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Préambule

La pratique du transfert d’embryon congelé¢ a fortement augmenté depuis ces 10 dernicres
années dans le monde et cette tendance s’accélere [1]. Les rapports de la SART (society of
Assisted Reproductive Technology) montrent qu’entre 2003 et 2013 le nombre de transferts
d’embryons congelés autologues a plus que doublé [2]. Plusieurs raisons expliquent le succes
grandissant de cette pratique. Le développement du « elective single embryo transfer »,
correspondant au transfert d’un seul embryon dans le but de prévenir le risque de grossesses
multiples [3], ainsi que 1’amélioration des techniques de cryoconservation, et notamment la
vitrification [4] ont contribué¢ a fortement augmenter le nombre d’embryons disponibles a la
congélation. Ensuite, la tendance n’a plus été seulement de congeler uniquement les embryons
surnuméraires mais de congeler I’ensemble de la cohorte embryonnaire obtenue afin de
transférer les embryons de facon différée, sur un cycle ultérieur a la stimulation ovarienne
contrdlée (SOC): c’est la stratégie du transfert d’embryon différé (TED) (figure 1).
Initialement, cette stratégie utilisée apreés un protocole de stimulation par antagonistes GnRH
(de I’anglais Gonadotropin Releasing Hormone) et un déclenchement de 1’ovulation par
agoniste GnRH a ¢été développée pour faire face au risque de syndrome d’hyperstimulation
ovarienne (SHO) chez les patientes répondant fortement a la stimulation [5,6]. Puis, basée sur
I’hypothese que la SOC en fécondation in vitro (FIV) / Intra cytoplasmique sperm injection
(ICSI) pourrait avoir un effet négatif sur la réceptivité endométriale, la stratégie du TED s’est
répandue a d’autres situations cliniques afin de tenter d’améliorer les taux de grossesses.

Afin de mieux comprendre les enjeux, les bénéfices et les risques du transfert différé, nous
ferons en introduction un état des lieux de cette pratique puis nous comparerons dans une
large cohorte le taux de grossesse évolutive aprés transfert différé versus transfert frais, au
stade J2 afin de préciser s’il existe dans cette population un potentiel effet de la stimulation

ovarienne sur I’implantation.



Introduction

1. Impact de la stimulation ovarienne controlée sur

I’implantation

1.1 Rappel sur ’implantation et I’influence hormonale

L’implantation est une étape précoce de la grossesse se définissant par la mise en place de
contacts cellulaires entre I’embryon et I’endometre. La réussite de I’implantation repose sur la
qualit¢ de I’embryon, la réceptivité de I'utérus et la synchronisation des stades de
développement entre ’embryon et I’endométre [7]. L’endomeétre est réceptif pendant une
période limitée. Au-dela de celle-1a, I’implantation embryonnaire ne peut avoir lieu. Cela
correspond a la fenétre d’implantation, entre J6 et J10 apres I’ovulation [8].

Les stéroides (cestradiol (E2) et progestérone (P4)) ont un rdle essentiel dans la réceptivité
utérine, 1’implantation et le maintien de la grossesse. Ils entrainent des modifications
structurelles et moléculaires de I’endomeétre permettant a ’embryon de s’implanter. Avant
I’ovulation, I’E2 a un effet prolifératif sur I’endomeétre. L’E2 induit la synthése des récepteurs
a ’E2 et a la P4 dans les glandes endométriales et le stroma lors de la phase folliculaire.
Ensuite, aprés 1’ovulation et la formation du corps jaune, I’E2 va stimuler par le biais de la P4
ces glandes endométriales et ’endomeétre va devenir « sécrétoire » jusqu’a devenir optimal
pour la réception de I’embryon et I’implantation. On met en évidence la présence de vacuoles
ainsi que des projections cytoplasmiques appelés ‘pinopodes’ a la surface de 1’épithélium lors
de la fenétre d’implantation. La P4 joue un role essentiel pour la réceptivité de I’endomeétre en
induisant des modifications histologiques de I’endomeétre indispensables pour 1’implantation
de ’embryon [9].

Lors de la SOC, les niveaux d’E2 et de P4 atteignent des taux dit ‘supra-physiologiques’ : Le
taux d’E2 est a plus de 5 fois supérieur a celui observé lors d’un cycle naturel. Une élévation

de la P4 peut étre également associée. Une hypothése avancée dans la littérature est que ces
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taux supra-physiologiques d’hormones pourraient avoir un effet négatif sur I’implantation. En
cas de TED, le transfert d’embryon ayant lieu a distance de la SOC (figure 1), ’effet négatif

sur I’endométre pourrait étre réduit.

1.2 Impact de 1a SOC sur la réceptivité endométriale

La stimulation ovarienne lors de la FIV/ICSI modifie la dynamique de maturation de
I’endométre [10—12]. Ce dernier pourrait atteindre plus précocement sa phase de réceptivité.
Les pinopodes formés au pdle apical de I’épithélium, visibles normalement lors de la fenétre
d’implantation, sont présents plus précocement, a partir de J4 apres I’ovulation [10].

Apres la SOC il est observé sur un grand nombre de biopsies de 1’endométre réalisées le jour
de la ponction ovocytaire, une avance de maturation de I’endométre de 2 a 4 jours [11,12]. Un
des marqueurs de la fenétre d’implantation, le « nucleolar channel system » est retrouvé
précocement au niveau de 1I’endomeétre aprés une SOC par rapport a un cycle naturel [13].
L’analyse de secrétions de I’endometre prélevées juste avant le transfert d’embryon montre
apres la SOC, une augmentation significative de différents marqueurs (Interleukines, TNFa,
HbEGF...) connus pour jouer un role dans I’implantation, par rapport a un cycle naturel [14].
L’embryon transféré aprés une SOC semble exposé a un environnement différent de celui
rencontré lors d’un cycle naturel. La SOC pourrait étre responsable dans certains cas d’une
avance de maturation de I’endométre et d’une asynchronie entre I’embryon et I’endomeétre,

engendrant une perturbation de I’implantation et du développement précoce de I’embryon.

1.3 Modification du profil d’expression des génes de I’endométre par la SOC

Le profil d’expression des génes s’exprimant au niveau de 1’endométre apres 1’ovulation est
différent aprés une SOC comparé a un cycle naturel [15-19].

Lors de I’acquisition d’un endométre réceptif, de nombreux génes sont activés, que ce soit
apres un cycle naturel ou apres une SOC [17,19]. Seulement 46% de ces geénes activés sont

identiques dans les cycles naturels et stimulés [19]. Cela suggére que la SOC active des génes
8



différents. Certains, impliqués dans I’implantation peuvent étre activés lors d’un cycle naturel
et réprimés apres une SOC [19].

L’expression de plusieurs geénes impliqués dans I’instauration du processus d’implantation
semble perturbée par les taux élevés de stéroides lors de la SOC, notamment la voie
canonique Wnt/Bcatenine qui pourrait avoir un rdle central dans la coordination des
interactions entre 1’endometre et I’embryon [18,20].

Cependant, le retentissement fonctionnel de ces modifications d’expression génique sur

I’implantation embryonnaire n’est pas clair aujourd’hui [15,21].

1.4 Modifications immunologiques de ’endometre par la SOC

Des modifications immunologiques ont également été mises en évidence apres la SOC.

Lors d’un cycle spontané, des modifications immunologiques au niveau systémique et au sein
de I’endométre ont lieu sous I’influence des hormones stéroidiennes, afin de préparer
I’implantation [22]. Les cellules ‘naturals killers’ (NK), les cellules dendritiques, les
macrophages et les lymphocytes jouent un role majeur dans 1’établissement et le maintien de
la grossesse. Les cellules déciduales NK augmentent la production de cytokines, de facteurs
de croissance et de facteurs angiogéniques comme le VEGF. Cela permet, entre autre, un
remodelage des artéres spiralées et la migration des cellules trophoblastiques [22]. Chez la
souris, on retrouve une concentration de cellules NK au niveau de 1’endométre
significativement plus faible aprés SOC en comparaison a un cycle naturel [23]. Chez
I’Homme, une diminution de la concentration de cellules NK a également été mise en

évidence apres SOC, cependant le taux de VEGF reste similaire [24].

1.5 Impact de I’élévation de la progestérone sur ’endomeétre

L’augmentation du taux de progestérone, proportionnelle a la réponse a la SOC [25] semble
étre en partie responsable des modifications de I’endometre lors de la FIV/ICSL 11 a été

démontré, sur une cohorte prospective de 106 cas, que la maturation de I’endométre en cas de
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progestérone élevée (> 1.7ng/ml le jour du déclenchement de I’ovulation) était plus précoce
que lorsque le taux de progestérone était inferieur a 1.7ng/ml [26]. L’¢lévation de la
progestérone induit également des modifications au niveau génomique : une analyse portant
sur 12 biopsies d’endométre issues de 12 donneuses d’ovocytes prélevées a J7 du
déclenchement par hCG met en évidence 140 geénes dérégulés en cas de progestérone élevée
(> 1.5ng/ml au moment du déclenchement) [27]. L’expression des micro ARN (ARN jouant
un role dans la régulation de I’expression génique) et des ARN messagers est également
modifiée dans I’endomeétre a J6 post-ovulation en cas de progestérone élevée (>1.88ng/ml le
jour du déclenchement) [28]. En clinique, 1’¢élévation de la progestérone au cours de la

FIV/ICSI est liée a une diminution du taux de grossesse [29,30].

