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Résumeé

Objectifs: Genéralement, les embryons de bonne qualité sont choisis pour étre transférés et
cryoconservés au stade clivé a J2-J3, les embryons de mauvaise qualité (EMQ) sont
habituellement détruits. Notre objectif d’étude était de connaitre le devenir des embryons
surnuméraires en culture prolongée quelques soit leur qualité a J2, et de statuer sur le potentiel

d’implantation et de grossesse évolutive des blastocystes obtenus a partir d’EMQ.

Mateériel et méthodes: Etude rétrospective du ler novembre 2012 auler juillet 2014. Le
critere de jugement principal était le taux de blastoformation total (le nombre total de
blastocystes obtenus a J5 et J6 quelque soit leur qualité) et utile (le nombre total de
blastocystes de bonne qualité et congelés a J5 et J6). Les critéres de jugement secondaires
étaient le taux de grossesse clinique (sac gestationnel intra-uétrin avec activité cardiaque), de

naissance et de fausse couche.

Résultats: Au total, 3108 embryons ont été mis en culture prolongée dont 1319 issus de FIV
et 1789 d’ICSI. Les taux de blastoformation totale (J5+J6) étaient équivalents en FIV en ICSI
(56,6% vs 53,2%). A I’inverse, le taux de blastoformation utile (blastocystes congelés J5+J6)
était significativement plus élevé en FIV (28.7% vs 25%). La majorité des blastocystes
congelés provenaient d’embryons présentant une cinétique de clivage optimale pour le jour
d’observation (J2) et de maniére équivalente dans les deux groupes (73.6% vs 76.3%).

Les taux de grossesse clinique étaient de 39% en FIV vs 43.2% en ICSI. Le taux
d’accouchement était significativement plus élevé en ICSI (20,5 % vs 50%) mais avec un
nombre de grossesse évolutives en cours équivalent entre FIV et ICSI (14.4% vs 20.8%).
Conclusion: Notre étude confirme les données rapportées dans la littérature concernant
I’évaluation morphologique de la qualit¢ embryonnaire. Les blastocystes sont issus
principalement d’embryons J2 de bonne qualité, toutefois des blastoformations et des

naissances peuvent étre obtenues a partir d’EMQ.

Mots-clés : fécondation in vitro, embryons surnuméraires, embryon au stade clivé,

blastocyste, morphologie embryonnaire.
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Objectives: In general, good quality embryos are chosen in order to be transferred and
cryopreserved at the cleavage stage (day 2 / day 3), poor-quality embryos (PQE) are usually
destroyed. The aim of our study was to evaluate the issue of prolonged culture of
supernumerary embryos whatever their quality at day 2, and to determine the implantation

and evolutive pregnancy potential of the blastocysts derived from PQE.

Material and Methods: Retrospective study conducted from November 1%, 2012 to July 1%,
2014. The primary endpoint was the total blastulation rate (total number of blastocysts
obtained at Day 5 and Day 6 whatever their quality) and the useful (total number of good
quality blastocysts frozen at Day 5 and Day 6). Secondary assessment criteria were the

clinical pregnancy, birth and miscarriage rates.

Results: 3108 embryos were maintained in extended culture (1319 obtained from IVF, 1789
from ICSI). The total blastulation rate was equivalent in IVF and ICSI (56.6% vs 53.2%). In
contrast, the rate of useful blastulation (blastocysts frozen at day 5 + day 6) was significantly
higher in IVF (28.7% versus 25%). The majority of frozen blastocysts derived from embryos
having an optimal kinetic at cleavage stage in the two groups (73.6% vs 76.3%).

The clinical pregnancy rate was 39% in IVF vs 43.2% in ICSI. The birth rate was
significantly higher in ICSI (20.5% versus 50%) but with an equivalent number of ongoing
pregnancies (14.4% vs 20.8%).

Conclusion: Our study confirms reported data in literature about the morphological
evaluation of embryo quality. The blastocysts are mainly obtained from good quality embryos

at day 2. Nevertheless, blastulations and births could be obtained from EMQ.

Key words: in vitro fertilization, supernumerary embryos, cleavage stage embryos,

blastocysts, embryo morphology.
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1 PREMIERE PARTIE: INTRODUCTION

En 1954, la premicre fécondation in vitro d’un ovocyte de mammifeére chez la lapine a
¢té¢ réalisée a partir de spermatozoides capacités au sein de ['utérus et d’ovocytes
dernierement ovulés. Quelques années apres, les laperaux sont nés; confirmant ainsi la
normalité biologique des embryons issus de la fécondation in vitro (FIV). Les premieres FIV
dans ces conditions ont été obtenues chez les rongeurs (1963-1968) puis chez ’homme en
1969. En 1978, nait en Angleterre Louise Brown, le premier enfant issu d’une fécondation in
vitro. L’avénement de 1I’ICSI (IntraCytoplasmic Sperm Injection) au début des années 1990 a
permis une prise en charge plus efficace des infertilités d’origine masculine. Depuis, les
progres en assistance médicale a la reproduction (AMP) ne cessent d’étre réalisés avec une
amélioration constante de ses résultats. [1,2].

Néanmoins un certain nombre d’entre-eux restent a ce jour décevants. Selon le rapport de
I’agence de la biomédecine publi¢ en 2012, les taux de grossesses échographiques apres
transfert issues de FIV et ICSI intraconjugales sont respectivement de 29,3% et 23,6% et les
taux d’accouchements aprés transfert respectifs de 23,7,6% et 29,1%. [3].

Ainsi, en France en 2012, on estime a 819 191 le nombre de naissances vivantes dont pres de
2,9 % issues de I’AMP. [3].

1.1 La fécondation in vitro: aspects cliniques et techniques

La FIV consiste a recueillir les gaméetes du couple pour réaliser une fécondation

extracorporelle, puis a transférer les embryons ainsi obtenus dans 1’utérus.
Contrairement a d’autres techniques d’AMP, la FIV nécessite la réalisation d’une série
d’étapes optimales, pointilleuses et rigoureuses in vitro pour aboutir a I’obtention d’embryons
et de grossesses par la suite.
La procédure de la FIV se déroule sur deux ou trois jours, voire cing ou six jours si elle se
poursuit en culture prolongée et comporte plusieurs étapes:

- A JO: recueil des ovocytes apres stimulation ovarienne, recueil et préparation des

spermatozoides, et mise en fécondation des gametes par insémination ou injection.

- A J1: recherche des signes de fécondation apres 18 a 22 heures d’incubation.
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- A J2(44 a 48 heures) ou J3 (72 heures): transfert in utero du ou des embryons
sélectionnés. Les embryons surnuméraires sont congelés le jour méme pour un
transfert ultérieur ou maintenus en culture prolongée (CP) jusqu’au 5°™ ou 6°™ jour

pour étre congelés au stade blastocyste.
1.1.1 Aspects cliniques

1.1.1.1 La stimulation et ponction ovarienne

Le but de la stimulation ovarienne est de recueillir un nombre satisfaisant d’ovocytes
matures pour augmenter les chances d’obtenir des embryons. Différents types de protocoles
de stimulation existent : longs, courts ou en cycle naturel.

Quatre phases vont ainsi se succéder: la mise au repos des ovaires par agoniste GnRH
(Gonodotropin Releasing Hormone) ou antagoniste GnRH, la stimulation de la croissance
folliculaire fait par administration quotidienne de FSH (Follicle Stimulating Hormone), et
surveillée par des échographies et des dosage hormonaux pour déterminer le meilleure
moment pour déclencher I’ovulation et éviter I’hyperstimulation. Le déclenchement de
I’ovulation par hCG (human Chorionic Gonadotrophin) ou par agoniste de la GnRH
(Decapeptyl®) vient donc achever cette période de stimulation ovarienne, et est réalisé 34 a 36

heures avant la ponction folliculaire. En moyenne, une dizaine de follicules sont ponctionnés.

[4].

