est que trés rarement réalisée dans ces cas-la.

Les études sont peu nombreuses et peu concluantes sur ce sujet, ¢’est pourquoi elle sera considérée

comme une absence de grossesse dans notre étude.

6. Taux de Grossesse Gémellaire / Grossesse

Nombre de transferts ayant abouti a une grossesse clinique gémellaire

Gr Gem/ Gr =

Nombre de grossesses cliniques

7. Taux de Fausse Couche Spontanee (FCS) / Grossesse

Une FCS correspond a I’interruption spontanée d’une grossesse évolutive avant 22SA (OMS).

Nombre de transferts ayant abouti a une FCS

FCS/Gr=

Nombre de grossesses cliniques

8. Taux de Grossesse Extra-Utérine (GEU) / Grossesse

Une GEU, ou grossesse ectopique, correspond a une implantation embryonnaire située en dehors de

la cavité utérine : elle peut étre tubaire, ovarienne, cervicale, abdominale ou intra-murale.

Nombre de transferts ayant abouti a une GEU

GEU/Gr =

Nombre de grossesses cliniques

9. Taux d’Interruption Médicale de Grossesse (IMG) / Grossesse

Une IMG médicamenteuse ou chirurgicale peut étre décidée pour la santé de la mére et/ou de I’enfant

a naitre. Elle peut étre réalisée a n’importe quel moment de la grossesse.

Nombre de transferts ayant abouti a une IMG

IMG/ Gr =

Nombre de grossesses cliniques
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10. Taux d’accouchement / Transfert

Nombre de transferts ayant abouti a un accouchement

Acc/T=

Nombre total de transferts

D. ANALYSE STATISTIQUE

L’analyse statistique a été réalisée en utilisant le logiciel Graphpad Prism (V7.04).

Les variables étudiées étant qualitatives, nous avons utilisé les tests statistiques suivants : le test du
Chi2, pour les grands effectifs (>5) et le test de Fisher, pour les petits effectifs (<5).

Les parametres pour lesquels les seuils de significativité (p) étaient inférieurs a 0,05 ont été

considérés comme significativement différents.
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PARTIE IV : RESULTATS

Parmi les 1316 transferts étudiés, ’age médian des patientes était de 35 ans (&ges extrémes : 19-
44ans) et le rang moyen des tentatives était de 2,3 (rangs extrémes : 1-11).

A. EMBRYONS « TOP »

1. Reésultats globaux

e s s

116 86
___

Nb de transferts

Nb E transférés
Nb E implantés

Faux Posmfs 69%* 53%* <0.05

A R __-

Nb de grossesses gémellaires

%S 2 () (>o 05)
___
S M
22 (19%)* 31 (36%)* <0.01

DET

Nb de transferts 336 192

Nb E transférés .

Nb E implantés 244 166

VPP S s 4%t <005

Faux Positifs 64%* 57%* <0.05

(%7)

2\(1)2 (Sl)e grossesses gémellaires 55 (29%)* 49 (429%)* <0.05

Nb de FCS (%°) ___

Nb de GEU (%°) 5 (3%) 1 (1%)

Nb ’IMG (%°) __
157 (47%) 86 (45%) NS

%! : Pourcentage par transfert
%C : Pourcentage par grossesse
* : Différence significative entre les stades clivés (J2/J3) et blastocyste (J5)

Tableau 3 : Résultats Embryons « Top »

En SET, nous avons étudié 202 transferts d’embryons « Top », 116 au stade clivé et 86 au stade

blastocyste. Nous avons retrouvé un avantage significatif du transfert au stade de blastocyste en terme
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de VPP, de taux de grossesse clinique (p<0.05) et de taux d’accouchement (p<0.01). A noter qu’au
stade clivé, le risque de FCS était significativement plus important qu’au stade de blastocyste
(p<0.05).

= Ces résultats permettent de s’orienter vers un transfert apres culture prolongée en SET.

Cette stratégie offre aux patientes 47% de chances de grossesses et 36% de naissances vivantes.

En DET, nous avons étudié¢ 528 transferts d’embryons « Top », 336 au stade clivé et 192 au stade
blastocyste. Nous avons retrouvé des différences significatives pour les parametres suivants :

Une VPP plus élevée au stade blastocyste, associée a un risque de grossesse gémellaire et de FCS
plus importants qu’au stade clivé (p<0.05). En revanche les taux de grossesse clinique et
d’accouchement étaient comparables.

= Ces résultats suggerent de s’orienter vers un transfert au stade clivé en DET.