La Stimulation Ovarienne Controlée induit des modifications histologiques, géniques et
immunologiques au niveau de I’endométre. Le retentissement fonctionnel de ces
modifications sur le taux d’implantation et sur la probabilité d’obtention d’une grossesse est
suggéré dans de nombreuses études mais non clairement démontré. Il semble que dans
certains cas, la SOC engendre une avance de maturation de I’endomeétre. Le transfert
d’embryon différé sur un cycle suivant ‘naturel’ ou ‘artificiel’ permettrait de resynchroniser

I’endométre et ’embryon transféré.
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Figure I : Les stratégies de transfert d’embryon différé et de transfert d’embryon frais

A. La stratégie du transfert d’embryon(s) différé (TED): Elle consiste en la cryoconservation de toute
la cohorte embryonnaire suivi d’un transfert d’embryon congelé-décongelé sur un cycle ultérieur a
distance de la SOC. Afin de transférer I’embryon sur un endometre réceptif, une préparation de
I’endometre est réalisé selon divers protocoles de préparation endométriale décrits dans la littérature :
(i) un cycle artificiel avec I’apport de progestérone et d’estrogéne, (ii) un cycle stimulé par des
gonadotrophines ou du citrate de clomiféne ou (iii) un cycle naturel [31]. Apres le transfert un soutien
de la phase lutéale est proposé [32].

B. La stratégie de transfert d’embryon frais: le transfert a lieu dans les jours suivant la SOC en
fonction du stade de(s) I’embryon(s) transféré(s). Apres le transfert, un soutien de la phase lutéale est
proposé [32].

SOC, Stimulation Ovarienne Contro6lée.
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2. Résultats du transfert d’embryon différé en clinique

2.1 Taux de grossesses évolutives

Dans la littérature, plusieurs auteurs étudient le taux de grossesse en fonction du type de
transfert d’embryon [33-40]. Roque et al. dans une méta-analyse incluant 3 études
randomisées, montrent des résultats en faveur du TED. IIs concluent a une amélioration de la
réceptivité endométriale [35]. Sur 633 cycles, ils montrent un augmentation significative du
taux de grossesse évolutive aprés TED (RR : 1.32, 95%CI 1.10-1.59). Néanmoins, cette méta-
analyse doit étre interprétée avec précaution étant donné qu’une des études qui la constitue a
¢été retirée de la littérature du fait de problémes méthodologiques [38]. Cela rend la conclusion
de cette méta-analyse incertaine.

Plusieurs publications étudient 1’efficacité du transfert différé sur le taux de grossesses dans

diverses situations cliniques :

A. En fonction de la réponse a la stimulation ovarienne

Shapiro et al. étudient une population répondant fortement a la stimulation (dge moyen <35
ans, taux moyen de FSH a J3 < 6.5UI/L, taux moyen de follicules antraux > 20, nombre
moyen d’ovocytes ponctionnés >15) [34]. Entre les groupes, aucune différence significative
concernant le taux de grossesses évolutives n’a ét¢ mis en évidence [34/52 (65.4%) dans le
groupe transfert frais versus 38/49 (77.6%) dans le groupe transfert différé, p=0.1943].
Cependant, il semble difficile d’extrapoler ces résultats en pratique courante : cette étude
porte sur un échantillon de faible effectif (62 femmes dans le groupe transfert frais et 60 dans
le groupe TED). Par ailleurs, dans cette étude randomisée, le calcul du taux de grossesse est
rapporté au nombre de transferts de blastocystes et non au nombre de patientes randomisées
dans chaque groupe.

Un autre étude de la méme équipe porte sur une population de femmes répondant

normalement a la stimulation (dge moyen < 33 ans, taux moyen de FSH a J3 <7.2UI/L, taux
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moyen de follicules antraux <13) [33]. Le taux de grossesses évolutives était
significativement plus important aprés TED par rapport au transfert frais [39/50 (78%) vs.
27/53 (50,9%) respectivement, p =0.0072]. Cependant, ces résultats doivent étre considérés
avec précaution. On ne peut exclure un manque de puissance dans cette étude : Les effectifs
dans chaque groupe sont faibles (67 femmes dans le groupe transfert frais et 70 dans le groupe
TED), le taux d’annulation est important (20.9% et 28.6% respectivement) et I’inclusion des
patientes a été arrétée prématurément alors que le nombre de sujets nécessaires a inclure
n’était pas atteint. Enfin dans cette étude toutes les patientes randomisées ne sont pas prises en
compte dans I’analyse. Le taux de grossesses obtenues est rapporté au nombre de transferts de
blastocystes et non au nombre de patientes randomisées dans chaque groupe. En intention de
traiter, les résultats sont différents : le taux de grossesse évolutive n’est plus significativement
différent une fois ce taux rapporté au nombre de patientes randomisées dans chaque groupe
[taux de grossesses évolutives : 27/67 (40.3%) vs. 39/70 (55.7%) respectivement, p=0.088].
Ainsi les résultats de cette étude doivent étre interprétés avec précaution.

Concernant les patientes définies comme ‘mauvaises répondeuses’, Cobo et al., dans une
¢tude prospective non randomisée, étudient le succes de grossesse apres transfert frais ou
transfert différé, chez des femmes présentant un taux de FSH a J3 du cycle supérieur a
11UI/L, un compte de follicules antraux inférieur a 6 et pour lesquelles moins de 5 ovocytes
¢taient obtenus [41]. Dans le groupe transfert différé, les ovocytes étaient vitrifiés, puis les
embryons transférés une fois un nombre suffisant d’embryons atteints aprés accumulation
d’ovocytes sur plusieurs cycles de stimulation. Dans le groupe transfert frais, plusieurs cycles
de stimulation étaient proposés. Le taux de naissance vivante obtenue par patiente n’était pas
significativement différent entre les groupes. Ainsi cette technique de TED avec accumulation
d’ovocytes ne semble pas améliorer le taux d’implantation ni le taux de naissance vivante en

cas de mauvaise réponse a la stimulation [41].
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B. En cas de progestérone élevée le jour du déclenchement de [’ovulation

Une seule étude prospective porte sur la stratégie du TED et le taux de progestérone lors du
déclenchement. Elle conclut que le taux de grossesse évolutive, aprés un TED, pour les
patientes présentant un taux de progestérone > 1.5 ng/ml, est significativement plus important
qu’aprés un transfert frais, chez des patientes avec un taux de progestérone inferieur a
1.5ng/ml [42]. Cependant les groupes ne sont pas comparables : les patientes du groupe TED
présentaient une meilleure réserve ovarienne et donc a priori un meilleur pronostic. De plus,
le taux de progestérone plus important peut étre le reflet d’une meilleure réponse a la
stimulation ovarienne [29].

Cependant, dans une méta-analyse portant sur 55.199 cycles de transfert frais et 7.229 cycles
de transfert d’embryons congelés, il est clairement démontré qu’un taux de progestérone élevé
(= 0.8ng/ml) le jour du déclenchement réduit significativement la probabilité d’obtenir une
grossesse apres un transfert frais, contrairement au transfert d’embryons congelés [30]. Plus
récemment, Healy et al. montrent qu’en cas de transfert frais ou congelé de blastocystes de
bonne qualité, les chances de grossesses sont identiques tant que le taux de progestérone reste
inférieur a 2ng/ml. Par contre, au dessus de ce seuil, les taux d’implantation et de grossesses

sont réduits apreés un transfert frais [39].

C. En cas d’échec de la premiere tentative de FIV/ICSI

Le TED a été ¢étudié en cas d’échec de premicre tentative dans une étude prospective [37]. 11
semble étre prometteur en cas d’échec d’un premier transfert frais de blastocyste. Le taux
cumulé de naissances vivantes était de 46.2% apres TED versus 27.6% apres transfert frais

(p<0.05).

D. En cas d’infertilité en lien avec de l’endométriose

Une seule étude rétrospective compare, chez les patientes endométriosiques, le transfert

d’embryon frais au transfert d’embryons congelés. Elle montre un taux de naissances vivantes
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équivalent quel que soit le mode de transfert [25/148 (16.9%) dans le groupe transfert congelé
versus 52/267 (19.5%) dans le groupe transfert frais, NS] [43]. Cependant les auteurs
montrent en cas de transfert d’embryons congelés, un taux de grossesses supérieur chez les
patientes endométriosiques par rapport aux patientes sans endométriose (18.2% versus 12.7%,
p=0.04) et concluent que le transfert d’embryons congelés est une stratégie prometteuse en
cas d’endométriose. L hypothése évoquée est que, chez les patientes atteintes d’endométriose,
la réceptivit¢ endométriale pourrait étre perturbée aprés la SOC. Il a été montré que
I’endomeétre eutopique présente des modifications biochimiques et structurelles aggravées par
certains stéroides. [44,45]. Ainsi, transférer ’embryon en différé pourrait restaurer une
réceptivité optimale pour I’implantation et améliorer le taux de grossesse. Cependant, d’autres

études sont nécessaires afin de confirmer cette hypothese.

E. En fonction du stade de développement de I’embryon transféré

La majorité des études publié¢es, décrivant des résultats en faveur du transfert différé, portent
sur le transfert d’embryon au stade blastocyste (figure 1 supplémentaire) [33,34,36,37,40,46].
Cependant Shapiro et al. montrent que seulement apres un transfert différé de blastocyste J6,
le taux de grossesses est amélioré par rapport a un transfert de blastocyste frais (54.3% vs
17.1%, respectivement, p<0.001) [36]. En cas de transfert de blastocystes a J5 ce taux de
grossesses était comparable quelque soit le mode de transfert (60.9% en TED vs. 56.5% en
frais, NS). Les auteurs concluent que le TED pourrait permettre de resynchroniser 1’embryon
et I’endometre, la SOC engendrant une avance de maturation de I’endométre et ainsi un défaut
de réceptivité endométriale.