La ponction ovarienne est réalisée au bloc opératoire, sous anesthésie locale ou générale
et sous controle échographique. Une sonde endovaginale est munie d’un guide sur lequel est
monté une aiguille qui permet de venir ponctionner, et aspirer un a un les follicules au travers
de la paroi postérieure du vagin. Le liquide folliculaire est ensuite transmis au laboratoire qui

recherche les complexes cumulo-ovocytaires (CCO).
1.1.2 Aspects techniques: déroulement d’une FIV au laboratoire

1.1.2.1 A JO: Traitement des gameétes: ovocytes et spermatozoides
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L’examen des liquides folliculaires, a la recherche des CCO, est réalisé
immeédiatement apres leurs prélevements au bloc opératoire a la loupe binoculaire équipée
d’un plateau chauffant réglé a 37°C. Les CCO sont ensuite retirés du liquide folliculaire pour
étre transférés dans un milieu de culture adapté, puis déposés dans I’incubateur a 37°C (5,5%

CO2 et 5% 0O2) jusqu’a leur mise en fécondation. [5].

Les spermatozoides sont eux recueillis par masturbation, dans une salle de prélevement
prévue a cet effet, le jour de la ponction folliculaire, aprés un délai d’abstinence sexuelle
compris entre 2 et 5 jours. Aprés liquéfaction a 37°C, les parameétres spermatiques sont
¢évalués selon les normes de I’OMS révisées en 2010: numération, mobilité et vitalité [6]. La
préparation du sperme la plus communément utilisée est la migration sur gradient de densité,
elle permet d’¢liminer les débris cellulaires ou acellulaires, les spermatozoides portant
plusieurs anomalies morphologiques, les germes contenus dans le sperme, ainsi que les
agglutinats. Les spermatozoides ainsi sélectionnés seront utilisés en FIV classique ou en ICSI.
[7,8].

1.1.2.2 La mise en fécondation
1.1.2.2.1 LaFIV classique

Quelques heures apres le recueil ovocytaire et la préparation des spermatozoides, les
gametes sont mis en présence dans des boites de culture embryonnaire contenant un milieu
spécifique et sous incubateur.

Les indications de la FIV, depuis la naissance du premier « bébé éprouvette » en France en
1982, se sont élargies: endométriose, anomalies de 1’ovulation et baisse de la réserve
ovarienne prématurée. Sur le versant masculin, la prise en charge s’est également étendue aux
altérations plus profondes des paramétres spermatiques ainsi qu’a la présence d’anticorps anti

spermatozoides [9,10].
1.1.2.2.2 La microinjection intra cytoplasmique du spermatozoide (ICSI)

L'injection intra-cytoplasmique de spermatozoide (intracytoplasmic sperm injection ou

ICSI) est une technique de fécondation in vitro qui consiste a micro-injecter un spermatozoide
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dans le cytoplasme d’un ovocyte mature, grice a une micro-aiguille encore appelée micro-
pipette.

Elle nécessite au préalable de décoroniser, deux a trois heures aprés la ponction folliculaire,
les CCO. La décoronisation consiste a éliminer la couronne de cellules de la granulosa
entourant I’ovocyte (corona radiata et cumulus oophorus) par la combinaison d’une action
enzymatique (hyaluronidase), et mécanique (pipetages répétés au travers d’un fin capillaire).
Une fois ’ovocyte décoronisé, il est ensuite transféré dans un milieu de culture nouveau et

équilibré pour étre examingé. [11].

Cette technique mise au point au début des années 90 est indiquée en cas d'oligo-asthéno-
tératospermie (OAT), d’azoospermie excrétoire et/ou sécrétoire, de nécrospermie totale et

d’échec d’une tentative de FIV classique. [11].
1.1.2.3 A J1: observation des ovocytes fécondes

L’observation des ovocytes intervient en général entre 18 et 22 heures apres la FIV
ou I’ICSI. Elle recherche les signes de fécondation a savoir la présence de deux pronoyaux et
de deux globules polaires (Figure 1). [12].

Figure 1. Zygote au stade de 2 pronoyaux (D apreés site CHU Besangon)
1.1.2.4 A J2 ou J3: Observation et transfert embryonnaire
1.1.2.4.1 Observation et transfert embryonnaire

Quarante huit heures apres la FIV ou I’'ICSI (J2), les embryons ont atteint le stade de 4

blastomeres et 8 blastomeéres a J3 (Figure 2).
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A ce stade, la priorité est donnée a la sélection du meilleur embryon & transférer qui repose
sur 1’évaluation morphologique de certains paramétres: nombre, régularité, et homogénéité
des blastomeres, pourcentage de fragments cytoplasmiques. Différentes classifications
morphologiques embryonnaires existent pour choisir I’embryons a transférer (voir Chapitre «

Evaluation de la qualité embryonnaire »). [12].

AJ2 AJ3
Figure 2. Morphologie embryonnaire idéale a J2 (4 cellules), a J3 (8 cellules) et sans fragments (selon
ESHRE 2012)

Le jour du transfert, les embryons sont montés dans un cathéter et sont transférés dans
cavité utérine (sans toucher le fond utérin). Dans la grande majorité des cas, le transfert
embryonnaire est écho-guidé et un test de grossesse s’effectue 12 a 14 jours aprés transfert par

un dosage de phCG plasmatiques.
1.1.2.4.2 Devenir des embryons surnuméraires et la culture prolongée

Apres transfert embryonnaire, les embryons surnuméraires peuvent étre congelés le jour
méme, si leur qualité le permet, ou peuvent étre maintenus en culture prolongée (CP) jusqu’au

stade de blastocyste a J5 ou J6 et étre congelés a ce moment-Ia.

Dans le but d'améliorer le taux d'implantation, on peut envisager de prolonger la culture in
vitro des embryons jusqu'au stade de blastocyste. La CP permettra d'identifier et d'éliminer les
embryons dont la segmentation s'arréte aprées quelques divisions. [12].
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1.2 Premiere semaine de développement embryonnaire

1.2.1 Fécondation, stade zygote et clivé J2-J3

Le début de la période embryonnaire est marqué par la fécondation se caractérisant par la
présence des pronoyaux (PN) maternel et paternel et I’expulsion du peme globule, phénomeénes
visibles 16 a 20h apres FIV ou ICSI. C’est le stade de zygote (ou ovocyte fécond¢). La fusion
des PN s’appelle la syngamie et cause la premiére division de segmentation séparant le zygote
en 2 cellules de taille identique, deux blastomeres (Figure 3). C’est le stade du premier clivage
ou clivage précoce qui survient entre 24 et 30 heures apres la fécondation.

Le commencement du développement embryonnaire est lent. En effet, la deuxiéme division
« stade 4 cellules » est sensiblement asynchrone; se manifestant par une phase transitoire
menant a un stade 3 cellules pendant une durée approximative comprise entre une a deux
heures.

Jusqu'a la troisiéme division de segmentation (stade 8 cellules), les divisions cellulaires sont
identiques, mais s'effectuent sans régularité dans l'orientation des plans de division. Ces
divisions cellulaires se produisent relativement lentement (une division toutes les 24 heures).
[13].

Figure 3. La segmentation (D aprés L’embryogenése humaine, D.Rabineau, J.M. Dupont, P.

Plateaux)
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1.2.2 Formation et compaction de la morula

Entre les stades 8 et 16 blastomeéres, on parle de morula. Sa compaction a lieu apres le
stade 8 cellules (environ 4 jours apres la fécondation), et correspond a l'acquisition d'une
polarité cellulaire et a la différenciation des deux premiers types de cellules embryonnaires: la
masse cellulaire interne (bouton embryonnaire) et la couronne de trophoblaste
(trophectoderme). [14, 15].

1.2.3 Formation et éclosion du blastocyste

Vers le 5°™ jour (entre les stades 32 et 64 blastomeéres), la premiére cavité embryonnaire
(blastocéle) se forme a lintérieur de la morula par la confluence de micro-sécrétions
trophoblastiques, et s'intercale entre la masse cellulaire interne et le trophoblaste (Figure 4).

Dés lors, la morula prend le nom de blastocyste.

Cellules du trophectoderme

Blastocele

Masse cellulaire

interne

Figure 4. Stade J5-J6 : formation du blastocyste (D ‘apres L’embryogenése humaine, D.Rabineau,
J.M. Dupont, P. Plateaux)

Aprés sa formation, le blastocyste subit une phase d'expansion d'amplitude par 1’afflux
de liquide dans le blastocéle. Dans la zone pellucide se forme progressivement des orifices
permettant au blastocyste de s’échapper: c'est 1'éclosion qui se produit au 6 jour du
développement embryonnaire. Seuls les blastocystes éclos peuvent s'implanter par un contact

direct entre les cellules du trophoblaste et celles de I’endometre. [14, 15]. (Figure 5).
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BLASTOCYSTE ECLOS

Figure 5. Eclosion de blastocyste (D ‘aprés le site du CHU Toulouse)
1.3 Politique de transfert mono-embryonnaire

Le jour du transfert embryonnaire n’est pas consensuel. Ainsi, selon les centres
d’AMP, le transfert frais est réalisé au stade clivé a J2-J3 ou au stade blastocyste a J5-J6. [16,
17].