Cette stratégie offre aux patientes 56% de chances de grossesses et 47% de naissances vivantes.
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2. Embryons « Top » en fonction de I’age des patientes

SET
J2/33 J5

_ <35ans >35ans <35ans >35ans
Nb de transferts 42 74 53 33
Nb E transférés 42 74 53 33

Nb E implantés 13 23 27 13

VPP 31%* 31% 5106* 39%
Faux Positifs 69%* 69% 49%* 61%
'\(I,ZTde grossesses cliniques 13 (31%)* 23 (31%) 27 (51%)* 13 (39%)

Nb de grossesses

gémellaires (%°) 0 0 0 2 (15%)
Nb de FCS (%° 3 (23%) 11 (48%) 3 (11%) 4 (31%)
Nb de GEU (%°) 0 0 0 0

Nb d’IMG (%) 0 0 1 (4%) 1 (8%)
Nb d’Accouchements (%" 10 (24%)* 12 (16%) 23 (43%)* 8 (24%)

DET
Nb de transferts 151 185 103 89
Nb E transférés 302 370 206 178
Nb E implantés 133 111 90 76
VPP 44% 30% © 44% 43%°
Faux Positifs 56% 70% ¢ 56% 57% ®
'\ngde grossesses el ues 100 (66%) 89 (48%) 63 (61%) 54 (61%)
é?n‘le"g{f:;eﬁ/iej 33 (33%) 22 (25%) ® 27 (43%) 22 (41%) ®
Nb de FCS (%°) 12 (12%) 14 (16%) 14 (22%) 13 (24%)
Nb de GEU (%°) 2 (2%) 3 (3%) 0 1(2%)
Nb d’IMG (%) 0 1 (1%) 2 (3%) 1 (2%)
Nb d’Accouchements (%°) 86 (57%)* 71 (38%) 47 (46%)* 39 (44%)

% : Pourcentage par transfert

%C : Pourcentage par grossesse
* : Différence significative entre les stades clivés (J2/J3) et blastocyste (J5) chez les patientes < 35ans (p<0.05)
@ : Différence significative entre les stades clivés (J2/33) et blastocyste (J5) chez les patientes > 35ans (p<0.05)

Tableau 4 : Résultats Embryons « Top » en fonction de I'age des patientes

Pour les patientes de moins de 35 ans :

- En SET, nous avons retrouvé un avantage significatif du transfert au stade de blastocyste en terme
de VPP, de taux de grossesse clinique et de taux d’accouchement.

= Ces résultats permettent de s’orienter vers un transfert aprés culture prolongée en SET.

- En DET, nous avons étudié 254 transferts d’embryons « Top », 151 au stade clivé et 103 au stade
blastocyste. Nous avons retrouvé un taux d’accouchement significativement plus élevé pour les
transferts au stade clivé (p<0.05).

= Ces résultats permettent de s’orienter vers un transfert apres culture précoce en DET.



Chez les patientes de plus de 35 ans :

- En DET, nous avons étudié 274 transferts d’embryons « Top », 185 au stade clivé et 89 au stade
blastocyste. Nous avons retrouvé des differences significatives pour les parametres suivants :

Une VPP supérieure au stade blastocyste (p<0.01), associé a un risque de grossesse gémellaire plus
élevé (p<0.05), pour un taux de grossesse et d’accouchement équivalents.

= Ces résultats permettent de s’orienter vers un transfert aprés culture précoce en DET.
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3. Embryons Top en fonction du rang de tentative

Nb de transferts ______
Nb E transférés

Nb E implantés ______

VPP 33% 26% ® 33% 45% 57% ® 40%
Faux Positifs

Nb de grossesses 0 AT @ Q 0 0p) @ 0
25 (33%) 8 (26%0) 3 (33%) 30 (45%) 8 (57%) 2 (40%)

Nb de grossesses

CINEIENES (%G)

Nb de FCS %G 7 (28%) 5 (62%) 2 (67%) 4 (13%) 3 (38%)
Nb ’IMG (%G)

Nb d’Accouchements
(%)

Nb de transferts ______

Nb E transférés
Nb E implantés
VPP

Faux Positifs

Nb de grossesses N n Q0 @ Q o
cliniques (%) 139 (55%) 41 (59%) 9 (75%) 86 (61%) 27 (61%) 4 (50%)
Nb de grossesses

gémellaires (%°)

Nb de FCS (%°) 22 (16%) 3 (7%) 1 (11%) 19 (22%) 7 (26%) 1 (25%)
Nb de GEU (%°)

Nb d’IMG (%) 1(1%) 1 (1%) 2 (7%)

Nb d’Accouchements
(%)

% : Pourcentage par transfert

9%¢ : Pourcentage par grossesse
* : Différence significative entre les stades clivés (J2/J3) et blastocyste (J5) / tentatives de rangs [1-2] (p<0.05)
@ : Différence significative entre les stades clivés (J2/J3) et blastocyste (J5) / tentatives de rangs [3-4] (p<0.05)

Tableau 5 : Résultats Embryons « Top » en fonction du rang de tentative

En SET, nous avons retrouve un avantage significatif du transfert au stade de blastocyste en terme de
VPP, de taux de grossesse clinique et de taux d’accouchement pour les tentatives de rangs 3 et 4 mais
pas pour les rangs let 2.