Ozgiir et al. comparent, dans une étude rétrospective, le taux de grossesses cliniques apres
transfert frais versus transfert d’embryons congelés en fonction du stade de développement du
blastocyste, selon la classification de Gardner [40]. Pour les blastocystes de grade 2-3 et 5 il
n’existe pas de différence significative concernant le taux de grossesses évolutives. Apres

transfert de blastocystes de grade 4, le taux de grossesse clinique est significativement
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supérieur apres un transfert d’embryons congelés par rapport a un transfert frais (p<0.001). Il
ne semble pas exister d’explications concernant ces différences en fonction du stade du

blastocyste [40].

Les données de la littérature permettent difficilement de conclure si 1’utilisation d’une
stratégie de transfert différé potentialise les chances de grossesses pour toutes les patientes.
Cependant, dans certaines situations non propices a une implantation, comme en cas de
progestérone ¢élevé au moment du déclenchement, le TED permet de ‘sauver’ le cycle en

transférant les embryons a distance et optimiser les chances d’implantation.

2.2 Taux de fausses couches spontanées précoces

Il ne semble pas exister dans la littérature une différence de taux de fausses couches
spontanées précoces apres un transfert d’embryon frais ou différé. Le taux de fausses couches

spontanées précoces varie entre 9.5 et 34.2% selon les études [33,34,36,46,47].

2.3 Taux de grossesses ectopiques

Le risque de grossesse ectopique est évalué dans la littérature en fonction du type de transfert
frais ou congelé. Il est sujet a controverse : alors que certaines études retrouvent un risque
accru de grossesses ectopiques apres un transfert frais par rapport a un transfert d’embryon
congelé [47-50] d’autres ne retrouvent pas de différences significatives [51,52]. Le taux de
grossesses ectopiques semble étre dépendant du nombre d’embryons transférés [52], du type
d’infertilité¢, notamment de I’infertilit¢ d’origine tubaire [52] et du stade de 1’embryon
transféré. Les embryons transférés au stade blastocyste semblent moins pourvoyeurs de
grossesses ectopiques que le transfert d’embryons au stade J2-J3 [48,49,51,52]. Des études
complémentaires sont nécessaires pour confirmer un lien entre le risque de grossesses

ectopiques et les stratégies de prise en charge en assistance médicale a la procréation (AMP).
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2.4 Conséquences obstétricales et néonatales

Les études publiées ce jour concernant les conséquences obstétricales et néonatales comparent
le transfert frais au transfert d’embryon congelé, que ce soit dans le cadre de la stratégie du
transfert différé (TED) qui consiste en la cryoconservation de toute la cohorte embryonnaire
suivi d’un transfert d’embryon en différé sur un cycle ultérieur, a distance de la SOC ou du
transfert des embryons surnuméraires congelés apres une premicre tentative de transfert frais.
Ces embryons surnuméraires sont transférés dans un second temps si le transfert d’embryon
frais n’a pas abouti a une grossesse.

Les données de la littérature concernant spécifiquement les issues obstétricales et néonatales
apres TED sont quasiment inexistantes étant donné le caractere relativement nouveau de cette
stratégie [53].

Des études récentes montrent que le transfert d’embryon congelé permettrait d’améliorer le
devenir obstétrical apres une prise en charge en AMP. Une méta-analyse publiée en 2012 [54]
concluait que les grossesses uniques issues d’un transfert d’embryon congelé étaient moins a
risque d’accouchements prématurés (<37 semaines d’aménorrhées), (OR 0.84 1C95% 0.78-
0.90), de feetus petits pour 1’age gestationnel (PAG, poids de naissance < 2DS) (OR 0.45
IC95% 0.30-0.66), de petits poids de naissance (<2500g) (OR 0.69 1C95% 0.62-0.76),
d’hémorragie du 2° et 3° trimestres (OR 0.67 IC95% 0.55-0.81) et de mortalité périnatale (OR
0.68 1C95% 0.48-0.96) qu’apres un transfert d’embryon frais.

En 2013, une large étude observationnelle portant sur 42.242 grossesses issues de transferts
frais et 6.647 grossesses issues de transfert d’embryon congelés [55] montrait des résultats
similaires. Les risques d’accouchements prématurés et d’accouchements trés prématurés
(<32SA), les risques de PAG et de petits poids de naissance étaient également diminués lors
de grossesses uniques obtenues aprés un transfert d’embryon congelé comparés a ceux apres

un transfert d’embryon frais. D’autres études observationnelles retrouvent des résultats
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similaires : Aprés un transfert d’embryon congelé, les risques de petit poids de naissance
[56,57], de PAG [56] et d’accouchement prématuré [56] étaient diminués.

Cependant, il existe dans la littérature des résultats divergents tempérant les effets bénéfiques
du transfert d’embryon congelé. Bien que les risques d’accouchement prématuré, de petit
poids de naissance et de PAG soient significativement diminués par rapport a un transfert
frais, Wennerholm et al. retrouvaient a ’inverse un taux de mortalité périnatale supérieure
aprés transfert d’embryons congelés (OR 1.49 1C95% 1.07-2.07) [55]. Plus récemment une
large étude observationnelle menée en Amérique latine ne montrait pas de différence en
termes de mortalité périnatale (OR 1.72 IC95% 0.81-3.62) ou encore d’accouchement
prématuré (<37SA) (OR 1.05 IC95% 0.93-1.18) apreés grossesses issues de transferts
d’embryons frais ou congelés [58].

Certaines complications obstétricales semblent liées spécifiquement aux grossesses issues de
transfert d’embryons congelés: Wennerholm et al. concluaient que les risques
d’accouchement post terme (OR 1.40, IC95% 1.27-1.55), de gros pour 1’dge gestationnel
(GAG, poids de naissance >2DS) (OR 1.45 1C95% 1.27-1.55), et de macrosomie (>4500g)
(OR 1.58 1C95% 1.39-1.80) étaient plus importants lors des grossesses singletons apres
transfert d’embryon congelé en comparaison au transfert frais. Ce risque significativement
plus important de GAG [59,56,47] et de macrosomie [59] a également été montré par d’autres
équipes.

Enfin, certaines complications obstétricales sont critiquées dans la littérature comme le risque
de placenta accreta [56,60] ou le risque d’HTA gravidique [56,61] qui semblent plus
fréquents apres transfert d’embryon congelé en comparaison au transfert frais.

Une grande hétérogénéité existe entre toutes ces ¢tudes notamment concernant les
caractéristiques de la population étudiée, les milieux de cultures utilisés, les méthodes de
congélation et décongélation des embryons, le stade de I’embryon transféré ainsi que la

préparation de I’endométre avant le transfert. Cela rend difficile I’interprétation des résultats.
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Par ailleurs, bien que le transfert d’embryon congelé semble parfois améliorer les issues
obstétricales et néonatales par rapport au transfert d’embryon frais, le taux de complications
reste majoré par rapport aux grossesses spontanées. Les risques de GAG (1.41, 1C95% 1.01-
1.98) et de macrosomie (1.67, 1C95%1.18-2.37) semblent également augmentés en cas de
transfert d’embryon congelé par rapport a une grossesse obtenue par conception spontanée
[59].

Les facteurs causant ces variations de poids de naissance ainsi que les autres complications
périnatales sont encore inconnus bien qu’il semble exister une corrélation entre certaines
complications obstétricales et la réponse a la stimulation ovarienne ou le taux d’hormones
stéroidiennes en début de grossesse [62,63].

L’absence de stimulation ovarienne et/ou la congélation embryonnaire en cas de transfert
d’embryon congelé sont probablement intriquées dans ces modifications obstétricales et
néonatales. Cela pourrait induire I’activation ou I’inactivation de voies de signalisation sur le
plan métabolique ou endocrinien ainsi que des modifications d’ordres épigénétiques [64]. A
ce jour il est difficile de savoir si ces potentielles modifications épigénétiques pourraient avoir
un retentissement a long terme, chez ces enfants, nés de transfert d’embryon congelé. Une
seule équipe a analys¢ ’état de santé des enfants issus de grossesses obtenues aprés transfert
d’embryon congelé ou transfert frais a 1’dge de 3 ans. Il n’y semble pas avoir de différences

[65].

19



3. Prévention du risque

Les risques liés aux traitements d’AMP sont multiples [66]. Prévenir au maximum ces risques
est indispensable afin d’assurer a ces patientes non malades mais infertiles la meilleure prise
en charge possible. Le TED pourrait permettre de limiter I’apparition de certaines de ces
complications notamment le risque de syndrome d’hyperstimulation ovarienne et le risque de

survenue de maladies thromboemboliques.

3.1 Prévention du risque de syndrome d’hyperstimulation ovarienne (SHO)

Le syndrome d’hyperstimulation ovarienne (SHO) est une complication iatrogéne de I’AMP
pouvant dans de rares cas conduire au déceés [67]. Le SHO est secondaire a une réaction
excessive a la stimulation par les gonadotrophines. Cette hyperstimulation ovarienne entraine
une augmentation de la perméabilité capillaire et une fuite de liquide du secteur vasculaire
vers un troisiéme secteur créant des épanchements des séreuses et une hémoconcentration. On
distingue deux types de SHO selon le délai d’apparition : (i) le SHO précoce survient trois a
sept jours suivant le déclenchement de 1’ovulation. Il est provoqué par I’injection d’hCG (de
I’anglais human chorionic gonadotropin) exogéne déclenchant I’ovulation ; (ii) Le SHO tardif
apparait une dizaine de jours apres le transfert embryonnaire. Il est provoqué par la sécrétion
endogéne d’hCG en cas de grossesse [67,68]. L’incidence du SHO est estimée selon les
¢tudes entre 3 et 6 % dans les formes modérées et 0.1-2% pour les formes séveres [68].