La comparaison entre le transfert frais a J2/J3 versus J5/J6 a fait I’objet de nombreuses études
qui vont toutes dans le méme sens: le transfert au stade blastocyste permet d’obtenir des taux
d’implantation, de grossesses cliniques et d’accouchements significativement plus importants
[18, 19]. Toutefois, les taux cumulés de grossesse, prenant en considération les transferts
d’embryons frais et congelés, sont équivalents que ce soit a J2/J3 ou a J5/J6 mais avec des

délais plus courts en faveur du blastocyste. [20].
1.3.1 Intéréts de la Culture prolongee

. Diminuer le risque de grossesses multiples: a I’heure actuelle, 'un des problémes
majeurs de I’AMP est le taux ¢levé de grossesses multiples (18,6% en 2012) associées a
une incidence accrue de morbidité et mortalité maternelle, néonatale et périnatale. Afin de
le réduire, I’European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE),
recommande depuis I’an 2000 le transfert mono embryonnaire (TME) sous certaines
conditions (age féminin inférieur a 34 ans, rang de transfert et qualité embryonnaire). [21].
De nombreux auteurs rapportent, avec le TME, de bons taux d’accouchement combinés a

une diminution significative du nombre de grossesses multiples. [22, 23, 24].
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Echecs répétés de transfert & J2: pour les patientes n'ayant pas obtenu de
grossesses apres plusieurs transferts d'embryons de bonne qualité a J2 ou J3, le transfert
de blastocyste permet d’augmenter les chances de grossesse clinique notamment par un
transfert plus « physiologique ». En effet le blastocyste, étant naturellement a ce stade
dans I’utérus, permet d’optimiser la synchronisation entre I’embryon et I’endomeétre. [25].
" Analyse de I’aptitude au développement des embryons: lorsqu'une anomalie de

qualité ovocytaire est suspectée, la culture prolongée permet d’évaluer 1’aptitude des
zygotes a se développer. De plus, la culture permet une selection cytogénétique des
embryons (la moitié des embryons bloqués in vitro sont porteurs d'anomalies
cytogénétiques a type d’aneuploidies). [26].

. Congeélation des embryons: lorsque certains embryons ne répondent pas aux
criteres d’évaluation morphologiques 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. [27].

. Recommandation légale: En raison de nombreux embryons « orphelins »

sé¢journant dans les cuves d’azote et rendant délicat leurs conditions de stokage et leur

destruction, 1I’Agence de la Biomédecine (ABM) recommande fortement de moins
congeler d’embryons. De maniere générale, la CP permet une sélection des meilleurs

embryons a congeler et de limiter ainsi la cryoconservation embryonnaire. [27].
1.3.2 Les limites de la culture prolongeée

La qualité de la culture prolongée est étroitement liée au niveau d’équipement du
laboratoire d’AMP en incubateurs optimisés et codteux. Elle confére ainsi une balance
bénéfice/risque/colt défavorable sur le plan technique. De plus, le taux de blastoformation
totale (obtention de blastocystes a partir d’embryons J2/J3) n’est que d’environ 50%. Et la
blastoformation utile (blastocyste de bonne qualite) n’est que de 30%. [28].

Un méme incubateur, ou séjournent des embryons des différents couples, peut étre amené a
étre ouvert a plusieurs reprises au sein d’une journée. Ces ouvertures répétées, exposent les
embryons a des variations de températures et de lumiére qui peuvent impacter négativement
leur développement. En conséquence, un nombre élevé d’incubateurs est exigé pour ne pas

soumettre les embryons aux variations nuisibles de leurs conditions de culture.
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Par ailleurs, la composition de 1’atmosphere, soit plus particuliérement 1’hypoxie, dans les
incubateurs influe positivement la blastoformation. Cependant, le coit de ce type d’enceinte

thermique reste onéreux.

Enfin, la mise en place d’une politique de TME nécessite en paralléle une grande efficacité du
programme de congélation embryonnaire.

Deux techniques de congélation existent: la congélation lente et la vitrification.
1.3.3 La congélation embryonnaire

L’une des principales problématiques en cryobiologie est la prévention de la formation
de cristaux de glace intra et extracellulaires responsables, lors du processus de
refroidissement, de lésions et de lyses cellulaires, et ce notamment par les phénoménes
osmotiques qu’ils engendrent. Ainsi, la premiére étape avant toute congélation consiste a
exposer les cellules a des cryoprotecteurs intracellulaires (éthylene glycol, DMSO,
propanediol) et extracellulaires (sucrose, tréhalose, saccharose), solutions visqueuses,
réduisant rapidement la cristallisation par leurs propriétés déshydratantes en intra et
extracellulaire avant le refroidissement. Aprés introduction des embryons dans des dispositifs
adaptés (paillettes), la seconde étape consiste a refroidir et a conserver jusqu’a -196°C les
cellules en les plongeant dans I’azote liquide.

Dans la congélation lente, la descente de température, dans 1’enceinte d’un congélateur
automatisé, est lente et progressive a partir de 20°C jusqu’a -160°C sur une durée de 3 heures
environ. Les résultats en termes de taux de survie, de développement embryonnaire, de
grossesse et d’accouchement par cette méthode sont satisfaisants mais restent

significativement inférieurs a ceux obtenus en vitrification. [29].

Le concept de la vitrification élaboré au cours des années 1990 a permis par la suite les
premiéres vitrifications embryonnaires en 2000. A la différence de la congélation lente, cette
technique empéche le phénomene de cristallisation en exposant les cellules a de fortes
concentrations en cryoprotecteurs, avant un refroidissement ultra-rapide de plus de 20

000°/min (20°C a -196°C en une seconde) par plongée directe dans 1’azote liquide. [30, 31].

10
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1.4 Evaluation de la qualité embryonnaire

Actuellement, I'évaluation de la qualité embryonnaire reste encore essentiellement basée
sur des criteres morphologiques. Différents paramétres ont été proposes pour permettre une
meilleure sélection embryonnaire: le clivage de I’embryon, comprenant également le clivage
précoce, la taille et la multinulcéation des blastomeres, et I'existence d'une fragmentation.
L’étude morphologique des pronoyaux améliore 1’évaluation de stades embryonnaires
précoces. [32]. La capacité de développement in vitro de I’embryon vers le stade de
blastocyste est également proposée comme un indicateur du potentiel d’implantation de
I'embryon. [33]. (Annexe 1: illsutrations des stades de développement embryonnaire de bonne

et de mauvaise qualité).

1.4.1 Cinetique de développement embryonnaire in vitro et qualité

embryonnaire

L’évaluation de la qualité embryonnaire inclut l'observation des pronoyaux apres la
fécondation de l'ovocyte & J1, I'étude du statut zygotique & la 25°™ heure ainsi que I'analyse
morphologique de I'embryon au stade clivé a J2/J3 voire du blastocyste a J5/J6 avant son

transfert ou sa congélation.
1.4.1.1 Analyse de pronoyaux (J1)

En 1998, Scott et Smith publient la premiére classification du zygote. Elle compare la
taille et la situation des pronucléi en incluant le nombre, la taille et 1’alignement des
précurseurs nucléolaires (PN). En 2000, cette classification est revisitée, sous I’appellation de

« Z-score », en incorporant la capacité des embryons a atteindre le stade blastocyste. [34].
1.4.1.2 Evaluation du clivage embryonnaire (J2/J3)

Les criteres les plus couramment pris en compte dans I’évaluation du clivage et de la
qualité embryonnaire sont basés sur le nombre et l'uniformité des blastomeéres, leur taille,
l'existence d’une fragmentation cytoplasmique et la présence de blastomeres multinucleés.
[35].

11
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1.4.1.2.1 Cinétique de clivage

Un embryon de bonne qualité est clivé en 2 cellules a la 25°™ heure (clivage précoce)
et doit posséder 4 blastomeres & J2 et 8 a J3. Le transfert d'embryon clivé précocement
augmente de maniere significative le taux de grossesse. Plusieurs auteurs rapportent qu’une
croissance trop rapide ou bien trop lente, conduisant a des embryons ayant une cellularité
différente a J2 et J3, améne a des taux d’implantation et de grossesse moindres. (Figure 6).