En DET, nous avons retrouvé une augmentation significative de la VPP au stade de blastocyste, ainsi
qu’un risque de grossesse gémellaire plus élevé sans avantage en terme d’accouchement pour les

tentatives de rangs 1 et 2.
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4, Résultats en fonction du transfert sélectif ou non d’un embryon

ES (Elective SET) : Transfert Electif ; NES (Non Elective SET) : Transfert Non Electif

SET

Nb de transferts 23 93 70 16
Nb E transférés 23 93 70 16
Nb E implantés 7 29 34 6
VPP 30% 31% 37% 38%
Faux Positifs 70% 69% 63% 62%
Nb de grossesses 7 29 34 6
cliniques (%) (30%) (31%) (37%) (38%)
Nb de grossesses

gémellaires (%°) 0 0 2 (6%) 0
Nb de FCS (%°) 3 (43%) 11 (38%) 7 (21%) 0
Nb de GEU (%°) 0 0 0 0
Nb d’IMG (%°) 0 0 2 (6%) 0

4 (17%) 18 (19%) 25 (36%) 6 (38%)

% : Pourcentage par transfert

G. Tableau 6 : Résultats en eSET ou non eSET
%° : Pourcentage par grossesse

Aucune différence significative n’a été retrouvée lors de I’analyse des transferts d’embryons « Top »
en eSET ou non eSET, entre les stades embryon clivé et blastocyste. Cependant, les effectifs étant
relativement faibles, nous ne pouvons pas utiliser ces résultats pour adapter notre politique de transfert

avec les cliniciens ou lors de la consultation avec les couples infertiles.



B. EMBRYONS « NON TOP »

1. Reésultats globaux

e s

Nb de transferts 130 41
Nb E transferes o ow e
22 8

Nb E implantés

o e o m weem

83% 80%

Comm e e
gémellaires (%°
Nb de FCS (%0°)
Nb de GEU (%°)
Nb d’IMG (%°)

Nb d’Accouchements (%) 14 (11%) 6 (15%) NS

DET

Nb de transferts 279 50

Nb E transférés -
104 18

Nb E implantés

e g -

81% 82%

Nb de grossesses o .
gémellaires (%°) 16 (18%) 2 (13%)

Nb de FCS (%°)
Nb de GEU (%°)

Manice: (R R I
Nb d’Accouchements (%°) 65 (23%) 11 (22%) NS

%’ : Pourcentage par transfert
%C : Pourcentage par grossesse

Tableau 7 : Résultats Embryons « Non Top »

En SET, nous avons étudié 171 transferts d’embryon « Non Top », 130 au stade clivé et 41 au stade
blastocyste. Nous n’avons retrouvé aucune différence significative pour les parametres analysés entre

les stades embryons clivé et blastocyste.
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En DET, nous avons étudié 329 transferts d’embryons « Non Top », 279 au stade clivé et 50 au stade
blastocyste. Nous n’avons retrouvé aucune différence significative pour les parametres analysés entre
les stades embryon clivé et blastocyste.

Toutefois, comparativement au SET, il y a une amélioration significative des taux de grossesse et
d’accouchement lorsqu’on transfére 2 embryons au stade clivé (17% versus 32%, p=0.002 et 11%
versus 23%, p=0.03 respectivement), cette attitude s’accompagne d’une élévation du risque de

grossesse gémellaire de 18% alors qu’il n’y en a eu aucune lors de SET (p=0.04).

= Ce résultat suggére qu’il n’y a donc pas d’avantage a continuer la culture jusqu’a J5 pour
les embryons « Non Top » qui pourraient étre transférés deés le stade clivé, afin d’éviter une
exposition in vitro prolongée inutile de ’embryon.

Cependant, lorsque la cohorte embryonnaire est importante, une culture prolongée pourrait étre

envisagée dans 1’espoir d’obtenir un blastocyste « Top » et d’éviter le transfert de 2 embryons.
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2. Embryons « Non Top » en fonction de I’age des patientes

_ <35ans >35ans <35ans >35ans
Nb de transferts o s 1w @
34 96

Nb E transférés 14 27

Nb E implantés

Faux Négatifs 24% 15% 29% 15%

VPN S Te% 8% 7% 8%
Nb de grossesses cliniques 8 (24%) 14 (15%) 4 (29%) 4 (15%)

Nb de grossesses

gémellaires (%°

Nb de FCS (%°) 1 (13%) 5 (36%) 1 (25%) 1 (25%)

Nb de GEU (%°)
Nb d’IMG (%°)

Nb &’ Accouchements (%) ____

Nb de transferts ____

Nb E transférés

Nb E implantés ____

Faux Négatifs 25% 14% 18% 18%
VPN

Nb de grossesses cliniques
(%)