La prévention du risque de SHO et son diagnostic précoce sont indispensables pour garantir la
sécurit¢ des patientes. Une étape primordiale est le dépistage des facteurs de
risques permettant d’adapter la prise en charge pour les patientes les plus a risques [67] .
Certains facteurs de risques sont identifiables avant la SOC comme la femme jeune, le
syndrome des ovaires polykystiques, ou la notion d’un antécédent de SHO [68]. Lors de la
SOC, la réponse rapide et forte a la stimulation constitue un facteur de risque important [68].
Si le risque de SHO est imminent, la stratégie semblant la plus efficace pour éviter cette
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complication, tout en assurant un taux de grossesses satisfaisant, est ’utilisation d’un
protocole antagoniste suivi d’un déclenchement de I’ovulation par un agoniste GnRH
(aGnRH) et un transfert d’embryon différé [5,6,69].

L’hCG exogeéne déclenchant 1’ovulation joue un role majeur dans I’apparition du SHO et
I’hCG endogene secrété par le trophoblaste en cas de grossesse 1’aggrave fortement. Ainsi le
déclenchement de I’ovulation par un aGnRH permet d’éviter le SHO précoce. Cela induit une
réduction de la stéroidogénese et une luteolyse précoce empéchant la sécrétion de substances
vasoactives responsable de SHO.

Cependant, apres un déclenchement par aGnRH associé a un transfert d’embryon frais, le taux
de grossesses semble moins important qu’apres déclenchement par I’hCG [70]. Une stratégie
consistant au soutien intensif de la phase lutéale aprés un déclenchement par aGnRH
permettrait de restaurer un taux de grossesse satisfaisant [71]. Néanmoins, cela n’empéche pas
totalement la survenue d’un SHO tardif. Afin d’éviter un SHO tardif et d’optimiser les
chances de grossesses, les embryons peuvent étre cryoconservés. Le transfert d’embryon se
fait alors dans un second temps, en différé [35].

Lorsque le déclenchement ne peut étre fait que par I’hCG (en cas de protocole de stimulation
utilisant un aGnRH), afin d’éviter un SHO tardif, la stratégie du transfert d’embryon différé

peut étre mise en place. Cela n’exclut pas le risque de SHO précoce.

3.2 Prévention du risque de maladies thromboemboliques

Les cycles de FIV/ICSI semblent étre un facteur de risque de maladies thromboemboliques
(MTE), artérielles et veineuses [72—75]. Une particularité de ces thromboses associées aux
traitements d’AMP est qu’elles surviennent fréquemment dans des localisations inhabituelles
comme les membres supérieurs ou le cou [72]. Suite a un traitement par IVF/ICSI, I’incidence
de cette complication varie entre 0,17 et 0,42% dans les études les plus récentes. Cette

complication est beaucoup plus élevée qu’en cas de grossesse spontanée, notamment au
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premier trimestre de la grossesse ou ce risque est 4 a 10 fois supérieur selon les études
[75,74,73]. Les facteurs de risque de MTE aprés AMP sont la présence d’un SHO [RR (95%
CI) : 5.4 (2.1-13.7)] ainsi que I’antécédent de syndrome des ovaires polykystiques [RR (95%
CI) : 4.8 (1.7-13.4)] [73] . Les autres facteurs habituellement associ¢s comme 1’age, le tabac
ou l’indice de masse corporelle (IMC) ne sont plus considérés comme associés
significativement au risque de MTE en cas d’AMP [73,74]. L apparition de MTE lors des
grossesses issues de FIV/ICSI est liée a I’augmentation rapide et forte de 1’cestradiol lors de la
stimulation. Ainsi, le risque de MTE ne semble pas majoré lors des grossesses obtenues apres
transfert d’embryons congelés [75] étant donné qu’il n’y a pas de SOC juste avant le transfert
et que le risque de SHO est inexistant. De la méme maniére, pour les patientes présentant des
maladies auto-immunes a fort risque de MTE [76], il pourrait étre intéressant de proposer
¢galement un transfert différé. Cela n’a pas été¢ aujourd’hui évalué dans la littérature mais
constitue un outil intéressant pour limiter au maximum les risques thromboemboliques induits

par la prise en charge en AMP.
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Objectif de I’étude

Une différence majeure entre le transfert d’embryon frais et le TED réside dans 1’absence de
SOC précédant le transfert d’embryon. La SOC est une étape essentielle de la prise en charge
en AMP type FIV / ICSI afin d’induire un développement multi-folliculaire. Cependant, elle
pourrait perturber I’interaction entre I’endomeétre et I’embryon [77].

L’hypothese est qu’en transférant I’embryon au cycle suivant sur un endomeétre non imprégné
par des taux importants de stéroides, I’implantation pourrait étre améliorée. Plusieurs études
rapportent des taux de grossesses améliorés aprés TED ainsi qu’une amélioration des issues
obstétricales et néonatales en comparaison au transfert d’embryon frais. Cependant
’évaluation de la pratique du TED reste complexe: il semble manquer aujourd’hui de preuves
scientifiques robustes permettant de généraliser cette pratique et il existe encore une
polémique concernant les bénéfices et risques de la stratégie du TED. En outre, la plupart des
études portant sur le sujet ont mis 1'accent sur le transfert de blastocystes [33,34,36,37,46], les
connaissances concernant le transfert d’embryon au stade d’embryon clivé (jour 2-3 du

développement embryonnaire ) restent limitées a ce jour.

L’objectif de cette étude est de comparer les résultats de la FIV/ICSI aprés un transfert
d’embryon frais ou un transfert d’embryon différé au stade J2 du développement
embryonnaire au sein d’une grande population de femmes infertiles. Ainsi, nous cherchons a
identifier un potentiel effet de la stimulation ovarienne sur l'implantation et le taux de

grossesse évolutive.

23



Matériel et méthodes

1. Design de I’étude

Nous avons mené une étude de cohorte incluant, entre le 01/10/2012 et 31/12/2014 dans
I'unit¢ de médecine de la reproduction de Cochin Port Royal, les premiers transferts
d'embryons autologues réalisés apres la SOC. La cohorte a été appariée en fonction de 'dge et
du nombre de cycles précédents de FIV/ICSI. Le ‘nombre de cycles de FIV/ICSI précédents’
est défini comme le nombre de précédentes SOC conduisant a au moins un transfert
d'embryon, sans obtention d’une grossesse.

Deux groupes ont ét¢ comparés: (i) un groupe "exposé¢" (le groupe TED), composé de
femmes, qui ont un/des embryon(s) congelé(s) puis transféré(s) a J2 en différé et (i1) un
groupe contrdle "non expos¢" ( le groupe Transfert frais), composé de femmes qui ont regu un

transfert d’embryon(s) J2 frais.

24



2. Constitution de la cohorte et procédure d’appariement

Pour les 2 groupes étudiés, les critéres d’inclusion étaient les suivants : Patientes nécessitant
une prise en charge en FIV/ICSI, age < 42ans, obtention de moins de 7 zygotes a J1 de la
fécondation, patientes ayant au moins un embryon disponible pour le transfert, et un transfert
d’embryon au stade J2.

Les critéres d’exclusion étaient : une procédure de vitrification ovocytaire, pas d’embryon
obtenu ou transféré, et les patientes déja incluses dans d’autres protocoles de recherche en
AMP.

Aprées une évaluation clinique et para-clinique, les patientes avaient la possibilité de bénéficier
d’un transfert d’embryon différé. Les indications du TED étaient les suivantes : (i) Fort risque
de syndrome d’hyperstimulation ovarienne (SHO) [34], (ii) élévation de la progestérone au
dela de 1.5ng/ml ou endomeétre inadéquat le jour du déclenchement de 1’ovulation [42], (iii)
infertilit¢ en lien avec une endométriose [43], (iv) deux échecs ou plus de FIV/ICSI [37] et (V)
un antécédent de maladie auto-immune et/ou patiente a risque ¢€levé de développer une

maladie thromboembolique [75,78].

Le protocole de TED était le suivant : La cryopréservation avait lieu a J1 afin de réaliser un
transfert d’embryon a J2 si moins de 7 zygotes étaient obtenus. Si plus de 7 zygotes étaient
obtenus, la cryopréservation embryonnaire avaient lieu au stade blastocyste. Dans cette étude,
seules les femmes ayant obtenu moins de 7 zygotes apres la fécondation ont pu étre analysées

(figure supplémentaire 2).

Les criteres d’appariement étaient 1’dge et le nombre de cycles précédents de FIV/ICSI.
Chaque transfert d'embryon différé a été apparié a un transfert d'embryon frais. Le personnel
réalisant I’appariement était au courant des critéres d’appariement mais aveugle des résultats.