Ce type de croissance s’associe de méme a des anomalies chromosomiques de I’embryon de

type mosaiques ou aneuploidies. [36, 37].

Figure 6. Cinétique de développement embryonnaire : a) 19 heures, une cellule ; b) 24 heures, deux
cellules ; ¢) 35 heures, quatre cellules ; d) 48 heures 8-10 cellules ; €) 72 heures, stades morula ; f) 96
heures, blastocyste en formation ; g) 110 heures, blastocyste (BL) en éclosion hors de la zone
pellucide (ZP) ; point de rupture de la zone pellucide entre les 2 pointes de fleche (D apres La

Reproduction chez les Mammiferes et [’Homme, C.Thibault,., Ellipses)
1.4.1.2.2 Taille des blastomeéres: typicité

Un clivage inégal de I'embryon, responsable d'une cellularité différente de celle
attendue sur le plan de Ia taille et de I’homogénéité, est a l'origine d'une diminution du taux
d'implantation et de grossesse aprés son transfert. [38].

1.4.1.2.3 L’existence d’une fragmentation

12
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L’évaluation de la qualit¢é embryonnaire incorpore également le pourcentage de
fragments cytoplasmiques dans I'embryon, dont la cause et le rdle sont actuellement encore
mal définis. Des nombreuses études montrent qu’un haut degré de fragmentation s’associe a
des taux d’implantation diminués. Toutefois ce phénomeéne est réversible, les fragments
cellulaires pouvant étre résorbés au sein de blastomeres nouvellement clivés.

Le type de fragment est aussi un facteur de viabilité et de qualité embryonnaire: plus les
fragments sont de grandes tailles, plus ils affectent le potentiel d’implantation. Ainsi de petits

fragments localisés peuvent ne pas affecter pas ce potentiel. (Figure 7). [39].

Figure 7. Fragments cellulaires au sein d’un embryon de 2 cellules (< 50% de la surface totale :

embryon de type C2). (Selon ESHRE 2012)

1.4.1.2.4 Statut nucléaire des blastomeéres

La multinuléation des blastomeéres, soit la présence anormale non pas d’un seul noyau
mais de plusieurs, a récemment été¢ prise en considération dans I’évaluation du potentiel
implantatoire de I’embryon. (Figure 8.). Des analyses génétiques, révélant une élévation des
taux d’aneuploidie, d’anomalies chromosomiques et de défauts dans la syntheése d'ADN, sont

a I’origine d’une baisse des taux de grossesses et d'implantation aprés leur transfert. [38].

Figure 8. Blastomére multinucléé (3 noyaux) dans un embryon a 2 cellules. (Selon ESHRE 2012).
13
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1.4.1.2.4 Scores embryonnaires

Actuellement différents systemes de scores embryonnaires, évaluant la qualité
morphologique des différents stades de développement in vitro, existent allant ainsi d’une
simple analyse des pronoyaux issus de la fécondation 18 heures apres insemination des
gametes, a I’é¢tude du zygote a la 25%™ heures, et enfin & I'aspect global de I'embryon le jour
du transfert au 2°™ et 3°™ jour de son développement. Ces scores ont pour objectifs
d’améliorer I’évaluation de la viabilité et de la qualité embryonnaire.

Cependant, aujourd’hui chaque centre d’AMP évalue la qualité embryonnaire en fonction de
criteres dont la pertinence est jugée et qui sont propres a leurs laboratoires. Cela a pour
principale conséquence une absence de standardisation globale des scores embryonnaires.
Néanmoins, plus les critéres d’analyse sont nombreux plus I’évaluation, visant a sélectionner

les meilleurs embryons en vue d’un transfert unique si possible, est fine. [40].
4.1.1.3 La qualité du blastocyste

Son évaluation est basée sur la classification de Gardner et Schoolcraft. Elle prend en
compte le degré d’expansion du blastocyste (B1 a B6) ainsi que I’aspect de la masse cellulaire
interne et du trophectoderme (a partir de B3): [41].
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Figure 9: Evolution du blastocyste (selon Gardner & Schoolcraft, 1999).

e 1) B1: le blastocéle occupe moins de 50% du volume embryonnaire
e 2) B2: le blastocéle occupe 50% ou plus du volume embryonnaire

e 3) B3: blastocyste en voie d’expansion

14
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e 4) B4: blastocyste expansé
e 5) BS5: blastocyste en voie d’éclosion

e 6) B6: blastocyste éclos

Figure 10: Masse cellulaire interne et trophectoderme du blastcyste (selon Gardner & Schoolcraft,

1999).
Bouton embryonnaire/ masse Trophectoderme
cellulaire interne
A Compacte, nombreuses cellules Nombreuses cellules formant un
épithélium
B Légérement regroupé en plusieurs | Peu de cellules et peu cohésives
cellules
C Tres peu de cellules Tres peu de cellules, larges

Tableau 1: Classification du bouton embryonnaire et du trophectoderme du blastocyste selon
Gardner

Gardner et al. définissent un score au stade blastocyste donnant les meilleurs taux

d’implantation et de grossesse: 3 AA désigné aussi le nom de « top quality blastocyst ». [41].

Les criteres de classification des blastocystes ont fait I’objet d’études. Un blastocyste expansé
montre un taux d’implantation apres transfert frais plus important qu’un blastocyste non
expansé. Ce phénomeéne est d’autant plus présent a J5 qu’a J6. [49, 50]. Le degré d’expansion
représente un des criteres de qualité les plus importants avant transfert frais ou congelé.

De plus, une masse cellulaire interne (ICM), comportant un nombre élevé de cellules (grade A
ou B) et un épithélium cohésif du trophectoderme (grade A ou B) contribuent a augmenter le

taux d’implantation et de naissance. [42, 43, 44].
15
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1.4.2 Les limites de la morphologie embryonnaire

L’évaluation de la qualité embryonnaire basée sur la morphologie reste a ce jour le
moyen le plus utilisé par la plupart des laboratoires d’AMP. Elle présente toutefois des
limites.

L’un des obstacles majeurs identifi¢ est I’absence de standardisation de cette évaluation,
malgré la rédaction en 2011 du consensus d’Istanbul par I’ESHRE. [45]. La variabilité au sein
des pratiques des laboratoires d’embryologie n’est donc pas négligeable. Elle s’explique en
grande partie par la subjectivité des observateurs ayant des formations et entrainements qui
leurs sont propres. La valeur prédictive de la morphologie embryonnaire peut ainsi étre
fortement perturbée par des variabilités intra et inter opérateurs, conduisant & une forte
diversité des embryons sélectionnés.

De plus, I’évaluation n’est pas toujours faite au méme moment. Elle représente une « photo »
de ’embryon a un moment bien précis, pouvant étre différente quelques heures avant ou apres
son évaluation. La valeur prédictive de la morphologie de I’embryon a J2-J3 quant a

I’obtention d’un blastocyste et de son implantation reste donc limitée. [46].

Enfin, parmi les embryons définis comme présentant une mauvaise qualité, un certain nombre
d’entre-eux atteignent le stade de blastocyste et s’implantent pour aboutir a des grossesses
évolutives et des naissances. Ce constat démontre également une des principales limites de
I’évaluation morphologique de la qualité embryonnaire. [47, 48, 49, 50].

De méme, quelques auteurs considerent I’intérét de conserver tous les embryons
surnumeéraires au stade clivé étiquetés, «non viables », dans la mesure ou en culture

prolongée ils sont capables de former des blastocystes.

Une question se pose alors : des embryons de mauvaise qualité (EMQ) ne seraient-ils pas
écartés a tord de la culture embryonnaire et détruits alors qu’ils pourraient donner des

grossesses et des naissances ?

Notre étude avait pour objectif de connaitre le devenir des embryons surnumeéraires en culture
prolongée quelques soit leur qualité a J2 avec une attention particuliére portée aux EMQ en

termes de blastoformation totale et utile.
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De plus, elle devait également statuer sur le potentiel d’implantation et de grossesse évolutive

des blastocystes obtenus a partir ’EMQ.

