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PARTIE 1 : GENERALITES

L’infertilité représente un réel probleme de santé publique, puisqu’un couple sur six est
amené a consulter pour une prise en charge en Assistance Médicale a la Procréation (AMP).
Les données rapportées par 1’Agence de Biomédecine (ABM) corroborent ce fait, puisque le
nombre de tentatives d’AMP réalisées chaque année en France ne cesse d’augmenter, avec
notamment 143 778 cycles rapportés par I’ABM en 2014 (vs. 141 297 en 2011), et 25 208
enfants nés (vivants) en 2014 (soit 3,1% des naissances dans la population générale).

Parallelement a cette demande en perpétuelle augmentation, les techniques de
Fécondation In Vitro (FIV) connaissent depuis les années 1990 des améliorations remarquables,
telles que la mise en pratique de la FIV avec micro-Injection Intra-Cytoplasmique de
Spermatozoides (ICSI) depuis 1992 (Palermo et al., 1992), la mise au point de la technique de
congélation embryonnaire/ovocytaire ultra-rapide, également appelée vitrification, ou
I’amélioration des conditions de culture embryonnaire, optimisant le nombre et la qualité des
embryons obtenus et permettant, dans certains cas, la pratique de la culture prolongée (CP). La
qualité des embryons est primordiale pour la réussite des tentatives d’AMP puisqu’il a été
démontré que les taux de grossesse et de naissance (vivante) augmentent avec des embryons de
bonne qualité (Fauque et al., 2007).

I. EVALUATION DE LA QUALITE EMBRYONNAIRE EN AMP

L’objectif principal de la sélection embryonnaire est d’identifier ’embryon le plus
susceptible de s’implanter. L’évaluation de la qualit¢ embryonnaire repose encore

essentiellement sur des marqueurs morphologiques évalués quotidiennement au microscope.

A. DESCRIPTION MORPHOLOGIQUE DES EMBRYONS
a. Le zygote, J1 (Papale et al., 2012)

Environ 17 heures (H17 +/- 1 heure pour les ICSI, H18 +/- 1 heure pour les FIV selon
le consensus d’Istanbul (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special
Interest Group of Embryology, 2011)) aprés 1’insémination/injection, I’ovocyte est observé afin
d’évaluer sa fécondation par un spermatozoide : stade zygote. Ceci se traduit par 1’apparition
de 2 pronucléi (PN) (1 pronucléus male et 1 pronucléus femelle) au sein de I’ovocyte, et
I’expulsion du 2° globule polaire signifiant la fin de la méiose de 1’ovocyte. Pendant de
nombreuses années, ces 2 pronucléi étaient observés en précision (taille, orientation, nombre et

polarité des nucléoles) (Nagy et al., 2003; Scott et al., 2000) afin de déterminer la qualité¢ du
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zygote (Z-score), mais ceci a été trés controversé. Aujourd’hui, a J1, on estime qu’un zygote

est utile s’il posséde bien ses 2 pronucléi et ses 2 globules polaires (Figure 1).

Figure 1 : Zygote (2PN, 2GP) a HI8

b. Segmentation : les 1°* clivages

La segmentation (ou clivage) consiste en une succession de divisions cellulaires, a
volume embryonnaire constant. A chaque division, la taille des cellules (ou blastomeéres)
diminue, partageant le cytoplasme abondant du zygote entre les cellules filles.

La premiére segmentation de I’ceuf fécondé a lieu a 1’idéal autour de la 25° heure aprés
la mise en fécondation, justifiant son observation a ce temps. Les différents stades observables
sont :

- zygote (2PN),
- syngamique (correspondant a la fusion des membranes des 2 pronucléi, autour de H23
+/- 1 heure, Figure 2),
- premier clivage précoce (normalement autour de H26 (ICSI) ou H28 (FIV) +/- 1 heure),
réputé de bon pronostic implantatoire pour I’embryon (Wharf et al., 2004).
Les 2°™ divisions sont asynchrones, de ce fait, on peut observer un stade transitoire a

3 cellules comprenant un gros et 2 petits blastoméres (Figure 3).

Figure 2 : Ovocyte fécondé syngamique a H25 (Magli et al., 2012)
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Figure 3 : Développement séquentiel optimal d'un embryon de JI a J2 : 1¥ clivage (4), 2° clivage (B) puis
3% clivage (C)

c. L’embryon précoce, J2-J3 (Prados et al., 2012)

L’embryon observé a J2 (H44 +/- 1 heure) et J3 (H68 +/- 1 heure) est appelé embryon
précoce. Trois paramétres importants sont observés pour définir la qualité

embryonnaire (Figure 4) :

7

« Le nombre de blastoméres (cinétique de division)

Le zygote s’est divisé une premiére fois (1* clivage) en 2 cellules, puis chaque cellule-

mere donne deux cellules-filles, théoriquement identiques.

7

« L’aspect typique ou non des clivages (T/A)

Un embryon « typique » posseéde des blastoméres de taille en rapport avec les divisions
effectuées (Ziebe et al., 1997) (Figure 4) :
v’ 2 cellules de taille identique
3 cellules : 1 grande et 2 petites
4 cellules de taille identique

5 cellules : 3 grandes et 2 petites

AN N NN

etc.

«» Le taux de fragmentation (a/b/c/d)

Le taux de fragmentation cytoplasmique (produits anucléés de divisions anormales des
blastomeéres) de I’embryon, est catégorisé selon 4 grades, en fonction du volume occupé par les
fragments par rapport au volume total de I’embryon (Figure 4) :

v' A :pas de fragmentation (Figure 5A)

v" B :>0-20% de fragmentation (Figure 5B)

v' C:20-50% de fragmentation (Figure 5C)

v' D :>50% de fragmentation (Figure 5D)

12



Classification des embryons : 3 critéres d’évaluation

1er critére : nombre de blastomeéres (au-dela de 10 cellules : indiquer >10)

2éme critére :

Embryons Typiques (T) Embryons Atypiques (A)
v -

A3 A3i
A4 Adi
A5i
A6 A6i ... etc

3éme Critére : taux de fragmentation
A7 « A» : 0% d’exsudat (en volume)

« B» : >0- 20% d’exsudat

« C»: 20-50% d’exsudat

A8 « D» : >50% d’exsudat

P IIBSO
B39

Figure 4 : Classification des embryons précoces de Médifirst

Figure 5: Taux de fragmentation d’un embryon a J2 : A: 0; B: 0-20; C:20-50;, D : >50%

Cette fragmentation est observée dans environ 75% des embryons humains obtenus in
vitro (a différents degrés). Il s’agit d’'un phénoméne imprévisible et embryon-spécifique

puisqu’elle peut affecter certains embryons d’une cohorte, ou tous les embryons, ou aucun. Le
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taux de fragmentation est largement utilisé¢ dans tous les scores de qualité embryonnaire, mais
ses causes sont encore mal définies. C’est un marqueur de qualité incontournable puisqu’il est
généralement admis que les taux d’implantation des embryons ayant moins de 20% de
fragments sont peu ou pas différents de ceux des embryons non fragmentés. Pour les embryons
ayant entre 20 et 50% de fragments, les taux d’implantation sont diminués. Les embryons ayant
plus de 50% de fragmentation sont rarement transférés puisqu’il a été démontré qu’ils
permettaient d’obtenir des taux d’implantation et de naissance trés faibles (Chi et al., 2011;
Fujimoto et al., 2011; Hardy, 1999).