Chaque appariement a été utilisé seulement une fois.
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3. La stimulation ovarienne

Les femmes ont été prises en charge selon nos protocoles cliniques. Ainsi, tous les patientes
ont été synchronisées en utilisant un contraceptif oral contenant 0,03 mg d’ Ethynil Estradiol
(EE) et 0,15 mg de 1évonorgestrel, comme décrit précédemment [79]. Divers protocoles de
SOC ont été utilisés selon les pratiques de 1’unité, utilisant entre 150 a 450 Ul/ jour de FSH
recombinante et de FSH urinaire (hMG): (i) le protocole GnRH antagoniste, (ii) le protocole
agoniste long, et (iii) le protocole agoniste court [80]. Les doses de gonadotrophines et le type
de protocole de SOC ont été déterminés en fonction des caractéristiques individuelles de
chaque patiente. La maturation ovocytaire finale a été déclenchée lorsque >3 follicules de >17
mm ¢étaient visibles a 1’échographie de monitorage, et lorsque les niveaux d’E2 étaient >1000
pg/mL. (I) Pour le groupe TED, la maturation folliculaire finale a été réalisée en utilisant soit
une injection unique de 0,2 mg d’agoniste GnRH (Triptoréline), soit une injection de 250 ug
de hCG recombinante (rhCG), selon le protocole de SOC. (Ii) Pour le groupe transfert frais, la
maturation folliculaire finale a été obtenue en utilisant une injection de thCG, quel que soit le
protocole de stimulation. La ponction ovocytaire a été réalisée par voie trans-vaginale, 35-

36h plus tard sous contrdle échographique.
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4. Fécondation des ovocytes

Le sperme a été recueilli par masturbation apres une période d'abstinence sexuelle allant de 2
a 5 jours. La FIV ou I'ICSI ont été effectuées selon les parameétres du sperme [81]. La
fécondation a été évaluée par la présence de 2 pronuclei (2PN), 17-18 h apres l'insémination

ou injection des ovocytes.
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5. Cryopréservation et décongélation des embryons dans le

groupe TED

La vitrification ovocytaire a été réalisée en utilisant le systeme fermé de vitrification haute
sécurité¢ (Cryo Bio System) avec DMSO-EG-S comme cryoprotecteur (Irvine Scientific©
Freeze Kit). La procédure de vitrification a été effectuée a température ambiante (entre 20 et
23 © C). Les zygotes ont été vitrifiés deux par deux. Les zygotes ont d'abord été incubés
pendant 1 min dans une gouttelette de S50ul de milieu de culture tamponné a I'HEPES. Ils ont
ensuite été¢ transférés dans deux gouttelettes de 50ul de solution d'équilibration diluée
contenant 7,5% (v / v) de DMSO et 7,5% (v / v) d'éthyléne glycol, et incubés pendant 2
minutes chacun avant d’étre transférés dans une troisiéme gouttelette de solution
d'équilibration et incubés pendant 10 min.

Les zygotes ont été ensuite transférés de facon consécutive dans quatre gouttelettes de 25 ul
de solution de vitrification (SV) contenant 15% (v / v) de DMSO et 15% (v / v) d'éthyléne
glycol. Les zygotes ont été incubés pendant 5 secondes dans les gouttelettes 1 et 2, et pendant
10 secondes dans la troisieme gouttelette. Ils ont ensuite été transférés dans la quatrieme
gouttelette et immédiatement chargés sur la paillette CBS-HS. La paillette est scellée a chaud
et plongée dans de 1'azote liquide. Le temps total nécessaire pour vitrifier les zygotes a partir
de la gouttelette 1 de SV au chargement de la paillette et immersion dans l'azote liquide ne

dépasse pas 90 secondes.

Le jour avant le transfert d'embryons, tous les zygotes ont été¢ décongelés en utilisant un Kit
de décongélation Irvine Scientific. Une boite de Pétri contenant une gouttelette de 300 pl avec
une solution de décongélation (SD: 1,0 M de sucrose dans un milieu HTF tamponné a

I’HEPES) a ét¢ maintenue a 37 °C.

Afin de décongeler la paillette, elle est transférée du récipient de stockage LN2 a un Dewar de

transport qui a été rempli avec de l'azote liquide. Apres découpe de la paillette et traction sur
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le capillaire, la gouttiere est placée dans la gouttelette avec la SD, ce qui permet aux zygotes
d’étre libérés de la goutticre et maintenus a 37 ° C pendant 1 min. Les zygotes sont ensuite
incubés deux fois pendant 1 min a température ambiante dans deux gouttelettes de SD de
50pul. Apres cela, les zygotes sont transférés dans la premicre des deux gouttelettes de 50 pl de
solution de dilution (DS: 0,5 M de sucrose dans le milieu HTF, tampon HEPES) suivi d'une
incubation de 2 min dans une seconde gouttelette de SD. Enfin, les zygotes sont rincés dans 3
gouttelettes (50ul chacune) d'une solution de lavage (milieu HTF tampon HEPES) pendant 3
min. Les zygotes sont ensuite transférés dans une boite de culture avec le milieu Global pour
¢évaluer leur survie et pour les maintenir en culture pendant 24h. A J2, les embryons sont

morphologiquement évalués selon des critéres précédemment publiés [82].
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6. Le transfert d’embryon

Dans le groupe Transfert Frais, toutes les femmes ont débuté le traitement par progestérone
(200 ug ovule vaginale, 3 par jour) le jour de la ponction ovocytaire, et par cestradiol (E2) par
voie trans-dermique (0,2 mg / jour) ou par voie orale (8 mg / jour) 48h apres le transfert
d'embryon(s). Les embryons J2 sont morphologiquement évalués, et les deux embryons

considérés comme étant les plus appropriés sont sélectionnés pour le transfert.

Dans le groupe TED, toutes les femmes ont recu de la progestérone (une ovule vaginale de
200 ug par jour) pendant 10 jours afin de déclencher une hémorragie de privation. Le transfert
d'embryon est programmé 4-5 semaines plus tard. Pour cela, les femmes ont recu un
traitement par Estradiol (E2) par voie trans-dermique (0,2 mg / jour) ou par voie orale (8 mg /
jour). Les patientes sont examinées 2-3 semaines apres les régles afin d'évaluer 1'épaisseur de
I'endometre et de mesurer le taux de progestérone. Lorsque les conditions sont appropriées
(I'épaisseur de l'endometre > 7mm et de progestérone <1,5 ng / ml), un traitement par de la
progestérone vaginale est initi¢ a la dose de 200 ug, 3 fois par jour. Les embryons J2 obtenus
a partir de zygotes dévitrifiés sont transférés lors du 4¢éme jour d'exposition de la
progestérone. Les deux embryons de meilleure qualité sont choisis pour le transfert. Les
femmes enceintes a la suite du transfert poursuivent la progestérone et I’E2 jusqu'a 12

semaines de gestation.
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7. Analyse des données et statistiques

Les caractéristiques générales des patientes dans les deux groupes ont été enregistrées de
facon prospective. Les données suivantes ont été recueillies: I'dge au moment de la ponction
(en années), la taille (en métre), le nombre de cycles précédents de FIV/ICSI, la durée de
l'infertilité, le poids (en kilogrammes), l'indice de masse corporelle (IMC, calculé en poids
(kg) / [hauteur (m)]°), le tabagisme, la réserve ovarienne (FSH, LH, cestradiol, le nombre de
follicules antraux (AFC) a J3 du cycle et ’AMH), et la nature de l'infertilit¢ (trouble de
I'ovulation, facteur masculin, facteur tubaire, endométriose, idiopathique, une diminution de

la réserve ovarienne, ou plus d'une étiologie).

Les grossesses cliniques (GC) ont été¢ déterminées par la présence d'au moins un feetus avec

une activité cardiaque a 6-7 semaines de gestation a I’échographie trans-vaginale [83].

Les grossesses évolutives (GE) ont été déterminées par la présence d’un (ou plusieurs) foetus
intra-utérin(s) avec la présence d’une activité¢ cardiaque a 12 semaines de gestation [84]. Le
taux de GE est considéré comme une mesure comparable au taux de naissance vivante [85].
Le taux d’implantation (TI) est le nombre de sac gestationnel observé divisé par le nombre

d’embryon(s) transféré(s) [83].

Toutes les données ont été compilées dans une base de données numérique et analysées a
l'aide du logiciel SPSS (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Une valeur de p <0,05 était considérée
comme statistiquement significative. Pour 1’analyse statistique univariée, nous avons utilisé
des tests adaptés pour les groupes appariés: Le test de Mc Nemar pour les variables
qualitatives, et le test t apparié¢ de Student pour les variables quantitatives. Pour ’analyse en
sous groupes non appariés nous avons utilisé le test y* de Pearson ou le test exact de Fisher
pour les variables qualitatives. Une analyse de régression logistique a été effectuée pour

déterminer les variables qui pourraient étre associ¢es de fagon indépendante a 1’obtention
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d’une grossesse évolutive, et qui pourraient influer sur les résultats. Les facteurs potentiels de
confusion jugés statistiquement significatifs au seuil de p < 0,10 dans l'analyse univariée ont
¢été testés dans un modele de régression logistique multivarié. L'age, le nombre de cycles de
FIV/ICSI précédentes, I'MC, les niveaux d'AMH, la dose totale de gonadotrophine injectée,
le type de protocole, le nombre de 2PN et le transfert d’au moins un embryon de grade 1 ont
¢été inclus dans l'analyse. Une méthode de sélection de variables pas a pas rétrograde a été
utilisée pour conserver les variables avec une valeur de p <0,05 dans chaque mod¢le final. Les
valeurs des paramétres pour chacun des modéles finaux ont été estimées par la méthode du
maximum de vraisemblance. En cas de différences significatives, les odds ratios (OR) et leurs
intervalles de confiance a 95% (IC a 95%) ont été calculés a partir des coefficients du modele

et leurs écarts-types.