17
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2 SECONDE PARTIE: PRESENATION DE
L’ETUDE ET DES RESULATS

2.1 Matériel et méthode

2.1.1 Type d’étude

Une étude rétrospective uni-centrique a été menée, du ler novembre 2012 au ler juillet 2014,
parmi les couples pris en charge en AMP au Centre Hospitalo-Universitaire Cochin/Port

Royal.
2.1.2 Population d’étude

Du 1% novembre 2012 au 1% juillet 2014, 2043 tentatives de FIV et ICSI ont été réalisées dans
notre centre. Pour notre étude, seules les tentatives avec transfert embryonnaire frais a J2 ont

été incluses soit un total de 1237.

Apres stimulation et ponction ovarienne, la fécondation a été réalisée par FIV classique ou
ICSI. Deux jours plus tard, le transfert d’un ou de deux embryons frais a été effectué. Les
embryons surnuméraires ont été maintenus en culture prolongée quelque soit leur qualité a J2.
Les blastocystes obtenus et présentant une qualité satisfaisante ont été congelés par la
technique de vitrification a J5 ou J6.

Ainsi, notre étude porte sur 1’analyse de 3108 embryons surnuméraires issus de FIV et d’ICSI

mis en CP.
2.1.2.1 Stimulation et ponction ovarienne

Dans la majorité des cas, un protocole court de stimulation a été utilisé. Aprés une phase de
blocage par pilule, la stimulation ovarienne a ¢été¢ initiée par 1’administration de FSH

recombinante.
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La croissance folliculaire a été suivie par monitorage échographique et dosage hormonal. Le
déclenchement de I’ovulation a été effectué par I’administration d’hCG et la ponction

ovarienne réalisée 34 a 36 heures plus tard, au bloc opératoire sous contrdle échographique.
2.1.2.2 Fécondation et culture embryonnaire

Au terme des 2-3 heures d’incubation des CCO, le choix de la technique de fécondation (FIV
ou ICSI), a été déterminé apres évaluation des paramétres spermatiques apres sélection sur
gradient de densité. Les signes de fécondation ont été recherchés environ 17 a 19h aprées mise
en fécondation et confirmés par la présence de 2 pronoyaux et de 2 globules polaires. La
culture embryonnaire a été réalisée individuellement en microgouttes de 20 pl. Au stade clivé
(J2), ’évaluation de la qualit¢é embryonnaire a été effectuée en prenant en considération le
nombre de blastomeéres, le degré de fragmentation, la typicité du clivage ainsi que le statut
nucléaire des blastomeéres a la recherche d’une multinucléation. Ainsi et en accord avec les
données de la littérature, les embryons de bonne et mauvaise qualité ont été déterminés

comme suit:

Stade clivé J2-J3:

e J2-Bonne qualité: 4-5 cellules, moins de 10 % de fragmentation ou entre 10-30%,
blastomeres typiques et absence de multinucléation.
e J2-Mauvaise qualité: <4 cellules ou >6 cellules, fragmentation comprise entre 30-

50% et >50%, blastoméres atypiques et présence ou absence de multinucléation.
2.1.2.3 Transfert dembryons frais

Le transfert intra utérin d’un ou de deux embryons frais a été réalisé a J2 a ’aide d’un cathéter
de transfert souple et sous contr6le échographique. Les embryons transférés présentaient la

meilleure qualité a J2.

2.1.2.4 Embryons surnumeéraires et culture prolongée

La CP des embryons surnumeraires a été réalisée individuellement en microgouttes de 50 pl

quelque soit la qualité a J2.
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Les blastocystes obtenus a J5 ou J6 ont été classés qualitativement selon la classification de
Gardner (cf tableau 1) basée sur le degré d’expansion du blastocele, 1’aspect de la masse

cellulaire interne et le trophectoderme.

Les blastocystes présentant une qualité satisfaisante ont été congelés par vitrification a J5 ou

J6, en accord avec les données de la littérature comme suit :

e J5/J6-Bonne qualité:
o B3 AA/AB/BA/BB
o B4 AA/AB/BA/BB
o B5AA/AB/BA/BB
e J5/J6-Mauvaise qualité:
o B3CC
o B4CC
o B5CC
e Cas particuliers :
o B3, B4 et B5 avec un « C » soit pour la masse cellulaire interne soit pour le

trophectoderme.

Seuls les blastocystes de bonne qualité a J5 ou J6 ainsi que quelques cas particuliers
dépendant du contexte clinique ainsi que du faible rendement embryonnaire ont été vitrifiés.

2.1.2.5 Décongélation et transfert

La préparation de I’endometre a ¢été obtenue par administration d’estrogenes et de
progestérone. Le jour du transfert, un seul blastocyste a été décongelé 2 a 3 heures avant son
transfert intra utérin. En cas de nécrose du blastocyste lors de la décongélation, un second
était décongelé en vue de son transfert. Seuls les blastocystes ayant résisté a la congélation ont

été transféres in utéro sous contrdle échographique.

Un dosage plasmatique de BhCG dix jours apres le transfert était réalisé en vue d’objectiver
un début de grossesse. La grossesse clinique a été définie a 1’échographie par la présence d’un

sac gestationnel avec activité cardiaque a la 7°™ semaine.
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2.1.3 Présentation de I’outil, mode de recueil

Les données ont eté extraites a partir du dossier médical informatisé dans le logiciel

specifique Medifirst et transférées sur un fichier Excel avant analyse.
2.1.4 Critéres d’inclusion et d’exclusion

2.1.4.1 Critéres d’inclusion

Tous les embryons surnuméraires issus de FIV et d’ICSI apres transfert frais a J2 ont été

inclus.
2.1.4.2 Critéres d’exclusion

Les couples ayant bénéficié d’une CP de la totalité de la cohorte embryonnaire sans transfert
frais a J2 ont été exclus de 1’analyse.

Par ailleurs, I’absence de blastocystes au stade B6 de la classification de Gardner dans
I’analyse s’explique par I’absence de vitrification a ce stade puisqu’elle a été réalisée avant

I’éclosion complete.
2.1.5 Critere principal et secondaire d’évaluation
2.1.5.1 Critere principal de jugement

Les critéres de jugement principaux étaient:

e Le taux de blastoformation totale, soit le nombre total de blastocystes obtenus a J5 et J6
quelque soit leur qualité en FIV et en ICSI.

e Le taux de blastoformation utile, soit le nombre total de blastocystes de bonne qualité et

congelés a J5 et J6 y compris les cas particuliers en FIV et en ICSI.
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2.1.5.2 Critere secondaire de jugement

Les criteres de jugement secondaires étaient:
e Le taux de grossesse clinique, défini comme la présence d’un sac gestationnel
intra-utérin et d’une activité cardiaque.
e Le taux d’accouchement
e Le taux de fausse couche spontané (FCS), précoce ou tardif
e Le taux d’interruption de grossesse pour raison médicale : grossesse extra-utérine

(GEU), interruption médicale de grossesse (IMG), mort feetale in utéro (MFIU).
2.1.6 Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été realisées a partir du logiciel Excel. Des tests de Student ont
été utilisés pour les comparaisons des moyennes (variables quantitatives) et des tests de Chi2
pour les comparaisons des variables qualitatives.

Les paramétres pour lesquels les seuils de signification (p) étaient inférieurs a 0,05 ont été
considérés comme significativement différents.

Les tests statistiques ont été réalisés en utilisant le logiciel en ligne VASSARStats.

2.2 Résultats

2.2.1 Description de la population générale

Au total, 3108 embryons ont été mis en culture prolongée dont 1319 issus de FIV et 1789
d’ICSL

L’age moyen des patientes était significativement plus bas dans le groupe ICSI (33.8 vs 34.5
ans). Les taux de blastoformation totale (J5+J6) étaient équivalents en FIV et en ICSI (56,6%
vs 53,2%). A T’inverse, le taux de blastoformation utile (blastocystes congelés J5+J6) était

significativement plus élevé en FIV (28.7% vs 25%) (Tableau 1.1).
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Tableau 1.1: Ages patientes, taux de blastoformation totale et utile en FIV et ICSI

FIV ICSI P
Age des patientes 34,5 338 3,36283E-05
Nombre d’embryons mis en culture 1319 1789
prolongée
Nombre total blasto J5 (%) 746 (56.6%) 952 (53.2%) P=0.542
Nombre blasto congelés (%) 379 (28.7%) 448 (25%) P=0.034

Nous avons voulu connaitre I’influence des différents paramétres de qualité embryonnaire a
J2 sur la blastoformation utile a J5 et J6. Ces paramétres ont été analyses individuellement.
Ainsi, les tableaux 2 & 5, expriment les taux de blastoformation utile en fonction du nombre
de cellules, du degré de fragmentation, de la typicité et de la multinucléation des blastoméres
aJ2.