Nb de grossesses
gémellaires (%°)

Nb de FCS (%°)

Nb de GEU (%°)

Nb d’IMG (%°) 1 (2%) 1 (10%)

(S st 7] ____

T : Pourcentage par transfert
/ G : Pourcentage par grossesse

45 (42%) 43 (25%) 6 (27%) 10 (36%)

10 (22%) 9 (21%) 2 (33%) 2 (20%)

Tableau 8 : Résultats Embryons « Non Top » en fonction de ’Age des patientes

En SET et en DET, selon la tranche d’age des patientes, nous n’avons retrouvé aucune différence

significative pour les paramétres analysés entre les stades embryon clivé et blastocyste.
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3. Embryons « Non Top » en fonction du rang de tentative

SET

1-2 3-4 =5 1-2 3-4 >5
Nb de transferts . 6 | 52 | 15 | 28 | 15 3
Nb E transférés 63 52 15 23 15 3
Nb E implantés a9 2 4 3 1
Faux Négatifs 17% 17% 13% 17% 20% 33%
VPN

(%") (17%) (17%) (13%) (17%) (20%) (33%)
BN o o o o o o
gémellaires (%°)

Nb de FCS (%°) 4(36%)  1(11%) 1(50%) 2 (50%)
Nb de GEU (%°)

Nb ’IMG (%°)

Nb de transferts
Nb E transférés
Nb E implantés
Faux Négatifs
VPN

(%) (35%) (26%) (22%) (15%) (53%) (40%)
aw w0 e w0
gémellaires (%°)
Nb de FCS (%°) 14 (22%) 4 (22%) 1 (20%) 0 3 (30%) 1 (50%)
Nb de GEU (%°)
Nb d’IMG (%) 0 1(50%)
Nb d’Accouchements (%) ______
% : Pourcentage par transfert
%C : Pourcentage par grossesse

Tableau 9 : Résultats Embryons « Non Top » en fonction du rang de tentative

En SET et en DET, le rang de tentative ne semble pas impacter les paramétres étudiés.
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C. CASPARTICULIERDES TET

Le transfert de 3 embryons correspond a 6% de la totalité des transferts réalisés dans le centre. Il a
été pratiqué majoritairement avec des embryons « Non Top » (71% des cas) et pour des patientes de

plus de 35ans au cours d’une tentative de rang > 3.

Vingt-cing transferts ont concerné des embryons « Top », 22 au stade clivé et 3 au stade blastocyste.
Soixante et un transferts ont concerné des embryons « Non Top », 53 au stade clivé et 8 au stade
blastocyste.

Nous avons obtenu 34 grossesses (39%) dont 4 gémellaires (11%).

A noter, une diminution au fil des ans de la pratique du TET : 43 TET ont été reéalises en 2014, puis
25 en 2015 et 18 en 2016. Nous avons donc considéré que le TET était pratiqué de maniére

exceptionnelle et ne méritait pas une étude aussi poussée que pour les SET et les DET.

D. COMPARAISON DES TAUX DE FCS

(40/225) (34/157)
«Top » 18% 2204 NS (0.09)
(25/110) (6/24)
« Non Top » 3% 2504 NS (0.06)
NS (0.07) NS (0.13)
Total embryons (65/335) (40/181)
« Top » et « non 19% 2204 NS (0.09)

Top »

Tableau 10 : Taux de FCS en fonction de la morphologie embryonnaire et du stade de développement

En regroupant les SET et les DET, les taux de FCS étaient similaires entre les embryons « Top » et
entre les embryons « Non Top », au stade clivé (p=0,07) ou au stade de blastocyste (p=0,13).

Pour les embryons « Top », les taux de FCS étaient similaires entre le stade clivé et blastocyste
(p=0,09), ainsi que pour les embryons « Non Top » (p= 0,06).

Enfin, en poolant les embryons quelle que soit leur morphologie, les taux de FCS observés au stade
clivé était de 19% et de 22% pour le stade de blastocyste (p =0,09).
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E. PERFORMANCES DU TEST

SET DET

J2/J3 J5 J2/J3 J5
Sensibilité 62% 83% 70% 90%

Ve 36 40 244 166
VESEN 36+22 40+8 244+104 166+18
Spécificité 57% 42% 51% 27%

VN 108 33 454 82
VN+FP 108+80 33+46 454+428 82+218

Tableau 11 : Performances du test : Sensibilité et Spécificité

La sensibilité du test est meilleure au stade de blastocyste qu’au stade clivé, en raison du plus faible
nombre de faux négatifs a ce stade. Cela signifie probablement que les embryons « Non Top » sont

bien gradés lors de 1’observation morphologique au microscope.