La taille de notre étude incluant 650 patientes (325 patientes dans chaque groupe) permet de
détecter une différence de 10% sur le taux de grossesse évolutive avec une puissance de 80%

avec une erreur global de type 1 de 0.05.
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Résultats

1. Population étudiée

Le processus de sélection de notre de cohorte est détaillée dans la figure 2. De la cohorte
initiale composée de 3.116 procédures de FIV/ICSI réalisées dans notre unité de médecine de
la reproduction au cours de la période d'étude, 535 cycles ont ét¢ annulés avant le prélévement
d'ovocytes pour des raisons personnelles ou médicales (non-gynécologiques), ou une
mauvaise réponse a la SOC. Trois cent vingt ont été exclus de I'é¢tude pour les raisons
suivantes: aucun embryon obtenu (n = 247), vitrification ovocytaire (n = 35), ou inclusion
dans un autre protocole de recherche en AMP (n = 38). Sur les 2.261 / 3.116 cycles restants,
nous avons exclu de 1’étude les transferts d’embryons a J5-6 en différé (n = 269), et en frais (n
= 25) et les cycles avec obtention de plus de 7 zygotes (n = 346).

Ainsi, 325 cycles avec un TED a J2 et 1.296 cycles avec un transfert frais a J2 étaient
disponibles pour l'appariement. Parmi ceux-ci, 325 paires ont été formées d’un transfert frais
et d’un transfert différé, appariées selon 1'age et le rang de la FIV/ICSI.

Dans le groupe TED, la répartition des patientes selon les indications étaient les suivantes : (i)
un risque de SHO pour 45 femmes (13,85%), (ii) une progestérone élevée ou un endometre
inadéquat le jour de déclenchement pour 43 femmes (13,23%), (iii) une infertilité¢ associée a
I'endométriose pour 76 femmes (23,38%), (iv) deux échecs ou plus de FIV/ICSI pour 121
femmes (37,23%), et (v) une maladie auto-immune et / ou un risque élevé de maladie
thromboembolique chez 40 femmes (12,31%).

Les caractéristiques des patientes sont détaillées dans la table 1. On observe une différence
concernant le taux d’AMH (2.87 = 2.10 dans le groupe transfert frais versus 3.70 + 3.50 ng/ml

dans le groupe TED; p < 0.001).
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Cycles de FIV/ICSI
Entre 10/2012 et12/2014

n=3116
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> Cycles annulés * n=535 |
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> Transfert frais de blastocystes
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Appariement pour :
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FIV/ICSI précedents
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Groupe TED ®
N=325

Groupe transfert Frais *
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Figure II : Diagramme de flux

*Cycles annulés: réponse insuffisante a la stimulation ovarienne contrélée — raison personnelle ou

médicale (non gynécologique).

$ Transfert d’embryons au stade J2, cycles de FIV/ICSI avec moins de 7 zygotes obtenus
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Tableau I. Caractéristiques des patientes du groupe transfert frais (n=325) et du groupe

transfert différé (n=325)

Groupe Transfert Groupe TED Pvalue
frais (n=325) (n=325)
Age des patientes (années) 3596 +4.4 35.65+4.3 NA
?f;??cresfe cycles précédents de 2414127 2514133 NA
Durée d’infertilité (année) 498 +2.91 5.08 £2.83 0.495™
IMC (kg/m2) 23.88 +4.08 23.66 £ 4.01 0.393™
Tabac 29 (8.92) 30 (9.23) 1.000 ™"
Cause de Pinfertilité : 0.126M"
Trouble de ’ovulation 31(9.54) 35 (10.77)
Facteur masculin 125 (38.46) 104 (32.00)
Facteur tubaire 37 (11.38) 35(10.77)
Endométriose 49 (15.08) 76 (23.38)
Idiopathique 57 (17.54) 52 (16.00)
Dimi.nution de la réserve 15 (4.62) 9(2.77)
ovarienne
Plus que 1 étiologie 11 (3.38) 14 (4.31)
Réserve ovarienne :
FSH a J3 (UI/L) 7.35+2.31 7.07 £2.07 0.094™
LH aJ3 (UIL) 4.85+2.18 4.97+2.53 0.642™
Estradiol a J3 (pg/mL) 46.39 +21.91 4446 +24.84 0319™
CFA aJ3 13.17 £ 6.72 14.44 + 8.28 0.075™
AMH (ng/mL) 2.87+2.10 3.70 = 3.50 <0.001 ™

TED, Transfert d’embryon différé ; IMC, indice de masse corporelle ; CFA, Compte de follicules antraux ; Les données sont exprimées en
moyenne + erreur standard ou n (%); NA, Non applicable; ™ Paired t test;*", Mc Nemar test
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2. Caractéristiques de la procédure de FIV/ICSI

Les caractéristiques de la FIV/ICSI sont présentées dans le tableau II. Le type de protocole de
stimulation était significativement différent entre les groupes (p <0,001). Pour le groupe
transfert frais, les protocoles agonistes longs et agonistes courts étaient plus fréquents [65
(20,00%) dans le groupe transfert frais contre 22 (6,77%) dans le groupe TED et 64 (19,69%)
dans le groupe transfert frais contre 30 (9,23%) dans le groupe TED, respectivement] par
rapport au groupe TED. La dose totale de gonadotrophine injectée était significativement plus
¢levée pour le groupe transfert frais par rapport au groupe TED (2710,39 + 1056,30 et
2466,00 vs £ 857,02 respectivement; p <= 0,001). D'autre part, par rapport au groupe TED, la
durée de la stimulation était plus courte (9,56 £ 1,35 vs 10,47 + 1,53; p <0,001), le taux
d'cestradiol sérique maximale au jour de déclenchement était plus faible (1,627.26 + 655,90
vs. 1,881.05 1,052.84 +; p <0,001), et le nombre d'ovocytes matures était plus faible (5,43 +
2,60 vs 6,20 + 3,55; p <0,001 p = 0,002) pour le groupe transfert frais. Le type de
déclenchement était également significativement différent selon les groupes ; pour le groupe

transfert frais, seul le déclenchement a ’hCGr était réalisé (tableau 2).

36



Tableau II. Caractéristiques et résultats de la FIV/ICSI

Groupe transfert frais Groupe TED p Value
(n=325) (n=325)
Protocole de stimulation <0.001Mn
- protocole Long 65 (20.00) 22 (6.77)
- protocole antagoniste 196 (60.31) 273 (84.00)
- protocole court 64 (19.69) 30 (9.23)
Dose totale de gonadotrophines recgue (IU) 2710.39 + 1056.30 2466.00 + 857.02 0.0017a
Durée de la stimulation (jours) 9.56 + 1.35 10.47 +1.53 <0.0017a
Taux d’cestradiol au déclenchement (pg/ml) 2 1627.26 + 655.90 1881.05 + 1052.84 <0.0017a
Taux de progestérone au déclenchement 0.75 +0.35 0.91+0.84 0.0017a
(ng/ml)>
Type de déclenchement <0.001k
-rhCG 325(100) 72(22.15)
- agoniste GnRH 0(0) 253(77.85)
Nombre d’ovocytes ponctionnés 6.84 +3.42 7.90 £4.52 0.0017a
Nombre d’ovocytes matures 5.43 +2.60 6.20 = 3.55 0.00272
Nombre d’embryons 2PN 3.41+1.58 3.56+1.72 0.2421a
Taux de fécondation 68.08+25.40 66.00+27.24 0.3097a
Nombre total d’embryons décongelés NA 1134 NA
Taux de survie* NA 1053/1134 (92.9) NA
Nombre moyen d’embryons transférés 1.77 + 0.44 1.72 +0.47 0.161Ta
Nombre total d’embryons transférés 574 555
Qualité des embryons transférés® 0.115k
Grade 1 141(24.56%) 122(21.98%)
Grade 2 135(23.529) 111(20.00%)
Grade 3 298(51.929%) 322(58.029%)
Nombre de transfert avec 2 1 embryon de 114(35.08) 104(32.00) 0.275Mn
grade 1° transféré
Taux d'implantation 0.20 £ 0.33 0.17 £ 0.31 0.26272
Taux de grossesse clinique 98/325 (30.15) 85/325 (26.15) 0.298Mn
Taux de fausse couche spontanée /GEUs 27/98 (27.55) 25/85 (25.51) 0.777k
Taux de grossesses multiples 11/98 (11.22) 9/85 (10.59) 0.888k
Taux de grossesses évolutives 71/325 (21.85) 60/325 (18.46) 0.338Mn

TED, Transfert d’embryon différé ; GEU, grossesse extra utérine : #1 cas de GEU dans chaque groupe ; Les données sont exprimées en

moyenne + erreur standard ou n (%); NA, Non applicable; ™ Paired t test;""", Mc Nemar test, *Pearson’s chi-square test, NA, not applicable; b
les embryons sont évalués morphologiquement sur des critéres précédemment publiés [82], *nombre d’embryons survivants / nombre total
d’embryons décongelés; * % calculé sur le nombre total d’embryons transférés
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3. Résultats de la FIV/ICSI

Le nombre de 2PN obtenus et le taux de fécondation n’étaient pas significativement différents
entre les groupes transfert frais et TED (tableau II). Le nombre moyen d’embryon transféré
était non significativement différent entre les 2 groupes (1,77 + 0,44 pour le groupe transfert
frais et 1,72 + 0,47 pour le groupe TED).