Ainsi, a J2 un embryon dit de « top-qualité » présente 4 cellules, de taille identique, avec
moins de 20% de fragments, et 8 cellules a J3 (de taille identique et <20% de fragments) (Figure

6).

Figure 6 : Embryons de qualité morphologique optimale a J2 (4) et J3 (B)

Ces trois paramétres ont un role pronostique largement démontré sur le potentiel

implantatoire de I’embryon (Fauque et al., 2007; Giorgetti et al., 1995).

d. La compaction

Au 4° jour environ, a partir d’'une douzaine de blastoméres, I’embryon prend la forme
d’une petite mire et est appelé « morula », dans laquelle les cellules sont toujours indépendantes
mais augmentent leurs contacts intercellulaires (Figure 7). Ces contacts engendrent des
changements moléculaires de surface, avec mise en place de jonctions adhérentes (role dans
I’adhésion cellulaire), de jonctions serrées (role dans la polarité cellulaire) et jonctions Gap
(r6le dans la communication intercellulaire). A la fin de la compaction, les cellules de la morula
sont polarisées : les cellules externes protégent les cellules internes du milieu extra-
embryonnaire. C’est le début de la différenciation cellulaire qui individualise le trophectoderme
de la masse cellulaire interne (MCI).
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Figure 7 : Développement d'un embryon précoce initiant sa compaction a J3 (4) et évoluant vers le
stade morula a J4 (B)

e. La cavitation

Une cavité apparait ensuite, permise par le maintien d’un gradient osmotique (pompes
Na/K-ATPase, imperméabilité intercellulaire, passage d’eau controlé par les aquaporines) et
des lacunes intercellulaires. Ces lacunes fusionnent en une cavité de plus en plus volumineuse

(le blastocele). L’embryon clivé/précoce devient alors un blastocyste.

f. Le blastocyste : J5-J6 (Hardarson et al., 2012)

Le blastocyste est formé d’une couche de cellules externes aplaties, formant le
trophectoderme, de la cavité interne (ou blastocéle) et d’un amas de cellules internes plus
compactes appelé « masse cellulaire interne ». Lorsque le blastocyste est formé, celui-ci
s’expanse, la zone pellucide s’amincit jusqu’a se rompre (sous ’influence d’une protéase
sécrétée par le trophectoderme et de contractions répétées du blastocyste), permettant ainsi
I’éclosion du blastocyste, indispensable a I’implantation de 1I’embryon dans la muqueuse
utérine.

La qualité d’un blastocyste est évaluée actuellement selon la classification de Gardner
(Gardner and Schoolcraft, 1999) (Figure 8).
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Classification des Blastocystes

B1 : Blasto jeune.

/ Blastocéle < moitié du volume.

B2 : Blastocyste.
Blastocéle > moitié du volume.

Stades B3 a B6 : compléter la classification par la

caractérisation MCI et Trophoblaste.

B3 : Blastocyste complet.

Blastocéle rempli tout le volume.

B4 : Blastocyste expansé.
B3 + augmentation du volume

de I'embryon (ZP amincie).

B5 : Blastocyste en cours d’éclosion.

B6 : Blastocyste éclos.

Trophoblaste

C : Trés peu de @ ) ) |
cellules le plus souvent § // i (

épaisses.

B : Peu de cellules
formant un épithélium
lache.

A : Nombreuses
cellules formant un
épithélium continu.

Masse
Cellulaire
Interne (MCI)

A : Gellules bien
compagctées et
nombrguses.

B : Peu compacté,
cellgles moins
nombreuses.

C : Trés peu de
cellules. & o\

SIS AT

/ N
MCICZ \
P N

\
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Figure 8 : Classification des blastocystes
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B. NOUVELLES APPROCHES DE LA QUALITE EMBRYONNAIRE
a. Evaluation cinétique

Une nouvelle technologie a été développée, appelé « Time-Lapse ». Il s’agit de caméras
permettant 1’observation quasi-continue du développement des embryons sans les sortir des
incubateurs (culture ininterrompue). Cela permet d’une part de limiter I’exposition des
embryons aux facteurs externes tels que la lumiere, les variations de température, etc., et,
d’autre part, d’avoir un regard sur la cinétique de développement de I’embryon (en dépassant
les limites d’une seule observation quotidienne a un instant t). Nous pouvons ainsi évaluer la
cinétique des divisions cellulaires, et 1’apparition/disparition des noyaux. Le Time-Lapse a été
utilis¢ essentiellement pour décrire les évenements de fécondation et le développement
embryonnaire précoce (Payne et al., 1997), ainsi que les aspects morphodynamiques de la
fragmentation embryonnaire (Van Blerkom et al., 2001). Pribensky et al. ont réalisé une méta-
analyse de cinq essais contr0lés randomisés, dans laquelle ils mettent en évidence une
amélioration des issues cliniques avec ’utilisation du Time-Lapse (meilleurs taux de grossesse
clinique et de naissance vivante et moindre taux de fausse couche précoce) (Pribenszky et al.,
2017). Ces résultats pourraient étre en relation avec ’amélioration des conditions de culture
permise par la culture ininterrompue (stabilit¢ optimale des conditions de culture), ou a une
sélection plus pertinente des embryons par I’observation quasi-continue permettant une datation
morphocinétique précise de 1’évolution embryonnaire. Néanmoins, méme si les résultats de la
méta-analyse de Pribensky et al. semblent en faveur de la culture en condition Time-Lapse,
aucune conclusion générale ne peut encore étre tirée car ils sont obtenus en incluant des études
analysant des populations hétérogenes et de méthodologie peu robuste. Actuellement, il n’y a
pas de consensus quant a D’efficacité de Time-Lapse a sélectionner les embryons utiles,
probablement du fait de I’absence d’un algorithme universel (Barberet et al., 2018).

b. Evaluations non morphologiques ou « omiques »

La biologie systémique est une science nouvelle décrivant et prédisant le
fonctionnement des systémes vivants, a partir de la connaissance de leurs composants et des
relations entre ces composants. Elle utilise une approche globale avec des outils de haute
technologie pour identifier et quantifier, non seulement tous les génes d’un génome, mais aussi
tous les ARN et protéines d’une cellule (transcriptomique et protéomique) ou tous les
métabolites impliqués (métabolomique).