En revanche, la spécificité de notre méthode d’évaluation de la morphologie embryonnaire est faible
en raison du nombre élevé de faux positifs (embryons « Top » en échec d’implantation), et ce, quelque

soit le stade de développement embryonnaire.
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PARTIE V : DISCUSSION

A. PRINCIPAUX RESULTATS

Nos résultats ont montré que I’observation de la morphologie embryonnaire joue un role important
dans la sélection des embryons candidats au transfert. En effet, nous avons observe des différences
significatives ayant permis de proposer une stratégie de transfert selon le stade de développement de

I’embryon et le nombre d’embryons a transférer.

Concernant les embryons « Top », en cas de SET, nous avons obtenu des résultats assez comparables
avec I’étude préliminaire menée avant 1’audit COFRAC, avec une VPP supérieure au stade de
blastocyste. Ce résultat s’accompagnant d’un taux d’accouchement plus élevé et d’un taux de FCS
diminué par rapport au stade clivé. Cet avantage se confirme pour les patientes de moins de 35ans et
est comparable a la méta-analyse publiée récemment (Glujovsky Cochrane 2016).

Ces résultats suggerent qu’en cas de programmation d’un SET, nous pourrions proposer de réaliser
le transfert au stade de blastocyste.

En cas de DET, contrairement a I’étude préliminaire, nous retrouvons une meilleure VPP a J5,
associée a un taux de grossesse eégalement augmenté. Cependant, les risques de grossesse gémellaire
et, de maniere inattendue, de FCS, sont plus élevés au stade de blastocyste, ce qui aboutit a un taux
d’accouchement équivalent entre les 2 stades de développement embryonnaire.

Ces résultats suggéerent qu’en cas de programmation d’un DET, nous pourrions proposer de réaliser

le transfert au stade clivé.

Concernant les embryons « Non Top », comme dans 1’étude préliminaire, nous n’avons retrouvé
aucune différence significative sur les paramétres analysés, selon le stade de développement, et ce
quels que soient I’age de la patiente ou le rang de la tentative. Il n’y a donc pas d’avantage a réaliser
une culture prolongée.

En regroupant les 2 stades de développement embryonnaire, les chances globales de grossesse et
d’accouchement sont faibles en SET (18% et 12% respectivement). On note une amélioration
significative de ces criteres de jugement lorsqu’on transfére 2 embryons au stade clivé (32% et 23%
respectivement), avec cependant un risque de grossesse gémellaire évalué a 18%, alors qu’iln’y en a
eu aucune lors de SET. Ces résultats sont comparables avec la méta-analyse de Pandian et al. réalisee
en 2013, qui retrouvait un taux de grossesse gemellaire de 13% en DET versus 0-2% en SET.
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= Ces résultats suggerent que lorsqu’il n’y a que des embryons de bas grade dans une cohorte,
nous pourrions proposer au couple de réaliser un transfert de 2 embryons au stade clivé, s’il est
d’accord pour prendre le risque d’une grossesse gemellaire.

Néanmoins, au vu des faibles taux de grossesse et d’accouchement avec ces embryons, il faut se poser
la question de réaliser une culture prolongée dans 2 situations :

- si la cohorte embryonnaire est importante, la sélection embryonnaire naturelle jusqu’a J5 nous
permettrait de mieux orienter notre choix sur I’embryon candidat au transfert, du fait de la possibilité
d’obtenir des blastocystes « Top » et ainsi éviter de réaliser un transfert de 2 embryons (Shaw-Jackson
et al. 2013 ; Poulain et al. 2014).

- si la cohorte embryonnaire est constituée d’un faible nombre d’embryons et qu’il s’agit de la derniére
tentative pour un couple, il peut étre compréhensible de proposer une culture prolongée pour évaluer
la capacité de développement des embryons et eviter un dernier transfert sans grandes chances de
succes. Ceci est a prendre en considération sachant que la solidarité nationale ne s’applique plus apreés
4 tentatives avec transfert d’embryon sans succes.

Il parait donc important de personnaliser I’information donnée au couple au cours de la prise

en charge en AMP.

Dans le cadre du transfert d’embryons « Top » nous avons obtenu des différences significatives en
terme de taux de FCS entre les 2 stades de développement. En SET nous avons observé une
augmentation du taux de FCS dans le groupe clivé, alors que la proportion de patientes de plus de
35ans était équivalente dans chaque groupe.

L’augmentation des FCS en SET au stade clivé pourrait étre attribuée au fait que les embryons a ce
stade sont porteurs d’un taux d’ancuploidie plus important qu’au stade de blastocyste (Wang et al.
2011 ; Fragouli et al. 2014). De maniere surprenante, il a été observé une augmentation du taux de
FCS en DET dans le groupe blastocyste ce résultat était connu pour les transferts de blastocystes
décongelés (Wang et al. 2011), mais jamais rapporté dans la littérature concernant les transferts en
frais (Glujovsky et al 2016).