Pour le groupe TED, le taux de survie apres décongélation était de 92,9% (tableau II).

La qualit¢ des embryons, évaluée selon un consensus précédemment publié, n’était pas
significativement différente entre les groupes (Alpha scientifiques en médecine de la
reproduction et de ESHRE Special Interest Group de I'embryologie, 2011).

De plus, dans les deux groupes, le nombre de transferts avec au moins un embryon de grade 1
¢tait similaire (tableau II). Le taux d’implantation (0,20 + 0,33 pour le groupe Transfert frais
vs. 0,17 £ 0,31 pour le groupe TED; p= 0,262), le taux de grossesse clinique [98/325
(30.15%) vs. 85/325 (26,15%) respectivement; p = 0,289], et le taux de grossesse évolutive
[71/325 (21,85%) contre 60/325 (18,46%) respectivement; p = 0,338] n’étaient pas
significativement différents pour le groupe TED par rapport au groupe transfert frais. Le taux
de fausses couches et le taux de grossesses multiples n’étaient pas significativement différents
entre les deux groupes (tableau II). Les facteurs prédictifs indépendants de grossesses
évolutives déterminés par analyse de régression logistique sont détaillés dans le tableau III.
Les variables retrouvées comme indépendamment associées a une grossesse évolutive étaient
les suivantes : (i) 1'age des femmes (OR = 0,92; IC 95%: 0,88 - 0,97), (ii) I'IMC (OR = 0,94;
IC 95%: 0,89 - 0,99) , (iii) le nombre d'embryons 2PN (OR = 1,23; IC 95%: 1.04 -1.40) et (iv)

et la présence d’au moins 1 embryon transféré de grade 1 (OR = 1,97; IC 95%: 1,26 - 3,05).
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Tableau III : Facteurs indépendamment associés a 1’obtention d’une grossesse évolutive :

analyse multivariée par régression logistique

Parametres 0dds ratio 95% IC2 p

Age de la patiente (année) 0.92 0.88-0.97 0.001
IMC (kg/m2) 0.94 0.89-0.99 0.030
Nombre d’embryons 2PN 1.19 1.04-1.40 0.010
Nombre de transfert avec = 1 embryon 1.97 1.26-3.05 0.003

de grade 1" transféré

*(95% intervalle de confiance); " les embryons sont évalués morphologiquement sur des critéres précédemment publiés [82]; IMC, indice de
masse corporelle; 2PN, 2 pronuclei.
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Discussion

Cette étude montre que, par rapport a un transfert frais a J2, les résultats de la FIV/ICSI ne
sont pas améliorés par le transfert d’embryon différé a J2 sur un cycle a distance de la
stimulation ovarienne : nous ne mettons en évidence aucune différence significative
concernant le taux d’implantation, le taux de grossesse clinique, ou le taux de grossesse
évolutive apres un transfert d’embryon frais ou différé.

Une des forces de notre étude est qu’elle aborde un théme encore insuffisamment exploré
qu’est le transfert d’embryon différé. Selon nos connaissances, ce travail constitue 1’étude
avec le plus grand effectif (n = 650) qui a regardé les résultats de la FIV/ICSI apres un
transfert d’embryon a J2 frais par rapport a un transfert différé. La taille de notre échantillon
est susceptible d'avoir minimisé les erreurs statistiques. Cette étude est une étude controlée
avec des groupes qui ont été appariés sur le nombre de cycles précédents de FIV/ISI et sur
I’age des patientes. Ces critéres d’appariements ont été choisis afin de réduire au maximum
d’éventuels biais. En effet, I'une des principales indications du TED dans notre centre est
d’avoir subi au moins deux échecs de FIV/ICSI (37,23%) et 'dge des femmes constitue un
facteur pronostique de la réponse ovarienne a la SOC plusieurs fois décrit dans la littérature
[86,87]. Les indications de TED proposées aux patientes dans notre centre sont basées sur des
indications déja décrites dans la littérature ; le fort risque de SHO [34,35], en cas d’élévation
de la progestérone ou d’endomeétre inadapté, afin d’obtenir un environnement intra-utérin plus
réceptif au cycle suivant [42], en cas d’échec de FIV/ICSI [37], et en cas d’infertilité associée
a I’endométriose [43]. Par ailleurs, afin de réduire le risque thromboembolique ou de le rendre
au moins équivalent a une conception naturelle, les femmes atteintes de maladie auto-immune
et/ou présentant un risque ¢élevé de maladie thromboembolique pouvaient bénéficier d’un
TED en association aux stratégies de préventions classiques [75,78]. Cette étude nous permet

d’obtenir une vue d'ensemble, de l'impact du TED a J2 sur les résultats de la FIV/ICSI,
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quelques soient les indications du TED. Bien que d’autres études sur le sujet aient déja été
publiées, [34-37,42,88] aucune d’entre elles n’offrent une analyse globale, pour toutes les
indications confondues, des résultats du TED a J2 en comparaison au transfert frais. L'impact
de la SOC sur I'implantation aprés un transfert d'embryon au stade J2 a été peu évalué dans les
rapports précédents pourtant le transfert d’embryons clivés est une procédure de routine dans
de nombreux centres. Ce stade de transfert (J2) est une option intéressante pour assurer un

transfert d'embryon chez les patientes ayant obtenu un nombre d’embryons limité [89].

Malgré les précautions prises, il est possible que notre étude souffre de certains biais. Par
exemple, les caractéristiques de la SOC différent entre les deux groupes. Pour le groupe
Transfert frais, la réponse a la SOC semble plus faible que pour le groupe TED. Bien que la
dose totale de gonadotrophines recue était plus élevée lors de la SOC pour le groupe Transfert
frais, le taux d'cestradiol le jour de déclenchement était nettement inférieur a celui du groupe
TED. Deux raisons pourraient expliquer ces différences. Tout d'abord, le groupe TED avait de
meilleurs paramétres de réserve ovarienne, avec un niveau plus ¢élevé d’AMH.
Deuxiemement, lors de la stratégie du TED, le risque de syndrome d'hyperstimulation
ovarienne est trés faible voir nul, ainsi on tolére un niveau d’cestradiol plus élevé le jour de
déclenchement. Ces différences peuvent étre responsables d’un plus grand nombre d'ovocytes
matures dans le groupe TED. Néanmoins, le taux de fécondation et le nombre d'embryons
2PN ne différent pas significativement entre les deux groupes. Afin de limiter 1’effet de ces
différences sur nos résultats, nous avons effectu¢ une analyse par régression logistique. Celle-
ci montre que les parametres de la réserve ovarienne ne sont pas indépendamment associés
avec les résultats de la FIV/ICSI dans notre étude. En outre, malgré le fait que le groupe TED
ait de meilleurs parametres ovariens, ce groupe n'a pas obtenu de meilleurs résultats en termes
de taux de grossesse par rapport au transfert frais. L’analyse multivariée a montré que le
nombre d'embryons 2PN était un facteur prédictif indépendamment associé a 1’obtention

d’une grossesse évolutive. Cependant, le nombre d’embryons 2PN obtenus dans les 2 groupes
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¢tait similaire. Il faut se rappeler que seuls les cycles avec moins de 7 embryons 2PN ont été

inclus dans I’analyse.

En effet dans notre centre, lorsque moins de 7 zygotes sont obtenus, le transfert se fait
systématiquement au stade J2. Si plus de 7 zygotes sont obtenus alors, les embryons sont
laissés en culture et le transfert se fait au stade blastocyste. Cette approche a été choisie afin
de faire un compromis entre (i) le risque de ne pas avoir d'embryons vitrifiés si tous les
embryons sont laissés en culture jusqu’au stade de blastocyste, et (i) le risque d'augmenter le
cott de la prise en charge en FIV/ICSI ainsi que la charge de travail liée a la vitrification si
tous les embryons sont vitrifiés au stade zygote. Par ailleurs, selon les protocoles du centre
tout au long de la période d'étude, le transfert d'embryon frais était réalis¢ uniquement au
stade J2, quel que soit le nombre de zygotes obtenus apres la fécondation. Ainsi, pour éviter
un potentiel biais de sélection, nous n'avons étudié que les transferts d’embryons a J2, avec

moins de sept 2PN obtenus, pour les deux groupes.

Les embryons ont été transférés dans le groupe TED dans un cycle artificiel, a I’aide d’un
traitement séquentiel composé d’estrogéne et de progestérone, visant a mimer l'exposition
hormonale de l'endomeétre dans un cycle naturel. Le transfert d'embryon(s) a été effectué¢ au
quatriéme jour d’exposition de la progestérone. A ce jour, la préparation de 1'endométre la

plus optimale avant un TED reste incertaine [90,91,31,92].

Les avantages du TED sur les taux de grossesses décrits dans d'autres études ne sont pas
retrouvés dans cette étude. Bien qu'il persiste une certaine controverse concernant les
avantages décrits, la plupart des rapports publiés montrent une amélioration des taux de
grossesses apres un transfert d’embryon au stade blastocyste et suggérent que la SOC pourrait
nuire a l'implantation [34-37,46,88]. La preuve clinique que la SOC affecte la réceptivité de
I'endometre et 1'implantation en cas de transfert de blastocyste n’est pas retrouvée lorsqu’on

analyse uniquement le transfert d’embryon au stade J2.
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Les mécanismes impliqués dans l'interaction entre 1'embryon et I'endometre sont complexes et
ne sont pas enticrement ¢élucidés. Il existe plusieurs hypothéses qui peuvent expliquer ces
différences. Tout d'abord, il est considéré comme plausible que les embryons clivés et les
embryons blastocystes ne s'adaptent pas de la méme maniere lorsqu'ils sont exposés a des
taux hormonaux dit « supra physiologiques » au moment de I’implantation [77].