En comparant les transcriptomes de blastocystes par micro-array, une équipe a, par
exemple, identifié plus de 7000 transcrits exprimés exclusivement dans les blastocystes
« viables », soit autant de pistes a explorer pour identifier de nouveaux marqueurs de
compétence embryonnaire (Jones et al., 2014). Une autre équipe a, quant a elle, mis en évidence
des profils protéiques associés a un arrét de développement (Katz-Jaffe et al., 2006). Des études
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prospectives récentes ont aussi retrouvé une corrélation entre le profil métabolique
(métabolome) embryonnaire évalué dans le milieu de culture et la survenue d’une grossesse,
venant compléter les informations apportées par la morphologie (Krisher et al., 2015).
Neéanmoins, les évaluations génomiques et transcriptomiques sont des méthodes invasives
(diminution des taux de grossesse apres biopsie de blastomeres (Mastenbroek et al., 2007)) et
donc difficilement applicables en routine. Si les évaluations protéomiques et métabolomiques
ne sont, quant a elles, pas invasives, leur développement clinique est encore a 1’¢tude.
Cependant, la combinaison d'un dosage quantitatif et non invasif examinant le métabolome
embryonnaire et/ou le sécrétome protéomique en combinaison avec 1'évaluation morphologique
pourrait représenter une amélioration significative des techniques de sélection embryonnaire et

améliorer les issues cliniques en AMP (Krisher et al., 2015).

c. Evaluation métabolique

En ce qui concerne 1’évaluation du métabolisme embryonnaire, la mesure non invasive
des taux de respiration embryonnaire permettrait de prédire quels sont les embryons qui vont
arréter leur développement (Lopes et al., 2007; Scott et al., 2008). De méme, différents auteurs
ont mis en évidence une corrélation entre le métabolisme de certains acides aminés ou de
certains acides gras, en quantifiant leur turn-over dans le milieu de culture embryonnaire par

des techniques de chromatographie (Lee et al., 2015).

Ces méthodes d’évaluation du potentiel implantatoire de I’embryon, certes intéressantes
sur le plan théorique, sont toutefois cotiteuses, ou difficiles a mettre en place dans la pratique
quotidienne au laboratoire, et ne supplantent pas les méthodes morphologiques actuelles.

II. INTERET DE LA CULTURE PROLONGEE

L’amélioration des conditions de culture et la maitrise des techniques de congélation
des blastocystes (vitrification) ont permis 1’essor de la culture embryonnaire dite
« prolongée » (CP), jusqu’a I’obtention du stade blastocyste (J5-J6).

La CP est utilisée dans prés de 25% des tentatives de FIV, et 39% des transferts
d’embryons congelés. Selon I’ABM, en France en 2014, le taux de blastoformation était de
66,4%, dont 41% de blastocystes de bonne qualité¢ (transférés ou congelés). Leur taux
d’implantation était aux alentours de 29% par blastocyste transféré. La part des enfants nés
apres FIV avec CP était de 23,4%.
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A. OPTIMISATION DE LA SELECTION EMBRYONNAIRE ET DE L’ISSUE
CLINIQUE

L’objectif de la CP est d’augmenter les chances de sélectionner le/les embryon(s) ayant
le meilleur potentiel implantatoire, tout en limitant le nombre d’embryons transférés et de fait
le risque de grossesse multiple.

De nombreuses ¢études se sont intéressées aux taux de succes du transfert au stade
blastocyste vs. embryon clivé. Celles-ci ont pu montrer une augmentation des taux
d’implantation lors du transfert frais de blastocyste (Gardner et al., 1998a), de méme pour les
taux de naissance vivante (Papanikolaou et al., 2006) (Papanikolaou et a/., 2005). Une méta-
analyse récente regroupant 27 essais (Glujovsky and Farquhar, 2016) a d’ailleurs confirmé
I’intérét de la CP pour améliorer I’issue clinique de la tentative, et ce dans les populations de
bon et de mauvais pronostic.

En effet, de nombreux embryons préimplantatoires sont porteurs d’anomalies
chromosomiques susceptibles d’affecter leur développement et ainsi la réussite de la tentative
d’AMP (Katz-Jaffe et al.,, 2004; Laverge et al, 1997; Magli et al, 2001). Le risque
d’aneuploidie des ovocytes et des embryons humains augmente avec 1’age maternel (Dailey et
al., 1996, Marquez et al., 2000), et est corrélé a une diminution du taux d’implantation et un
taux de fausse couche plus €levé. Les embryons aneuploides auraient tendance a cesser leur
développement apres J3. Dans ce sens, le transfert au stade blastocyste permettrait une
désélection des embryons aneuploides et ainsi une augmentation des taux d’implantation
(Fragouli and Wells, 2011; Schoolcraft et al., 2010; Staessen et al., 2004).

Cependant, en cas de CP, le risque d’échec de transfert est statistiquement plus élevé
que lors de transferts a J2/J3 (OR 2.50, 95% CI 1.76 to 3.55) (Glujovsky et al., 2016), et montre
I’intérét d’identifier des marqueurs prédictifs de la blastoformation. Certaines études suggerent
que le nombre de blastomeres (Langley et al., 2001; Neuber et al., 2003; Racowsky et al., 2000)
et le taux de fragmentation (Shoukir et al, 1998) a J3 seraient prédictifs du taux de
blastoformation, mais pas de leur qualité. Le taux de blastoformation peut varier de 0% a 100%
dans certains cas (Gardner et al., 1998a), et I’incidence d’annulation du transfert est plus ¢levée
dans les populations non-sélectionnées (Papanikolaou et al., 2008). Certains facteurs cliniques
tels que : I’age jeune de la femme, la réserve ovarienne, I’absence d’infertilité masculine, ainsi
qu’une infertilité¢ secondaire, ont ¢t¢ identifiés comme prédictifs de blastoformation et survenue
de grossesse apres transfert d’un blastocyste (Thomas et al., 2010). Néanmoins, la CP permet
la congélation d’embryons surnuméraires au stade blastocyste, jugés de mauvaise qualité au
stade précoce (Guerif et al., 2009, 2011; Sallem et al., 2017). D’ailleurs, il a ét¢ montré qu’un
blastocyste de bonne qualité possede les mémes chances d’implantation quelle que soit sa
qualité observée a J2/3 dont il est issu (Herbemont et al., 2017).

Considérant tous ces éléments, il semble important dans certaines situations (couples
avec antécédents d’échec de recueil, age de la femme ¢€levé, baisse de réserve ovarienne efc.)

d’informer les couples du risque important d’annulation du transfert apres CP.
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B. SYNCHRONISATION AVEC L’ENDOMETRE

In vivo, I’ovocyte et les spermatozoides se rencontrent dans la partie distale/ampullaire
de la trompe, puis I’embryon se dirige vers 1’utérus, dans lequel il s’implantera au stade de
blastocyste environ 7 a 8 jours aprés la rencontre entre les gameétes (Figure 9). Lors d’un
transfert embryonnaire a J2 ou J3, ’embryon est donc exposé prématurément a I’environnement
utérin, qui est différent de I’environnement tubaire (Gardner et al., 1996), ce qui pourrait nuire
a son développement.

Ainsi, une meilleure synchronisation endomeétre-embryon pourrait étre en cause dans
I’amélioration des taux d’implantation aprés transfert d’un blastocyste (vs. embryon clivé)
(Papanikolaou et al., 2008; Zech et al., 2007).

Par ailleurs, dans le cadre d’une stimulation ovarienne, une augmentation de la
contractilité utérine est observée a partir du déclenchement de I’ovulation, et se stabilise apres
7 jours. Cette relaxation utérine pourrait ainsi contribuer a faciliter I’implantation du blastocyste
(Fanchin et al., 2001).