Nous avons donc décidé d’analyser les résultats en regroupant les taux de FCS obtenus aux stades
clivé et blastocyste, quel que soit le nombre d’embryon(s) transféré(s), puis quelle que soit la qualité
embryonnaire et nous n’avons plus retrouvé de différence entre les 2 stades de développement. Ces

résultats laissent supposer qu’il pourrait y avoir un biais d’effectifs.
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B. LIMITES DE L’ETUDE

Notre étude présente certaines limites :

Les embryons considérés comme « Top » sont constitués par le regroupement des grades A, B et C+,
de facon indifférenciée. Nous pourrions affiner les résultats en analysant de facon plus précise ces
grades.

Hormis les facteurs « age de la patiente » et « rang de la tentative », nous n’avons pas pris en compte
certains parametres qui entrent en jeu dans le processus d’implantation embryonnaire et de grossesse
évolutive, tels que I’indication de I’infertilité (féminine ou masculine), le statut ovarien de la patiente

ainsi que la réceptivité endométriale. Cela pourra étre I’objet d’un travail ultérieur.

Pour les embryons « Top », notre étude a mis en évidence des taux de grossesse supérieurs lorsqu’on
utilise la stratégie du DET comparé au SET, quel gque soit le stade de développement (56% vs 31%
pour le stade clivé et 61% vs 47% pour le stade de blastocyste). Cependant les taux d’implantation
(VPP) apparaissent identiques (31% vs 36% pour le stade clivé et 47% vs 43% pour le stade de
blastocyste). Notre systéme d’observation morphologique et de gradation des embryons semble étre
limité du fait d’une mauvaise spécificité, car il y a un nombre élevé de faux positifs (embryons « Top »
non implantés), I’augmentation du nombre d’embryons transférés aboutit juste a une augmentation
des chances de grossesse dont I’effet délétére est I’augmentation du nombre de grossesses

gémellaires.

Ce résultat met en lumiere la limite de notre évaluation morphologique de I’embryon.

Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer cette limite :

(i) Nous n’avons pas pris en compte certains parameétres impliqués dans le processus d’implantation,
comme la réceptivité endométriale, cependant au vu du grand nombre de patientes, et de la pratique
du centre il est peu probable qu’un biais puisse exister. En effet, toutes les patientes sont soumises
au méme rythme du monitorage de 1’ovulation avec des conditions de déclenchement identiques,
d’autre part les conditions d’annulation de transfert et d’indication de freeze-all sont standardisées en

fonction de la progestéronémie et de la mesure de 1’épaisseur endométriale.

(it) I pourrait exister une variabilité inter-observateur de 1’évaluation de la morphologie
embryonnaire, ce phénoméne a deja éte décrit (Paternot et al. 2009). Dans une démarche
d’optimisation de nos pratiques, il faut souligner que chaque nouvel arrivant bénéficie d’une

formation initiale trés stricte, que le laboratoire participe a des évaluation externe de la qualité et que
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régulierement un maintien de la compétence est vérifi€ concernant 1’observation microscopique des

embryons. Ce risque semble donc minime.

(iii) Concernant les faux positifs obtenus au stade de blastocyste une culture sub-optimale pourrait en
étre responsable. En effet, I'environnement dans le laboratoire, les types de milieux de culture et la
température influencent la cinétique du développement (Gardner et al. 2016). La qualité de la culture
prolongée est dépendante du niveau d’équipement du laboratoire d’AMP en incubateurs.

Les incubateurs trigaz (5%02, 5%CO2, 90%N>) reproduisent les conditions d’hypoxie in utero et
permettent un développement embryonnaire optimal jusqu’au stade de blastocyste (Meintjes et al.
2009). De plus, certains sont dotés de chambres individuelles, afin de diminuer nettement les
variations des conditions de culture : température, lumiere et pH, néfastes au développement
embryonnaire. Dans notre étude, nous devons reconnaitre que les embryons ont été cultivés dans des
incubateurs classiques avec un taux d’Oz avoisinant les 19%. Malgré un coit élevé, I’acquisition de
ce type d’incubateur est une piste intéressante pour améliorer les taux de grossesse obtenus en SET
blastocyste, ce qui pourrait nous permettre d’améliorer la spécificité de notre méthode.

Concernant le stade clivé, les embryons étant moins sensibles a 1’hypoxie, ces incubateurs
n’apporteraient pas un bénéfice notable sur le développement et la sélection embryonnaire.