Les embryons préimplantatoires sont capables de s’adapter a leur environnement. Cette
plasticité passe par des modifications métaboliques et épigénetiques [93,94]. L’ activation du
génome embryonnaire chez ’Homme a lieu entre le stade 4 et 8 cellules, c’est a dire vers le
3eme jour de développement [95]. Au stade de blastocyste, les effets de la culture
embryonnaire pourraient induire des effets durables sur 1'expression des geénes [93,94,96].
Plusieurs facteurs en lieu avec cet environnement ‘in vitro’ peuvent agir directement ou
indirectement sur le métabolisme embryonnaire et induire des conséquences négatives sur les
¢tapes d’implantation et de développement embryonnaire [93-97]. Une différence majeure
entre ces embryons a J2 et les embryons blastocystes est I’environnement dans lequel ils se
développent avant I’implantation. L’activation du génome embryonnaire, les modifications
épigénétiques et d’autres modifications morphologiques ont lieu dans cet environnement
hormonal « supra physiologique » ‘in vivo’ en cas de transfert d’embryon(s) a J2. En cas de
transfert de blastocystes, ces changements ont lieu ‘in vitro’ [96,98].

Ainsi, on peut émettre ’hypotheése que transférer un embryon a J2, avant ’activation du
génome embryonnaire, pourrait permettre a cet embryon de s’adapter plus efficacement a
I’environnement maternel notamment en cas d’hyperstimulation ovarienne.

Ensuite, dans une étude de Shapiro et al. [36], les auteurs supposent que la SOC pourrait
induire une avance de la fenétre de réceptivité endométriale et que les embryons blastocystes
a J6 pourraient étre en retard par rapport a la maturation de 1'endometre, compromettant ainsi
I'implantation dans une certaine mesure. Le TED pourrait alors permettre une

resynchronisation entre I’endometre et I’embryon a J6. En effet, afin d'étudier les effets de la
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SOC sur l'endometre, les auteurs ont évalué le taux de grossesse évolutive apres un transfert
de blastocyste unique frais ou congelé. 93 paires d’embryons (frais et congelés) ont été
appariés en fonction de certains parametres embryonnaires et de 1'age de la patiente. Aucune
différence significative n'a été observée entre le transfert frais et le transfert différé pour les
blastocystes J5. A [l'inverse, pour les blastocystes J6, le taux de grossesse était
significativement plus élevé aprées TED. Apreés un transfert d’embryon a J2, il n'y a
actuellement aucun moyen de prédire si I’embryon se développe correctement, ou de
déterminer aprés combien de jours 1'embryon aura atteint le stade de blastocyste in vivo (a J5
ou J6) . Ainsi, en cas de transfert d’embryon a J2, la resynchronisation entre I'embryon et de

I'endometre par transfert différé n’est peut étre pas nécessaire.
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Conclusion

Dans cette étude de cohorte, les taux de grossesses ne semblent pas améliorés apreés un
transfert différé par rapport a un transfert frais a J2, lorsque ’on étudie globalement les
femmes bénéficiant d’un TED, toutes indications confondues. Les résultats de cette étude
suggerent qu’il n’y a pas d’amélioration de I’implantation apres un transfert d’embryon a J2
frais par rapport a un transfert différé.

Néanmoins, cette stratégie reste prometteuse. Il existe de nombreuses raisons qui soulignent
I’importance de cette technique. Il semble que pour certaines indications précises, le transfert
d’embryon différé peut apporter un réel bénéfice par rapport a un transfert frais : C’est le cas
(1) lorsque le transfert d’embryon frais est a trop fort risque d’échec de grossesse comme en
cas de progestérone ¢élevée ou d’anomalies utérines au moment du transfert ; (ii) lorsque ce
transfert frais est a fort risque de complications graves comme le SHO et (iii) sur le plan
obstétrical et néonatal, certains risques semblent réduits aprés un TED en comparaison a un
transfert frais comme la prématurité ou les petits poids de naissance. Cependant, certaines
¢tudes semblent également montrer 1’émergence d’autres risques obstétricaux, spécifiques du
TED, comme le risque de macrosomie.

Ainsi, les données disponibles restent trop hétérogénes pour pouvoir généraliser cette pratique
a toutes les patientes en AMP. Actuellement le niveau de preuve reste insuffisant pour tirer
des conclusions solides. Des études randomisées contrdlées, et a plus grande échelle semblent
nécessaires afin de confirmer ou infirmer les avantages du TED ainsi que pour déterminer
pour quels sous-groupes spécifiques de patientes infertiles le transfert d'embryon(s) différé
pourrait étre plus efficace et plus approprié par rapport au transfert frais en terme de taux de

grossesse mais aussi d’issues obstétricales et néonatales.
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Annexes

Figure supplémentaire 1: embryogénése précoce : la premiére semaine de la vie humaine
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Figure supplémentaire 2 : Algorithme de vitrification dans le centre selon le nombre de zygotes
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Impact du transfert différé d’embryons J2 sur le taux de grossesse en aide médicale a la
procréation : Etude de cohorte

Résumé (francais) :

La stimulation ovarienne controlée pourrait avoir des effets néfastes sur la réceptivité de I'endométre et ainsi
limiter le taux de grossesse en FIV/ICSI (fécondation in vitro /intra-cytoplasmic sperm injection). Pour tenter
d’améliorer ces taux de grossesses, une nouvelle stratégie est de congeler I’ensemble de la cohorte
embryonnaire et de réaliser un transfert d’embryon différé (TED). L hypothése est qu’en transférant I’embryon
au cycle suivant sur un endométre non imprégné par des taux importants de stéroides, I’implantation pourrait
étre améliorée. Cependant 1’évaluation de cette pratique reste complexe: il semble manquer aujourd’hui de
preuves scientifiques robustes permettant de généraliser cette pratique. Par ailleurs, la plupart des études
actuelles portent sur le transfert de blastocystes, ainsi les connaissances concernant le TED au stade d’embryon
clivé restent limitées a ce jour.

Ainsi, I’objectif de cette thése est de comparer les taux de grossesses aprés un transfert d’embryons a J2 frais
par rapport a un TED. Pour cela, nous avons mené une étude de cohorte appariée sur I’dge et le nombre de
cycles précédents de FIV/ICSI. 325 cycles ont été inclus dans le groupe transfert frais et 325 dans le groupe
TED : Il n’y a pas de différence significative entre les groupes concernant le taux d'implantation (0,20 + 0,33
versus 0,17 £ 0,31, respectivement; p=0,258) ou le taux de grossesse évolutive (21,85% versus 18,46%,
p=0,281). Apres une analyse par régression logistique, les facteurs prédictifs de grossesse évolutive étaient I'age
(OR=0,92; 1C95%:0,87-0,96), I'MC (OR=0,94; 1C95%:0,89-0,99), le nombre d'embryons 2PN (OR=1,23;
1C95%:1,08-1,40) et le transfert d’au moins un embryon de grade 1 (OR=1,97; IC95%: 1,26-3,05).

Ces résultats suggerent que, dans le cas d’un transfert d’embryon au stade J2, les résultats de la FIV/ICSI sont
similaires apres un transfert frais ou différé.

Mots clés : Transfert d’embryon frais ; transfert d’embryon différé ; FIV ; ICSI ; AMP

Assisted reproductive technology outcomes after a day 2 fresh versus deferred embryo
transfer : A cohort study

Abstract :

Controlled ovarian stimulation may have adverse effects on endometrial receptivity and consequently limit
pregnancy rates in IVF / ICSI (in vitro fertilization / intra-cytoplasmic sperm injection). In an attempt to
improve pregnancy rate, an emerging strategy is to freeze the entire embryo cohort and proceed to a deferred
embryo transfer (DET). The hypothesis is that postponing the embryo transfer on a non-hormonally-
impregnated endometrium, could improve implantation. However the evaluation of this practice remains
complex: today, there is still a lack of robust scientific evidence to generalize this practice. Moreover, most
current repports studied the transfer of blastocysts and knowledge about the TED at cleavage stage remains
limited to date.

Thus, the objective of this thesis is to compare IVF/ICSI outcomes after a fresh day 2 embryo transfer versus a
deferred embryo transfer. We conducted a matched cohort study on age and number of previous IVF / ICSI
cycles. 325 cycles were included in the Fresh embryo transfer group and 325 in the DET group: There was no
significant difference between groups regarding the implantation rate (0.20 + 0.33 versus 0.17 £ 0, 31,
respectively; p = 0.258) or the ongoing pregnancy rate (21.85% versus 18.46%, p = 0.281). After logistic
regression analysis, predictors of ongoing pregnancy were age (OR = 0.92, 95% Cl 0.87- 0.96), BMI (OR = 0.94,
95% Cl: 0, 89 - 0.99), the number of 2 PN embryos (OR = 1.23, 95% ClI 1.08 - 1.40) and the transfer of at least
one grade 1 embryo (OR =1.97, 95% CI 1.26 - 3.05).

These results suggest that, in the case of embryo transfer at day 2 stage, IVF / ICSI outcomes are similar after
a fresh or a deferred transfer.

Keywords (english) : Fresh embryo transfer ; deferred embryo transfer ; IVF ; ICSI ; ART
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