La majorité des blastocystes congelés provenaient d’embryons présentant une cinétique de
clivage optimale pour le jour d’observation (J2) et de manicre équivalente dans les deux
groupes (73.6% en FIV vs 76.3% en ICSI). Cependant, une différence significative a été
observée entre la FIV et I’ICSI concernant les embryons en retard de clivage (2-3 cellules :
20% vs 11%) et ceux en avance (>5 cellules : 6.3% vs 12.7%) en raison d’une différence de
distribution dans ces 2 sous groupes (Tableau 1.2).

Tableau 1.2 : Blastoformation en fonction du nombre de cellules a J2

FIV ICSI p
2-3 cellules 76 (20%) 49 (11%) <0.001
4-5 cellules 279 (73.6%) 342 (76.3%)

>5 cellules 24 (6.3%) 57 (12.7%)

De la méme manicre, la majorité des blastocystes congelés provenait d’embryons ne

présentant pas ou peu de fragmentation a J2.
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Une différence significative entre FIV et ICSI a ¢été observée, 1a aussi en raison d’une
difféerence de distribution des embryons (<10% : 23.4% vs 31.5% ; 10-30% : 63.1% Vs
54.7%) (Tableau 1.3).

Tableau 1.3: Blastoformation en fonction du degré de fragmentation a J2

FIV ICSI P
<10% (%) 89 (23.4%) 141 (31.5%) 0.043
10-30% 239 (63.1%) 245 (54.7%)

30-50% 45 (11.9%) 58 (12.9%)

>5096 6 (1.6%) 4 (0.9%)

Concernant la typicité des embryons a J2, celle-ci n’influait pas sur la blastoformation utile

puisque la distribution des embryons typiques et atypiques était équivalente ainsi qu’en FIV et

ICSI (Tableau 1.4).

Tableau 1.4: Blastoformation en fonction du caractére typique ou atypique des blastoméres a
J2.

FIV ICSI P
Typique 176 (46.4%) 214 (47.8%) 0.699
Atypique 203 (53.6%) 234 (52.2%)

Comme pour la cinétique de clivage et le degré de fragmentation, la multinucléation influence
le potentiel de blastoformation utile puisque la majorité des blastocystes congelés provenait
d’embryons ne présentant aucune multinucléation a J2, et elle était équivalente en FIV et ICSI

(94.7% vs 94.9%) (Tableau 1.5).

Tableau 1.5: Blastoformation en fonction de la multinucléation a J2

FIV ICSI p

0 BMN 359 (94.7%) 425 (94.9%) 0.331
1 BMN 17 (4.5%) 15 (3.3%)

>1 BMN 3 (0.8%) 8 (1.8%)
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Au total, 211 blastocystes ont été décongelés dont 105 issus de FIV et 106 issus d’ICSI ayant
donné lieu a 210 transferts mono embryonnaires (104 issus de FIV et 106 issus d’ICSI). Les
taux de grossesse clinique, d’accouchement, de fausse couche et d’interruption de grossesse

pour raison médicale étaient équivalents entre la FIV et I’'ICSI (Tableau 1.6).

Tableau 1.6 : Issues des décongélations des blastocystes

FIV ICSI P
Nb de blasto décongelés 100 111
Taux de survie 100% 100% 1
NDb blasto transférés 100 111
Nb de grossesses cliniques (%) 39 (39%) 48 (43.2%) 0.532
Nb de grossesses évolutives en cours (%) 15 (14.4%) 10 (20.8%) 0.028
Nb d’accouchements (%) 8 (20.5%) 24 (50%)
Nb de FCS (%) 12 (30.8%) 12 (25%)
Nb de GEU/IMG/MFIU (%) 4 (10.3%) 2 (4.2%)
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3 TROISIEME PARTIE: DISCUSSION

Notre étude confirme les données rapportées dans la littérature concernant 1’évaluation
morphologique de la qualit¢ embryonnaire. L’ensemble de ces études confirment la
corrélation entre le 1’aspect morphologique de I’embryon au stade clivé (J2 ou J3) et le
potentiel de développement jusqu’au stade de blastocyste. Ainsi, la plupart des scores
embryonnaires décrits dans la littérature décrivent de maniere consensuelle la morphologie
embryonnaire optimale conditionnant I’obtention de blastocystes a J5 ou J6. Idéalement, un

embryon au stade clivé doit présenter :

e 4cellules aJ2 et 8 cellules a J3.
e une absence de fragmentation cellulaire

e une absence de multinucléation

Les résultats de notre étude sont en accord avec ceux décrits dans la littérature et confirment
cette corrélation. Seule la typicit¢ du clivage ne semble pas montrer d’impact sur la

blastoformation dans nos conditions.

A I’inverse, une avance prononcée du clivage (plus de 6 cellules a J2 et 10 cellules a J3) ou un
retard (moins de 4 cellules a J2 et 6 cellules a J3), une fragmentation élevée, supérieure a 30%
voire 50%, des blastomeéres atypiques et une multinucléation importante (>50%) définissent
les embryons de mauvaise qualité (EMQ) et représentent des facteurs de mauvais pronostic
dans le développement embryonnaire. La encore, nos résultats confirment les données

existantes en allant dans le méme sens. [36, 37, 38, 39].

Ainsi, Guérif et al. (2009) ont pu montrer des taux de blastoformation significativement
supérieurs, a partir d’embryons présentant les caractéristiques morphologiques optimales a J2,
sur 2617 embryons mis en culture prolongée en vue d’un transfert frais au stade blastocyste.

[51].
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Dans son étude sur 1000 embryons, Rienzi (2005) montre que des embryons de bonne qualité
ont 80% de chance d’atteindre le stade blastocyste et 56,2% de chance de s’implanter lors
d’un transfert mono embryonnaire (TME). A D’inverse, les EMQ présentent des taux de
blastoformation et d’implantation significativement plus bas (21,8% et 20% respectivement).
[52].

Ces observations ont été confirmées quelques années auparavant avec les travaux de Ziebe en
1997 et de Fisch en 2001 pour les embryons J3 en obtenant des taux de blastoformation et
d’implantation significativement plus ¢€levés a partir d’embryons de bonne qualité a J2 ou J3

(score 90-100, 64% de blastocystes formés vs score 30-65, 11%). [53, 54].

A ce jour, la morphologie reste donc un outil solide et nécessaire a la sélection embryonnaire
avant transfert ou congélation. Toutefois elle confirme également ses limites.

En effet, la littérature reste controversée sur certains critéeres morphologiques qui ne cessent
d’étre remis en cause, notamment en multipliant les scores embryonnaires.

Ainsi, la multinucléation est un phénoméne commun. Elle peut étre observée chez environ
34% des embryons J2-J3, et s’estomper au cours du développement pour corriger des
aneuploidies chez 20 a 30% des blastocystes a I’issue de leur culture prolongée. [39].

Par ailleurs, il est admis qu’un haut degré de fragmentation est corrélé négativement avec
I’implantation et le taux de grossesse clinique et évolutive. A I’inverse, certains embryons
fragmentés seront a 1’origine de naissances. Ce constat réside en grande partie dans le manque
de connaissances approfondies concernant le phénoméne de fragmentation. De nombreux
auteurs ont confirmé son caractére réversible au cours du développement. En effet, certaines
investigations ont fait part d’une pseudo-fragmentation correspondant a [’apparition
transitoire pendant les divisions cellulaire et non détectée lors du développement postérieur.
[13, 38, 39].

Une étude rétrospective de séries de cas (Stecher et al. 2014), menée par surveillance vidéo
des embryons (time-lapse), appuie les remaniements possibles de la morphologique et donc la
plasticité évolutive embryonnaire. [55].

Notre étude confirme également ces observations rapportées par ces différents auteurs puisque
des taux de blastoformation ont été obtenus a partir d’embryons J2 ayant présenté un retard de

clivage (20% en FIV et 11% en ICSI) ou, a I’inverse, une avance (6,3 % en FIV et 12,7% en
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ICSI), une fragmentation élevée comprise entre 30-50% (11,9% en FIV et 12,9% en ICSI), et
enfin des blastomeres atypiques (53,6% en FIV et 52, 2% en ICSI).