DAY 3
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4 CELL STAGE 8 CELL STAGE DAY 4
2 CELL STAGE
MORULA
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BLASTOCYST
IMPLANTATION

ZYGOTE

EGG NUCLEUS
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Figure 9 : Cinétique de développement in vivo de l'ovocyte a l'implantation embryonnaire
(site magrossessenaturelle.com)
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IHI. EMBRYON : DEVELOPPEMENT & MODIFICATIONS

Tout au long de son développement, I’embryon subit de nombreuses modifications
(structurelles, moléculaires, métaboliques efc.). Les conditions de culture doivent s’adapter a
toutes ces modifications afin de se rapprocher le plus possible de la physiologie et permettre un
développement embryonnaire optimal. Des conditions (physiques et chimiques) sub-optimales
pendant la culture embryonnaire peuvent nuire au développement des embryons (Wale and
Gardner, 2016).

A. MODIFICATIONS MOLECULAIRES

Aprés la fécondation, le génome gamétique reste silencieux, et subit une
reprogrammation via plusieurs phénomenes tels qu’un remodelage de la chromatine
(remplacement et modification des protéines liées a I’ADN) et des modifications épigénétiques
(méthylation de I’ADN, empreinte parentale). La formation du génome embryonnaire (au stade
zygote) passe par des modifications des enveloppes nucléaires des pronucléi, mais celui-ci n’est
activé qu’apres les premiers clivages. Ainsi, avant cette activation, le développement dépend
donc strictement de I’héritage maternel en ARN et protéines présents dans 1’ovocyte et
accumulés pendant la période de croissance et de maturation avant I’ovulation, rendant
I’embryon aux stades précoces extrémement sensible a son environnement.

L’activation du génome embryonnaire est un phénomene contrdlé, avec tout d’abord,
aux stades de 2 a 4 cellules, la mise en place de la machinerie cellulaire de base (phase dite
mineure, a activités métabolique et de biosynthése réduites, ne nécessitant pas la présence de
facteurs de transcriptions spécifiques) ; puis, a partir de 8 cellules, la préparation des
évenements morphologiques ultérieurs (compaction, cavitation, différenciation), qui est une
phase majeure avec augmentation rapide de synthese des transcrits. A partir de cette activation,
les ARN et protéines nouvellement synthétisés sont indispensables au développement de
I’embryon.

B. MODIFICATIONS METABOLIQUES

Les embryons subissent des modifications de leurs préférences nutritionnelles au fur et
a mesure de leur développement (du zygote au blastocyste) (Lane and Gardner, 2007). Le
zygote est initialement au repos, avec une faible activité métabolique et biosynthétique.
L’embryon précoce utilise principalement des acides carboxyliques (pyruvate et lactate)
(Gardner et al., 2001; Gott et al., 1990; Hardy et al., 1989) comme substrats énergétiques, ainsi
que des acides aminés non essentiels comme 1’aspartate (Lane and Gardner, 2005); il dépend

donc enticrement des mitochondries (métabolisme a base d’ATP). Il utilise de tres faibles

21



quantités de glucose (Gott et al., 1990; Hardy et al., 1989), supposé étre métabolisé par la voie
des pentoses phosphates pour maintenir le pouvoir réducteur des cellules, en particulier dans la
production de glutathion, ayant un role dans la protection contre le stress oxydatif. Le
métabolisme du glucose, méme s’il est tres faible pendant ces premieres étapes de
développement préimplantatoire, est essentiel pour les développements métaboliques
ultérieurs. L’activation du génome embryonnaire est concomitante avec 1’augmentation de la
biosynthese et le changement de préférence nutritionnelle pour un métabolisme a base de
glucose (nutriment principal du blastocyste) (Gott et al., 1990; Hardy et al., 1989). Le
blastocyste métabolise presque tout le glucose absorbé par le cycle tricarboxylique et la
glycolyse aérobie (30 a 50% du glucose étant converti en lactate) (Gardner and Leese, 1990;
Lane and Gardner, 1998). Cette conversion inhabituelle du glucose en lactate en présence de
niveaux importants d’oxygene, résulterait de la forte demande de biosynthese.

La disponibilité des nutriments change le long du tractus génital féminin (de la trompe
a I’utérus) en fonction des besoins de I’embryon : il y a un gradient décroissant de pyruvate et
de lactate, tandis qu’inversement, le glucose augmente (Gardner et al., 1996). Ces modifications
reflétent le passage d’un métabolisme a base d’acide carboxylique a un métabolisme a base de

glucose dans I’embryon.

C. HOMEOSTASIE EMBRYONNAIRE

Au cours de son développement, I’embryon subit ¢galement des modifications de ses
fonctions de régulation ionique (Lane and Gardner, 2007). L’ovocyte puis ’embryon juste
apres la fécondation ne possédent pas de systeme de transport actif pour réguler leur pH
intracellulaire (Baltz et al., 1990; Phillips and Baltz, 1999). Ces systémes apparaissent
seulement 6 a 8 heures apres la fécondation, et ne seront pleinement fonctionnels qu’apres 10
heures. Les régulateurs des fonctions homéostatiques comme les acides aminés (protection
contre le stress ionique et le pH) sont donc des composants essentiels du milieu de culture pour

les embryons précoces.

D. LA COMPACTION : UNE ETAPE CLE

La compaction, avec 1’apparition des jonctions serrées, permet la mise en place d’un
épithélium de transport fonctionnel qui permet a I’embryon de mieux réguler son homéostasie
et d’étre ainsi moins sensible aux modifications de son environnement. En effet, ’embryon
augmente sa capacité de régulation contre le stress ionique (diminution de sa dépendance aux
osmolytes externes en réponse a de forts taux de sel dans le milieu) (Hammer and Baltz, 2003;
Lane and Gardner, 2001; Steeves and Baltz, 2005) ainsi que celle de régulation de son pH

intracellulaire.
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IV. CONDITIONS DE CULTURE EMBRYONNAIRE

In vivo, I’embryon se développe et se déplace continuellement au sein de quelques
centaines de nanolitres d’un fluide visqueux complexe, contenant des taux ¢levés d’albumine
et d’aminoglycanes, et dans un environnement ou la concentration en oxygene est faible (2 a 8
%). Les conditions in vivo différent fortement des conditions in vitro ou 1’embryon est en
position statique, expos€¢ a de nombreux facteurs exogenes auxquels il doit s’adapter. Les
laboratoires d’AMP tentent depuis de nombreuses années d’adapter au mieux les conditions de

culture in vitro afin de se rapprocher au maximum des conditions physiologiques.