Le systéme Time-Lapse est un nouvel outil permettant de photographier les embryons a intervalle
régulier, et ce tout au long de leur développement, a ’aide d’une caméra intégrée. Cette nouvelle
technologie présente plusieurs intéréts (Kirkegaard et al. 2012 ; Gardner et al. 2016 ; Motato et al.
2016) : Tout d’abord, les images collectées sont enregistrées et consultables a volonté, par différents
intervenants, ce qui entraine une diminution des variations de la description morphologique des
embryons. Elle permet ainsi d’obtenir une harmonisation de 1’évaluation de la cinétique du
développement embryonnaire de fagcon quasi continue et ce, sans avoir besoin de sortir les embryons
des incubateurs, ce qui confererait des conditions de culture embryonnaire optimisées. En effet,
I’observation des embryons au microscope nécessite d’ouvrir les enceintes thermiques de nombreuses
fois (J1, Clivage précoce, J2, J3, J5), voire plus si plusieurs boites de culture sont déposées dans un
méme incubateur.

La fragmentation embryonnaire pourrait se résorber au fil du temps, ce qui est impossible a voir lors
de la lecture (« one shoot ») quotidienne au microscope et les informations recueillies sur la cinétique
de développement peuvent également aider a la sélection embryonnaire. En effet, en plus du temps
de clivage des embryons, le délai entre les divisions cellulaires est également important (Scott et al.
2007 ; Lemmen et al. 2008 ; Meseguer et al. 2011; Cruz et al. 2012 ; reviewed by Kirkegaard et al.
2012 ; Castello et al. 2016). En 2016, Petersen et Gardner ont comparé différents algorithmes

permettant de prédire les chances de blastulation ou d’implantation en fonction des caracteres
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morpho-cinétiques observés jusqu’a J3, via Time-Lapse ou via la méthode conventionnelle (Petersen
et al. 2016). Parmi les différents algorithmes étudiés, le KIDScore et celui de Liu étaient les 2 plus
performants, en terme de prédiction de la blastulation, avec des AUC a 0.745 et 0.753 respectivement,
ainsi que de la morphologie embryonnaire a J5 (AUC=0.679 et 0.695 respectivement). Il est a noter
que seuls ces 2 algorithmes incluant une technique de Time-Lapse sur les 6 évalués, étaient supérieurs
en terme de valeur prédictive, comparativement a 1’évaluation conventionnelle, basée sur le
Consensus de I’ESHRE.

Du fait de la possibilité de prédire de maniére fiable la survenue de la blastulation, cette technologie
nous permet également de sélectionner I’embryon a transférer a J3 pour éviter les risques dus a une
exposition prolongée aux milieux de culture in vitro.

Ces nouveaux systemes présentent néanmoins certaines limites. Ils nécessitent une gestion de
mémoire adaptée et importante et une augmentation du temps d’observation des enregistrements :
I’équilibre doit étre trouvé entre le bénéfice apporté par cette analyse et le temps passé a la gestion
des enregistrements. Certaines études ne montrent pas de différence significative avec les incubateurs
standards (notamment a J2, Park et al. 2015). Enfin il s’agit d’un investissement financier important,

encore inaccessible pour la plupart des centres d’AMP.

(iv) La derni¢re hypothése que I’on pourrait avancer pour expliquer la présence de faux positifs
indétectables par la méthode que nous utilisons est I’existence d’aneuploidies. Méme si au stade de
blastocyste le taux d’aneuploidie est supposé étre moindre qu’au stade clivé, il persiste tout de méme
parmi les blastocystes « Top », 40% d’entre eux qui sont aneuploides (Franasiak et al, 2014). La
plupart des chromosomes impliqués dans les aneuploidies étaient les chromosomes 13, 15, 16, 18,
19, 21, et 22 (p<1’°~%, RR1.8). Ce qui est important a souligner, car ces anomalies n’entrainent pas
seulement des échecs d’implantation, mais peuvent également conduire a des grossesses
pathologiques (Franasiak et al. 2014).

Afin de pallier a ce probleme, de nouvelles technologies sont mises en place, notamment grace au
dépistage des anomalies chromosomiques post biopsie du trophectoderme en utilisant des technique
de PCR, CGH array ou NGS.

En 2013, une étude randomisée a compareé les taux de grossesse évolutive entre les transferts d’un
seul blastocyste biopsié et évalué comme euploide, versus 2 blastocystes non biopsiés (Foreman et
al. 2013). Elle a mis en évidence un taux de grossesse évolutive équivalent entre les 2 stratégies (60%
en SET biopsié, versus 67% en DET non biopsiés), cependant aucune grossesse gémellaire n’a été
recensée apres transfert d’un seul embryon, alors qu’il y en a eu 53% apres transfert de 2 embryons
(p<0.01). Cette technique est prometteuse dans 1’évolution vers la stratégie du SET blastocyste, or il

s’agit d’une technologie cofiteuse et encore interdite en France.
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C. UTILITE DE L’ETUDE

Notre étude a permis de mettre a jour les résultats obtenus dans le service de Biologie de la
Reproduction de I’Hopital Antoine Béclere.

Nous pouvons ainsi donner une information actualisée sur les chances réelles de succeés aux cliniciens
et aux patients, et améliorer la discussion clinico-biologique lors de I’inclusion des couples en AMP

et au cours de leur tentative.