Faces a ces limites de I’évaluation morphologique de la qualité embryonnaire aux stades
clivés, la culture prolongée représente un moyen supplémentaire de sélection des embryons.

Il est admis qu’environ 50% des embryons de bonne qualité a J2-J3 atteindront le stade de
blastocyste. Dans ces conditions, la culture prolongée (CP) permet d’affiner cette sélection en
faisant un tri entre les embryons évolutifs et non évolutifs. De plus, un transfert in utéro au
stade blastocyste permet de maximiser les chances de grossesse en raison de la
synchronisation de I’age de I’embryon a celui de I’endométre. C’est la raison pour laquelle,
les taux de grossesse, d’implantation et de naissance sont significativement plus élevés apres
transfert & un stade tardif. La CP trouve donc toute sa place au sein des centres d’AMP pour
développer le potentiel implantatoire des embryons J2-J3. Une revue de la littérature sur 25
études fournit aussi la preuve qu’il existe une différence significative entre les taux de natalité
apres transfert frais au stade blastocyste J5-J6 par rapport au stade clivé J2 (42% vs 32%).
[20].

Dans ce contexte, Northrop, s’interroge sur les limites de la morphologie embryonnaire et sur
le sort & réserver aux EMQ. [15, 25, 56].

Afin de minimiser la subjectivité liée a I’évaluation morphologique de la qualité
embryonnaire, un consensus a €té établi par un groupe d’experts au sein de ’ESHRE (Alpha,
2011) en définissant les criteres des EMQ : embryons J2-J3 avec plus de 25% de
fragmentation, présence de multinucléation et/ou une taille et un nombre de blastoméres non
en accord avec le jour d’observation [16]. Bien que des ¢tudes aient montré un potentiel de
développement et d’implantation pour certains EMQ la plupart d’entre eux sont, a ce jour,
détruits ou destinés a la recherche fondamentale sur I’embryon. [47, 48,49, 57].

Kaartinen et al. (2014), obtient a partir ’EMQ laissés en culture prolongée des taux de
grossesses cliniques et de naissances de 24,6% et 17,2% respectivement. Il prouve ainsi que
I’utilisation de blastocystes surnuméraires augmente le taux d’accouchement cumulé (transfert
frais et congelé) de 43% a 47%, et permet ainsi d’éviter I’initiation d’environ 53 cycles de
FIV/ICSI supplémentaires. [50]. Les EMQ contribuent donc a augmenter le nombre de

grossesses et de naissances.
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Comme le déemontre Shaw-Jackson et al. (2013) en rapportant que 16 % des EMQ peuvent
former des blastocystes de haute qualité et aboutir ainsi a des taux d’implantation et de
grossesse de 39% et 44% respectivement. [49].

Quant a Goto et al (2011), il recommande de mettre en CP toute la cohorte embryonnaire
quelque soit leur niveau de qualité. En adoptant cette stratégie, il rapporte des taux de
naissance de 1’ordre de 44,8%. [58]. D’autres auteurs démontrent méme que les EMQ
transférés a J2 pourraient étre intégrés dans des programmes de don d’ovocyte ou encore chez

des jeunes patientes de bons pronostic. [59].

Ces différentes observations mettent en lumiere les limites de 1’évaluation morphologique de
la qualité embryonnaire, qui est de plus en plus controversée depuis 1’arrivée de nouveaux

outils tentant d’améliorer la sélection embryonnaire. [60].

1. Le Time lapse

Le systeme "time lapse" est une caméra qui va permettre de photographier a intervalle
régulier les embryons tout au long de leur développement durant leur culture au
laboratoire. C'est un véritable "film" du développement embryonnaire qui est réalise.

A la base développée pour la recherche, cette technologie présente différents intéréts en
pratique courante de la prise en charge en AMP, que nous pouvons distinguer en deux
catégories.

L’intérét en terme de choix des embryons au moment du transfert. La réalisation de ce film
du développement embryonnaire permet d'avoir un panorama complet de I'embryon, et de
pouvoir véritablement comparer les embryons entre eux de fagon plus objective (en particulier
en terme de vitesse de développement). En pratique courante les embryons sont observés
entre 3 et 6 fois et a des moments fixes (fécondation, ler clivage, J2, J3, J5).

Les informations sont donc limitées voire absentes sur ce qui se passe en dehors de ces phases
d'observation.  De plus les études réalisées a ’aide du systéme time lapse ont permis de
collecter des informations sur 1’évolution des embryons et mis en évidence de nouveaux
criteres de sélection des embryons. [61].

L’autre intérét réside dans les conditions de culture. L’objectif de la culture embryonnaire in

vitro est de reconstituer au mieux les conditions in vivo en particulier en terme de température
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et d’hypoxie (taux d'oxygene limité). Au-dela des caractéristiques techniques des differents
incubateurs, le fonctionnement est basé sur le principe d’une ouverture-fermeture manuelle
pour avoir acces aux boites de culture. Ainsi pour pouvoir suivre 1’évolution des embryons
dans D'optique d’un transfert in utero, ce n’est pas moins de 6 ouvertures de portes

minimum. [61].

Le principe du time lapse est donc de pouvoir suivre 1’évolution des embryons a la fois de
facon plus précise, mais également de fagcon non délétére en maintenant des conditions
strictement constantes tout le long de la culture.

La sécurité et I’innocuité de cette nouvelle technique que ce soit en termes de fécondation, de
taux de clivage et de morphologie embryonnaire ont été validées. [62]. De méme Selleskog
montre que le time-lapse ne présente pas de retentissement sur le nombre d’embryons obtenus
de bonne qualité par rapport a la culture conventionnelle. [60].

L’objectif principal de cette technique est de tenter d’identifier précocement les embryons a
fort potentiel de développement sans pour cela devoir réaliser une culture prolongée. En effet,
la culture longue des embryons a été décriée par un certains nombre d’auteurs en raison de
son risque épigénétique potentiel et pronant la culture courte et la sélection précoce des

embryons a transférer ou congeler. [63].

Cette volonté de sélection précoce des embryons passe par une série de mesures de temps de
divisions cellulaires et d’états entre deux divisions aboutissant ainsi a 1’élaboration
d’algorithme permettant d’établir le profil de I’embryon optimal.

En pratique, aucun auteur n’y est parvenu a ce jour. Toutefois, certaines équipes ont rapporté
des résultats intéressants et encourageants. Wong et al. (2010) restituent un modéle prédictif
de D’obtention des blastocystes a 1’aide des criteres cinétiques précoces: durée de la
cytokinese, temps entre la premiére et la deuxiéme division cellulaire et apparition synchrone
des troisiéme et quatrieme blastomeéres. [64].

De méme Meseguer et al. (2011), établissent un algorithme prédictif du potentiel
implantatoire des embryons. D’autres investigations, confirment I’arbre décisionnel de
Meseguer pour la sélection des embryons ayant un fort potentiel de développement jusqu’au

stade blastocyste [64, 65, 66, 67] et un fort potentiel d’implantation. [69].
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Toutefois le time lapse présente certaines limites qui méritent d’étre soulignées. Dans la
littérature, aucune étude n’a démontré une amélioration significative des conditions de culture
issues du time lapse par rapport a une incubation standard. De plus, les embryons étant placés
dans des incubateurs individuels d’espace restreint, il n’est pas toujours ais¢ de mobiliser, de
rouler ou de faire tourner sur eux mémes les embryons pour les évaluer morphologiquement,
et ce notamment en cas de fragmentation élevée et au stade blastocyste.

L’observation est réduite a un plan unique sur 7 coupes focales. L’algorithme sélectionnant
les meilleurs embryons n’a pas, a ce jour, €t€¢ mis au point. Mais 1’'un des principaux obstacles
a lutilisation du time lapse en routine est le manque d’études randomisées sur le
développement embryonnaire, et 1’état de santé des enfants nées dans le cadre d’une
procédure time-lapse par rapport aux incubateurs standards. D’autant plus que son utilisation
n’est pas prédictive des taux de grossesses. [60, 69].