A. LES MILIEUX DE CULTURE

Le milieu de culture est un facteur clé pour permettre un développement optimal de
I’embryon. Néanmoins, méme le meilleur milieu de culture ne reproduit que partiellement

I’environnement physiologique et oblige ainsi I’embryon a s’adapter (Biggers, 1998).

a. Composants clés des milieux de culture

Les composants essentiels a la culture embryonnaire et présents dans 1’ensemble des

milieux commerciaux sont :

% Le glucose (substrat énergétique), dont la concentration nécessaire varie selon le stade
embryonnaire. De nombreuses études ont montré que de grandes concentrations de glucose
entrainent un retard ou un arrét de développement de I’embryon clivé (diminution de la
fonction mitochondriale, donc diminution d’ATP) mais qu’il est indispensable pour le
blastocyste (sinon perte de viabilité) (Gott et al., 1990; Hardy et al., 1989) ;

» Les acides aminés (roles de chélateurs, d’osmolytes, de tampons pH, d’antioxydants, de

L)

régulateurs métaboliques, de précurseurs biosynthétiques efc.) : ils sont indispensables au
bon développement embryonnaire (un milieu sans acides aminés altére le potentiel de
développement des embryons). La nature des acides aminés dont I’embryon a besoin
differe en fonction de son stade de développement. Néanmoins, I’ammonium est un toxique
produit par le métabolisme de la glutamine, qui a donc été remplacée par des dipeptides
stables.
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¢ Les chélateurs : ’EDTA a un effet bénéfique mais uniquement au stade clivé puisqu’il
inhibe la glycolyse. Apres la compaction, la présence d’EDTA provoque une réduction de
la MCI et altere le développement feetal ;

% Les protéines et macromolécules (albumine +/- hyaluronane, essentiel dans les milicux

de culture).

11 existe deux grandes sortes de milieux de culture, qui différent par leur composition :

milieux uniques et milieux séquentiels (Werner et al., 2016).

b. Les milieux séquentiels

Les milieux séquentiels (approche « Back to nature ») contiennent les nutriments
spécifiques a chaque stade de développement embryonnaire : ils s’adaptent aux changements
métaboliques de I’embryon avant et aprés sa compaction. L. embryon est donc dans un premier
milieu de JO a J3, puis est changé de milieu au troisieéme jour pour la suite de sa culture. Ce type
de milieu a été développé et validé pour améliorer les issues cliniques et biologiques de la CP
(Gardner and Lane, 1997; Gardner et al., 1998b; Jones et al., 1998).

Afin de s’adapter aux besoins physiologiques des embryons, le premier milieu contient
essentiellement des acides aminés non essentiels, de ’EDTA, du pyruvate et une faible
concentration de glucose, tandis que le deuxiéme milieu contient des acides aminés essentiels,

moins de pyruvate, plus de glucose mais ne contient plus d’EDTA.

c. Les milieux globaux

En revanche, le milieu global (approche « Let the embryo choose ») est utilisé du
premier jour de culture (des la mise en fécondation par FIV ou ICSI) jusqu’a la fin de la culture
(J2-3 ou J5-6 en cas de CP). Il contient donc d’emblée tous les nutriments nécessaires a
I’embryon quel que soit son stade de développement (Biggers and Racowsky, 2002; Macklon
et al., 2002). Méme si les milieux séquentiels ont montré de trés bons taux de succes apres leur
mise en place pour la CP, le principe du milieu unique a continué de susciter des nombreuses
recherches pour étre amélioré puisqu’il est plus simple a utiliser en pratique et moins coliteux.
Il contient donc tous les ingrédients nécessaires jusqu’au développement du blastocyste : acides
aminés essentiels et non essentiels, ’EDTA, le glucose, le pyruvate et le lactate en
concentration constante. Ce type de milieu a été amélioré grace a de nombreuses recherches sur

modeles animaux (Lawitts and Biggers, 1991a, 1991b).
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d. Quel type de milieu choisir ?

Le principe du milieu unique permet donc a I’embryon de choisir lui-méme les
nutriments dont il a besoin, tandis que les milieux séquentiels imitent plus étroitement les
conditions in vivo. De nombreuses études ont montré de meilleurs résultats (ou au moins
équivalents) avec les milieux uniques (Biggers and Racowsky, 2002; Macklon et al., 2002),
néanmoins, Werner et al. ont trouvé des résultats contradictoires avec un moindre taux de
blastoformation en milieu unique (vs. séquentiels) (Werner et al., 2016). Cependant, ils n’ont
pas trouvé de différence pour les taux d’implantation.

Ainsi, il existe de nombreuses études avec des résultats contradictoires, y compris des
méta-analyses, et il est difficile de conclure sur la supériorit¢ d’un type de milieu de culture
plutoét qu’un autre. En 1’absence de consensus a ce jour sur 1’utilisation optimale de 1’un ou
I’autre (Swain et al., 2016), chaque laboratoire est libre de déterminer quel est le milieu de

culture le plus adapté a son activité.

B. PARAMETRES INFLUENCANT LA CULTURE EMBRYONNAIRE

Il a été démontré que de nombreux facteurs tels que la lumiére, les variations de
température, la composition atmosphérique gazeuse, le pH, 1’osmolarité des milieux, la qualité
de l’air ainsi que I’accumulation de toxines dans les milieux (en raison de la nature statique de
la culture) peuvent influencer les taux de réussite en AMP (taux de fécondation, développement
embryonnaire, taux de grossesse) (Higdon et al., 2008; Wale and Gardner, 2016). Ainsi, des
conditions sub-optimales peuvent diminuer les taux de succes d’un laboratoire d’AMP (Quinn
et al., 1990). Malgré de nouvelles connaissances et améliorations en AMP, les taux de succes
stagnent autour de 25 a 30% (Human Fertilisation and Embryology Authority (HFEA), 2013),
et cela peut étre di, entre autres, a la sensibilit¢ de I’embryon préimplantatoire a son
environnement ainsi qu’a la complexité des processus impliqués dans la fonction endométriale
et I’implantation.

Par ailleurs, Wale et Gardner ont décrit une sensibilité¢ différente des embryons en
fonction de leur stade de développement (Wale and Gardner, 2016). Ainsi, le zygote serait tres
sensible a toutes les variations de conditions de culture, bien plus que I’embryon précoce qui

I’est lui-méme plus que la morula puis le blastocyste qui serait le moins sensible) (Figure 10).
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Figure 10 : Impact relatif des facteurs de stress physiques et chimiques sur [’embryon préimplantatoire
représentant les différences stade-spécifiques de la réponse de I’embryon au stress (Wale and Gardner, 2016)

C. LE STRESS OXYDATIF

Le métabolisme aérobie présente a la fois des avantages et des effets secondaires
potentiellement dommageables pour les systémes biologiques (Burton and Jauniaux, 2011). Il
participe aux transferts d’¢lectrons de haute énergie et soutient donc la production de grandes
quantités d’ATP par phosphorylation oxydative. Ceci est nécessaire a 1’évolution d’organismes
multicellulaires complexes, mais est susceptible d’attaquer n’importe quelle molécule
biologique (protéine, lipide, ADN). Par conséquent, notre corps subit I’attaque oxydative
constante des especes réactives de 1’oxygeéne (ROS) : pro-oxydantes. Ces dernieres doivent €tre
inactivées par différents mécanismes de protection antioxydants (enzymatiques et non-
enzymatiques) (Guérin et al., 2001). Il existe donc, dans les conditions optimales, un équilibre
entre pro- et antioxydants permettant le maintien de 1’homéostasie intracellulaire. Un
déséquilibre en faveur des pro-oxydants (surproduction des ROS) aboutit au stress oxydatif.
Les ROS jouent un role important en tant que seconds messagers dans de nombreuses cascades
de signalisation intracellulaire visant a maintenir la cellule en homéostasie avec son
environnement immédiat (Droge, 2002). Leur synthese peut étre endogene (principalement li¢e
a la phosphorylation oxydative et aux enzymes NADPH et xanthines oxydases), mais il existe
¢galement plusieurs facteurs exogeénes pouvant augmenter leur production (comme

I’hyper/hypoxie, exces de glucose, exposition aux ultraviolets etc.) (Guérin et al., 2001).

a. Les especes réactives oxygénées.