Plusieurs parametres entrent en jeu dans le choix de la politique de transfert : avant la tentative, il est
nécessaire de connaitre les antécédents gynéco-obstétriques de la patiente et les antécédents du couple
s’ils ont déja eu un parcours en AMP ; puis au cours de la tentative, la stratégie de transfert se précisera
en fonction de la cohorte embryonnaire obtenue. L’avantage du SET blastocyste en présence
d’embryons « Top » a été démontré, cependant lorsqu’il n’y a que des embryons de bas grade, il est
important d’informer le couple des différentes stratégies possibles. La question du DET clivé versus
une culture prolongée est a discuter avec le clinicien et le couple, en fonction du nombre d’embryons
disponibles, de leur morphologie et du souhait des patients vis-a-vis des risques de grossesses
gémellaires.

L’équipe médicale a de ce fait été sensibilisée sur les taux de grossesse gémellaire importants obtenus
lors des transferts de 2 embryons, ce qui a permis d’orienter les cliniciens et biologistes vers une
stratégie de transfert d’un seul embryon dés que les conditions le permettent.

Nous avons également pu constater que le choix de transférer 3 embryons simultanément restait assez
rare, et était en diminution constante, notamment chez les patientes jeunes et lors des premieres
tentatives. Cela confirme la volonté de I’équipe médicale de réduire considérablement les risques

foeto-maternels dus aux grossesses multiples.

D’autre part, les résultats obtenus pour les embryons « Non Top » viennent confirmer leur capacité a
se développer et donner des naissances vivantes, malgré une morphologie de bas grade, ce qui avait
déja été souligné dans une étude réalisée dans le service. De plus, cette précédente étude n’avait pas
mis en évidence de différence dans les criteres morphologiques, concernant la capacité des embryons
« Non Top » a évoluer en blastocystes de haut ou de bas grade (Poulain et al. 2014), d’ou la possibilité

d’obtenir des blastocystes « Top » et d’éviter les transferts de 2 embryons.
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PARTIE VI : CONCLUSION

Depuis le début du développement de la Fécondation In Vitro, de nombreuses études ont été menées
concernant la culture embryonnaire afin de trouver la stratégie de transfert idéale.

Le transfert au stade blastocyste s’est développé de par 1’optimisation des milieux de culture, et de la
technique de vitrification, permettant ainsi d’augmenter les taux de succes en AMP, ainsi que les
transferts d’embryon unique.

La question de la culture prolongée pour tous se pose aujourd’hui, du fait des meilleurs taux de
grossesse obtenus par rapport a un transfert au stade clivé, cependant quelques paramétres viennent a
I’encontre de cette stratégie (augmentation du taux de prématurés, du sexe-ratio homme-femme, du

poids de naissance ou d’absence de transfert).

Notre étude a permis de mettre a jour les données du service de I’Hopital Antoine Béclére et de
proposer une optimisation de la politique de transfert en conséquence.

Ainsi, pour les embryons de haut grade, elle vient confirmer I’étude préliminaire qui avait mis en
évidence la supériorité de la culture prolongée en SET. En DET, contrairement a I’étude de 2013, la
VPP est également supérieure a J5, cependant du fait d’'une augmentation du taux de FCS on aboutit
a un taux d’accouchement équivalent entre les 2 stades de développement, associé a un risque de
grossesse gémellaire plus important. C’est pourquoi le transfert au stade clivé en DET serait a
privilégier.

Concernant les embryons de bas grade, nous avons confirmé I’étude préliminaire car aucune
différence n’a pu étre mise en évidence entre les transferts aux stades clivé et blastocyste. Cependant
leur potentiel évolutif et leur capacité a donner des naissances vivantes peuvent une fois de plus étre

soulignés.

Cette étude sera approfondie en prenant en compte différents parameétres qui entrent en jeu dans le
processus d’implantation : bilan de réserve ovarienne, indication de I’infertilité, réceptivité
endométriale ; mais également en s’intéressant de plus prés aux taux cumulés de grossesse apres

transferts frais et congelés dans notre service.

La sélection de I’embryon ayant le meilleur potentiel implantatoire reste le challenge ultime de
I’AMP. L’évolution constante des nouvelles technologies, telles que les incubateurs trigaz et les

systéemes Time-Lapse, permet d’optimiser toujours plus les conditions de culture embryonnaire en
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favorisant la stabilit¢ de ’environnement in vitro, mais cela implique un investissement financier
important qui n’est pas encore a la portée de tous les services d’AMP.

Du fait des limites de I’observation morphologique sur 1’évaluation du potentiel implantatoire
embryonnaire, d’autres pistes se développent, telles que la génération des « OMICS »
(chromosomique, transcriptomique, protéomique, métabolomique) et devraient permettre

I’identification d’indicateurs pertinents et fiables du potentiel embryonnaire.
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