Enfin, I’investissement dans la technologie du time-lapse représente un fort colt financier ne

permettant pas a la majorité des centres d’AMP de s’équiper ce type de matériel.
2. L’¢re de « ’TOMICS »

Pour pallier aux limites des approches morphologiques et morphocinétiques, des nouvelles
techniques non invasives dites « OMICS » ont émergé. Elles ont pour objectif de prédire la
qualité embryonnaire et le taux de grossesse en analysant I’expression de biomarqueurs dans
le milieu de culture embryonnaire. En effet, le micro-environnement de 1’ovocyte et de
I’embryon procure de nombreux biomarqueurs non invasifs influencant la qualité¢ ovocytaire,
et en consequence la qualité embryonnaire. Des analyses métaboliques et protéomiques du
milieu embryonnaire visent a sélectionner les embryons a fort potentiel d’implantation en
fonction de leurs secrétomes. Du fait des techniques utilisées trés sensibles de spectrométrie,
chromatographie, résonance magnétique nucléaire et microarrays, seules de petites quantités
infimes peuvent étre analysées.

Elles réduisent 1’écart de connaissances entre le génotype et le phénotype constituant ainsi

des nouveaux défis pour les micro-biologistes informatiques. [60].
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On distingue:

La proétomique: analyse par spectromeétrie de masse le profil protéique de la culture
embryonnaire et ce au divers stades précoces du développement de I’embryon. Des études
ont ainsi défini des protéines prédictives de la capacité de développement jusqu’au stade
blastocyste et d’implantation. [60, 70].

Le métabolisme: consiste a calculer un « score de viabilité » de I’embryon a partir de son
profil métabolomique élaboré par spectométrie. 1l analyse ainsi le « turn over » des acides
aminés de I’embryon pour évaluer sa capacité de développement, et d’implantation.
[60,70].

Le transcriptomique ¢étudie le transcriptome soit I’ensemble des ARNm messagers
produits lors du processus de transcriptions du génome embryonnaire par microarray.
Cette approche identifie des genes dont le niveau d’expression est corrélé au niveau

d’implantation a la poursuite de la gestation et au développement placentaire. [60, 70].

L’OMICS présente aussi des limites. En effet, 1’identification du microenvironnement

embryonnaire révéle une quantité d’informations colossales et diverses qui nécessitent d’étre

triées intégrées a grande échelle pour 1’¢élaborer de systémes prédictifs adéquats.

L’intégration et 1’analyse de 1’ensemble des données recueillies nécessitent le développement

des ressources de récupération, de modélisation mathématique et statistique, d’outils bio-

informatiques puissants et onéreux, qui ne sont pas forcément accessibles a tous les

biologistes et informaticiens.

A T’heure actuelle, elles nécessitent une validation par 1’élaboration d’études prospectives sur

de grands échantillons. [60, 70].
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Conclusion

L’¢évaluation morphologique de la qualit¢ embryonnaire reste un outil solide et facilement
accessible dans la sélection du meilleur embryon a transférer, ceci, malgré la controverse

qu’elle suscite depuis les débuts de la FIV humaine.

La corrélation établie entre la morphologie et le potentiel évolutif de I’embryon conduit
habituellement la majorité des laboratoires d’AMP a écarter les EMQ de la culture pour étre
détruits. Or, la proportion non négligeable de naissances obtenues a partir ’EMQ confirme
les limites de la morphologie & identifier de maniere certaine les embryons a fort potentiel de
développement. Dans ces conditions, la culture prolongée représente un moyen de sélection
supplémentaire en permettant la conservation de blastocystes augmentant ainsi

significativement les chances de grossesse et de naissance.

Toutefois, les réserves émises autour de cette stratégie sur le plan épigénétique ont conduit de
nombreuses équipes a réfléchir sur de nouveaux marqueurs de qualité embryonnaire. Ainsi,
des technologies telles que le time lapse ou 1’Omic, moins accessibles en routine, mais aux
résultats encourageants et prometteurs, permettent d’envisager une nouvelle approche de la
qualit¢ embryonnaire. Il est clair qu’a I’avenir, 1’évaluation de la qualit¢ embryonnaire
résidera dans 1’association de plusieurs paramétres, morphologiques, fonctionnels, et
métaboliques nécessitant une évaluation dans le cadre d’études prospectives sur de plus
grandes cohortes. Ces approches permettront probablement de « sauver » de la destruction des

embryons potentiellement pourvoyeurs de naissances.
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Annexe

1: les stades

de développement

embryonnaire de bonne et mauvaise qualité

Embryon de bonne qualité

Embryon présentant des anomalies de
développement

Stade de
développement

embryonnaire

JO- Stade Zygote

Zygote produit par ICSI avec des ON
parfaitement alignés a la jonction des
pronucléi.  Cytoplasme et zone
corticale claires. Classé Z1 selon Scott.
Selon ’atlas d’ESHRE 2012.

Zygote produit d’ICSI et observé 18 heures
post-insémination.

Les pronucléi sont Iégérement plus petits que
la normale, les ON sont inégaux en nombre
et en distribution. Selon [’atlas d’ESHRE
2012.

J1-stade 2

cellules

Embryon a 2 cellules: blastoméres de
taille égales a un noyau. Selon [’atlas
d’ESHRE 2012.

Embryon a 2 cellules: blastomeres binucléés
et 254 30 % de fragmentation. Selon [’atlas
d’ESHRE 2012.
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J2-stade clivé 4
cellules

Embryon a 4 cellules : blastomeres de
taille égales a un noyau. Selon I’atlas
d’ESHRE 2012.

Embryon a 4 cellules: blastoméres de taille
égales sans noyaux visibles et 10-20% de
fragmentation. Selon [’atlas d’ESHRE 2012.

J3-stade clivé 8
cellules

Embryon a 8 cellules: blastoméres de
taille absence  de
fragmentation. Selon [’atlas d’ESHRE

2012.

égales, et

Embryon a 8 cellules:

blastomeres de

différentes tailles.
Selon ['atlas d’ESHRE 2012.
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Compaction
initiale

Embryon a 8 cellules montrant les
signes d’une compaction initiale. Selon
l"atlas d’ESHRE 2012.

Embryon avec plus de 12 blastomeres ne
montrant aucun signe de compaction. Il est
inhabituel a ce stade de voir une absence de
compaction. Selon !’atlas d’ESHRE 2012.

Stade Morula

Morula de bonne qualité. Tous les

blastomeres ont été inclus dans le
processus de compaction. Selon [’atlas
d’ESHRE 2012.

Morula de mauvaise qualité. Les frontiéres
cellulaires sont toujours visibles et une
cellule n'est pas complétement incorporée
dans la compaction. Selon [’atlas d’ESHRE
2012.
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J5-stade
blastocyste

Blastocyste: ICM compact, TE
formant un  épithélium  cohésif.
Catégorie  3:1:1.  Selon  [atlas
d’ESHRE 2012.

Blastocyste sans ICM clairement identifiable
et comportant des cellules du TE trop
grandes par rapport au stade embryonnaire.
Catégorie 3:3:2. Selon [l’atlas d’ESHRE

2012.

J5-stade
blastocyste

Blastocyste avec une cavité occupant
presque 50 % du volume de I'embryon.
Selon ’atlas d’ESHRE 2012.

Blastocyste avec la cavité occupant 50 % du
volume de I'embryon. Le volume global du
blastocyste reste inchange.

Présence de débris cellulaires ne participant
pas a la formation blastocyste. Selon [’atlas
d’ESHRE 2012.
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J5-stade
blastocyste

Blastocyste de bonne qualité avec un
grand ICM en forme de champignon et
un TE bien organisé. Catégorie 4:1:1.
Selon ['atlas d’ESHRE 2012.

Blastocyste expansé avec un TE clairsemé
qui ne forme pas d'épithélium cohésif. L'ICM
se distingue a peine. Catégorie 4:3:3. Selon
l’atlas d’ESHRE 2012.

Eclosion
blastocyste

du

Eclosion du blastocyste a 75%. ICM
grand, compact et en forme de
croissant. TE formant un épithélium
cohésif. Catégorie 5:1:1. Selon [’atlas
d’ESHRE 2012.

Blastocyste éclos. ICM non bien identifiable,
TE composé de beaucoup de cellules formant
un épithélium cohésif. Catégorie 4:3:1. Selon
latlas d’ESHRE 2012.

Figure 11: Illustrations des différents stades de développement embryonnaire physiologiques et

pathologique.
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