Le terme ROS s’applique a la fois aux radicaux libres et a leurs intermédiaires non
radicaux. Les radicaux libres sont définis comme des espeéces contenant un ou plusieurs
¢électrons non appariés, ce qui leur confeére une grande réactivité. Ils peuvent étre générés a
partir de nombreux éléments, mais dans les systemes biologiques, ce sont ceux qui concernent
I’oxygene et 1’azote qui sont les plus importants. Les 3 principales ROS sont les anions
superoxydes (Oy)), le peroxyde d’hydrogene (H,0,), et les radicaux hydroxyles (OH).

26



Dans les conditions physiologiques, le radical libre d’oxygene le plus courant est I’anion
superoxyde (O;), provenant principalement des mitochondries. Il est détoxifi¢ par les enzymes
superoxyde dismutases qui le convertissent en H,O,. Ce dernier n’est pas un radical libre et est
donc moins réactif, mais fait tout de méme parti des ROS car il intervient dans la génération et
la désintoxication des radicaux libres. Non polaire, il diffuse plus facilement a travers les
membranes cellulaires et agit donc largement comme messager dans les voies de signalisation.
I1 est a son tour détoxifi¢ en eau (H,O) par les enzymes catalase et glutathion peroxydase. Il est
important que les enzymes antioxydantes agissent de concert, car un déséquilibre entre les ions
O, et H,O, peut entrainer la formation d’OH, beaucoup plus dangereux. Celui-ci est tres réactif
et peut interagir avec n’importe quelle molécule biologique dans son environnement immédiat.
La génération excessive de O, peut €galement conduire a des interactions avec I’oxyde nitrique
(NO) pour former du peroxynitrite (ONOO") qui est un puissant pro-oxydant (Figure 11).

Nitric oxide o '
s IntlhaseI — Nitric oxide
' NO*

X

Peroxynitrite

ONOOr \

Hydroxyl ion

Mitochondrial electron
transport chain

OH*

Endoplasmic
reticulum
NADPH oxidase Superoxide ., Hydrogenperoxide ____, Water

0," H,0, H,0

P4 T T
A Vits C and E thioredoxin
Superoxide dismutase Catalase

Xanthine oxidase

Glutathione peroxidase

Figure 11 : Les principales ROS, leurs origines potentielles et voies de détoxification (Burton and Jauniaux, 2011)

b. Impact du stress oxydatif

Une augmentation excessive des ROS a été mise en cause dans la pathogénese de
nombreuses maladies (cancer, diabete sucré, athérosclérose, maladies neurodégénératives,
polyarthrite rhumatoide efc.) par I’intermédiaire d’'un mécanisme de sénescence (Droge, 2002),
mais ¢€galement dans D’infertilit¢é avec un impact sur la fonction utérine et tubaire, la
folliculogénese, 1’ovulation, la fécondation, I’embryogénese mais également I’implantation
(Agarwal et al., 2003; Al-Gubory et al., 2010; Guérin et al., 2001).
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Le métabolisme normal de I’embryon génére des ROS (variations selon le stade de
développement), et ce, de facon plus importante in vitro (augmentation d’H,O, observée in
vitro) (Burton et al., 2003). En effet, les facteurs exogénes pouvant augmenter la production de
ROS sont plus nombreux dans les conditions de culture embryonnaire in vitro : exces de
glucose, lumiere, processus de vitrification etc. (Goto et al., 1993; Guérin et al., 2001; Nasr-
Esfahani et al., 1990). Ainsi, la culture sous tension atmosphérique en oxygeéne (20%) pourrait
faire partie des ¢léments susceptibles de générer un stress oxydatif délétére pour le
développement embryonnaire.

D. INTERET DE LA CULTURE EN HYPOXIE POUR LE DEVELOPPEMENT
EMBRYONNAIRE : ETAT DE LA LITTERATURE

Chez les mammiféres (lapin, singe, hamster), I’environnement intra-utérin des
embryons est a une faible concentration en oxygene (de ’ordre de 2 a 8%) (Mastroianni and
Jones, 1965). Considérant qu'une telle hypoxie physiologique existe également dans le tractus
génital féminin humain, une réduction des taux d'oxygene pourrait avoir des implications
importantes dans les pratiques en AMP. Or, dans la majorité des laboratoires d’AMP, les
incubateurs utilisés pour la culture embryonnaire sont dans des conditions atmosphériques en
oxygene, soit environ 20% d’O, et 6% de CO..

Plusieurs études randomisées chez ’homme ont montré la supériorité en termes de
qualité embryonnaire et de blastoformation de la faible concentration en oxygene (5%) (Guo et
al., 2014; Kasterstein et al., 2013; Kea et al., 2007; Kovacic and Vlaisavljevi¢, 2008; Santos et
al., 2013; Waldenstrom et al., 2009). Ces résultats peuvent s’expliquer par I’environnement
plus physiologique probablement dii a une diminution du stress oxydatif, réputé pour avoir un
impact négatif sur le développement embryonnaire (Guérin et al., 2001; Wale and Gardner,
2016) et les issues cliniques en AMP (Agarwal et al., 2003; Al-Gubory et al., 2010).

Tenant compte de la plasticité variable de I’embryon a s’adapter a son environnement
selon son stade (cfplus haut), la question de quand (a quel stade ?) est-il nécessaire d’appliquer
une tension basse en oxygene durant la culture in vitro est également posée. Les résultats
observes dans les études ayant comparé (1) 5%, (i1) 20-5% et (iii) 20% d’O, (continue ou taux
variable a différents stades durant la culture embryonnaire) montrent une meilleure qualité
embryonnaire précoce (Peng et al, 2015), un taux de blastoformation plus €levé et des
blastocystes obtenus de meilleure qualit¢ (Ciray et al, 2009) dans les groupes cultivés
exclusivement a 5%. Ceci suggere une irréversibilité de I’impact du stress oxydatif agissant
avant la compaction.

Wale et Gardner ont étudié¢ cet impact de la concentration en oxygene sur le
développement embryonnaire chez la souris en comparant quatre stratégies de culture
embryonnaire selon la tension en O, (Wale and Gardner, 2010) : (i) groupe 1 : exclusivement a
5% ; (i1) groupe 2 : culture a 5% de JO a J2 puis passage a 20% de J2 a J4 ; (iii) groupe 3 : 20%
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puis passage a 5% a J2 ; (iv) et groupe 4 : culture exclusivement a 20%. Des résultats similaires
a ceux des €tudes citées précédemment ont ét€ obtenus en comparant les groupes 1, 3 et 4 avec
notamment une amélioration du taux de blastoformation a 5% d’O,. Néanmoins, aucune
différence en termes de blastoformation n’a été rapportée entre les groupes 1 (5%) et 2 (5%
puis passage a 20% pour la CP), ce qui laisse supposer que le stress oxydatif induit par une
culture a 20% pourrait n’impacter que les stades précoces du développement embryonnaire, et
qu’'un passage a 20% d’O; deés J2-J3 n’influencerait pas la suite du développement. Cette

hypothése n’a encore jamais été étudiée chez I’Homme.

Ces différentes études suggerent donc qu’il serait préférable que tous les laboratoires
d’AMP fonctionnent avec le systéme « tri-gaz », permettant de réduire la concentration en
oxygene dans les incubateurs utilisés pour la culture embryonnaire (5% d’O,, 6% de CO; et
89% de Ny). D’ailleurs, ces modalités sont également recommandées (mais non imposées)
depuis peu, en particulier pour les cultures prolongées (c¢ff ESHRE Guidelines 2015).
Neéanmoins, peu de centres sont équipé€s de ce type de systéme, en raison du cotlit important de
ces installations, li¢ a la consommation en azote et aux prix des matériels. En effet,
I’alimentation des incubateurs en azote complique la logistique du laboratoire, impliquant le
changement régulier des bouteilles et une surveillance quotidienne de leur niveau de
remplissage en 1’absence de ligne d’alimentation dédiée. Or, I’étude chez la souris de Wale et
Gardner laisse penser que 1’on pourrait débuter la culture a faible tension en oxygene, puis, a
J2-J3, transférer les boites de culture dans un incubateur classique (20% d’O; supplémenté de
6% de CO,) jusqu’au stade blastocyste lorsque la CP est indiquée. Ceci permettrait donc de
diminuer a la fois la consommation en azote et le nombre d’incubateurs €équipés en tri-gaz,

réduisant par conséquent le colit global, tout en optimisant les conditions de culture.
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PARTIE 2 : ETUDE

I. OBJECTIFS

L’objectif de notre étude est double :

% Premiérement : Confirmer I’amélioration de la qualité embryonnaire lors d’une culture a
tension réduite en oxygene.

% Secondairement : Vérifier chez I’Homme I’hypothése de Wale et Gardner, a savoir que la
tension réduite en oxygene pendant la culture in vitro étendue au stade blastocyste n’était

nécessaire qu’aux seuls stades précoces du développement embryonnaire.

II. MATERIEL & METHODES

Cette étude est en cours au sein du laboratoire de Biologie de la Reproduction du CHU
Jean-Verdier (Bondy, 93), depuis janvier 2016. Il s’agit d’une étude prospective, randomisée,

ouverte en groupes paralleles, monocentrique, comparant trois conditions de culture :

®,

« Conditions atmosphériques d’O; (=20%) ;
% Tension réduite en O, (5%) ;
%+ Tension réduite durant la culture aux stades précoces du développement embryonnaire puis

passage aux conditions atmosphériques durant la CP (5% puis 20% d’O5).

Ce protocole s’inscrit dans le cadre d’une recherche visant a évaluer les soins courants
telle que définie par la loi n°2004-806 du 9 aotit 2004 relative a la politique de santé publique
et par son décret d’application (n° 2006-477) du 26 avril 2006 (textes de référence : articles
L.1121-1, 2° alinéa et R1121-3 du Code de la Santé Publique), et a eu I’accord a ’'unanimité
des votants du Comité de Protection des Personnes (CPP) Ile-de-France X (n° ID RCB 2015-
A02019-40).

A. POPULATION

a. Critéres d’inclusion

Les couples ¢ligibles sont pris en charge dans le cadre d’une procédure d’AMP dans les
services de Médecine et de Biologie de la Reproduction du CHU Jean Verdier, pour une

tentative de FIV/ICSI avec sperme éjaculé du conjoint (frais ou congel¢). Les femmes
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doivent avoir entre 18 et 39 ans inclus, et bien comprendre le protocole de stimulation. Puis,
les couples sont randomisés par tirage au sort, le jour de la ponction, si au moins 8 complexes
cumulo-ovocytaires (CCO) sont retrouvés dans le liquide folliculaire.

b. Critéres de non inclusion

En cas d’absence de sperme utilisable le jour de la ponction (échec de recueil/absence
de sperme congelé ou azoospermie le jour du recueil) ou présence d’un hydrosalpinx, les
couples ne sont pas inclus dans I’étude.

c. Exclusion

Les tentatives sont exclues en cours d’étude lors de :

s Défaut de suivi du protocole (erreur de randomisation ou d’incubateur) ;

®,

s Absence d’ovocyte mature aprés décoronisation ;

% Echec total de fécondation observé a JO (ICSI) ou J1 (FIV).

B. INTERVENTIONS
a. Procédures de FIV/ICSI et culture embryonnaire

Pour chaque tentative randomisée, la patiente a suivi un protocole de stimulation
ovarienne pluri-folliculaire afin d’obtenir un grand nombre d’ovocytes matures (fécondables)
et donc d’augmenter les chances d’obtenir des embryons a transférer. Les stimulations de
I’ovulation sont conduites selon différents protocoles thérapeutiques associant les
gonadotrophines (FSH = LH) aux analogues de la GnRH (agonistes ou antagonistes), parfois
précédés par un traitement par oestroprogestatifs, selon les caractéristiques cliniques féminines.
Les gonadotrophines stimulent les ovaires pour provoquer la croissance folliculaire et la
maturation ovocytaire ; tandis que les analogues de la GnRH permettent de bloquer I’ovulation

afin de décider du meilleur timing pour celle-ci.

Un monitorage échographique et hormonal (FSH, LH et estradiol) est réalisé¢ pour
évaluer le nombre, la croissance et la stéroidogénese des follicules, et décider du jour optimal
pour le déclenchement hormonal (par hCG urinaire ou recombinante) de I’ovulation (lorsqu’au

moins 3 follicules font plus de 17mm avec un taux d’estradiol en rapport).

La ponction (transvaginale et sous controle échographique), est réalisée 36 heures apres

le déclenchement, sous anesthésie locale ou générale. Les liquides folliculaires sont récupérés
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dans des tubes de 15 millilitres préchauffés et confiés directement a 1’opérateur biologique par

un passe-plat asservi entre la salle de ponction et le laboratoire.

La recherche des CCO se fait des réception des tubes de liquide folliculaire, sous loupe
binoculaire, puis ils sont placés dans du G-Gaméte® (Vitrolife) dans des incubateurs, a 37°C,
sous 6% de CO,, en atmosphere humidifiée (tension atmosphérique en O;) jusqu’a mise en
fécondation.

La préparation du sperme (frais ou congelé) se fait le matin de la tentative, selon les
recommandations du manuel de I’OMS (World Health Organization, 2010). Il est préparé afin
de sélectionner un maximum de spermatozoides mobiles progressifs rapides et capacités tout
en ¢éliminant le plasma séminal et autres composants du sperme (cellules rondes, polynucléaires,
etc.). Sauf exception, la préparation est réalisée par migration sur gradient de densité 2 couches
(PureSperm®, Nidacon International) et reprise du culot dans du G-Gaméte® (Vitrolife). Les
spermatozoides ainsi sélectionnés sont utilisés pour la mise en fécondation des ovocytes, par
fécondation in vitro (FIVc) ou micro-injection de spermatozoides (ICSI), en fonction des
parameétres spermatiques initiaux et des résultats d’éventuelles tentatives précédentes du

couple.

En cas de FIVc, les ovocytes sont répartis, quelques heures apres la ponction, un par un,
dans des microgouttes de 50 pL de CSC® (Irvine Scientific), sous huile Ovoil® (Vitrolife) et

inséminés par 10 000 a 15 000 spermatozoides mobiles par ovocyte.

Les ovocytes destinés a une FIV avec ICSI sont décoronis€s, apres recueil, par
décoronisation chimique (hyaluronidase : Fertipro) et mécanique, permettant d’isoler les
ovocytes de leurs cellules folliculaires. La micro-injection de chacun des ovocytes fécondables
(avec présence d’un globule polaire = métaphase 2) est réalisée dans une microgoutte de
FertiCult HEPES® (FertiPro) avec un spermatozoide mobile et morphologiquement normal,
apres capture et immobilisation dans une solution de polyvinylpyrrolidone (PVP, Vitrolife) par
cisaillement du flagelle. Les ovocytes injectés sont ensuite transférés dans des microgouttes de

50 pL de CSC® (Irvine Scientific) préalablement équilibrées sous huile Ovoil® (Vitrolife).

En fonction de la randomisation (cf. ci-apres), les boites de culture contenant les
ovocytes inséminés ou injectés sont placées dans des incubateurs a chambres individuelles (K
System G185 et G210 — Origio) (Figure 12) ; I’un étant gazé a 20% d’O; et 6% de CO,, tandis
que, I’autre est équipé d’un systéme tri-gaz (89% de N,, 6% de CO, et 5% d’O,).
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Figure 12 : Incubateur K System G-210 - Origio

L’¢évaluation de la qualité morphologique des embryons s’effectue en double lecture, de
J1 a J5 £J6 sous microscope invers¢ par des opérateurs habilités selon le systéme de
management de la qualité en vigueur au laboratoire. En cas de FIVc, les ovocytes sont
décoronisés a J1 par décoronisation mécanique afin d’enlever les cellules folliculaires pour
pouvoir observer les ovocytes, leur fécondation puis le développement embryonnaire dans les
jours suivants. Dans les deux cas (FIVc et ICSI), a J1, la fécondation est confirmée en présence
de 2 PN et 2 globules polaires. Les éventuelles anomalies de fécondation (1 PN en ICSI, >2 PN

ou atrésie) sont repérées et les ovocytes sont €limingés.

En cas de transfert frais, celui-ci a lieu a J2 ou J3 si entre 1 et 4 embryons de bonne
qualité sont disponibles. Dans les cas ou au moins 5 embryons de bonne qualité a J2 et J3 sont
observés, la CP est proposée au couple. Le nombre d’embryons transférés est décidé
conjointement entre gynécologues et biologistes en fonction du nombre et de la morphologie
des embryons disponibles, ainsi que des données cliniques du couple. Les embryons
surnuméraires de bonne qualité considérés « utiles » sont vitrifiés, afin d’€tre transférés sur un
cycle ultérieur apres préparation de I’endometre (cycle naturel modifié ou stimulé, traitement
hormonal substitutif). Il en est de méme pour I’ensemble des embryons utiles en cas
d’impossibilité de transfert frais.
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b. RANDOMISATION

La randomisation est réalisée a JO, juste apres la lecture de la ponction, selon le compte
de CCO retrouvés, apres vérification des criteres d’inclusion. Cette premiere randomisation se
fait selon un ratio 2 pour 1 : 1 patiente incluse dans le groupe a 20% d’O, (groupe A) pour 2

patientes incluses dans le groupe a 5% (groupe B).

Si une CP est indiquée (décision prise a J2/3) en présence d’au moins 5 embryons de
bonne qualité), une deuxiéme randomisation a lieu uniquement dans le groupe B (selon un ratio

1 pour 1), afin de diriger la suite de la culture embryonnaire vers 5 ou 20% d’O, de J2/3 a J5/6.

Les couples sont donc randomisés dans 2 groupes (A ou B) jusqu’a J3 puis 3 groupes
(A, B’, C) st la culture s’étend jusqu’a J5/6, soit (Figure 13) :

®,

 Groupe A : culture exclusivement a 20% d’O, (conditions atmosphériques d’oxygene) ;

% Groupe B/B’ (si CP) : culture exclusivement a 5% d’O, ;

®,

Groupe C : culture a 5% jusqu’a J2/3 puis a 20% d’O; en cas de décision de CP.

Le but du tirage au sort est d’assurer la comparabilit¢ entre les 3 groupes. La
randomisation est effectuée par I’ouverture d’une enveloppe préalablement scellée. L’ordre
d’attribution est établi selon un tirage au sort par la technique des blocs.
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Figure 13 : Schéma de l'étude
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C. EVALUATION DES DONNEES
a. Critere d’évaluation principal

Le critére d’évaluation principal est la qualité morphologique embryonnaire (Figure
13), comparée :
* Dans un premier temps, entre les 2 groupes initiaux (A vs. B), parmi la population totale
de I’étude (qualité embryonnaire comparée aux stades précoces a J1, J2 et J3)
s Dans un deuxiéme temps, entre les 3 groupes (A vs. B’ vs. C) ayant eu une CP (qualité

embryonnaire comparés aux stades blastocystes J5 + J6).

A J2 et J3, la qualité embryonnaire est étudiée selon les critéres suivants :

«* Nombre de blastomeres ;
s Taux de fragmentation cytoplasmique ;
¢ Symétrie des divisions cellulaires ;

s Présence de multinucléation(s)

Un embryon dit de TOP qualité a J2 doit avoir un taux de fragmentation cytoplasmique
inférieur ou égal a 20% et 4 blastomeres (A4 ou B4), tandis qu’un embryon de bonne qualité
doit avoir de 3 a 5 blastomeres pour le méme taux de fragmentation (A ou B, de 3 a 5 cellules).
Ils doivent également présenter des divisions cellulaires symétriques et 1’absence de

multinucléation.

A J3, les critéres pour un embryon de TOP ou bonne qualité sont les mémes qu’a J2
pour la fragmentation, la symétrie et la multinucléation, mais ils doivent avoir 8 (embryon TOP)
ou 7 a9 cellules (embryon de bonne qualité) respectivement (A/B8 ou A/B de 7 a 9 cellules).

Tandis qu’a J5/6, la qualité¢ des blastocystes est reportée selon la classification de
Gardner et Schoolcraft (Gardner and Schoolcraft, 1999) (Figure §).

Nous considérons dans notre étude, qu’un blastocyste de TOP qualité doit au moins étre de type
> B4BB ; tandis qu’un blastocyste de bonne qualité doit étre de grade > B3BB.

Les nombres (et taux si besoin) d’embryons respectivement de TOP et bonne qualité a
J2,J3 (par embryon si taux), puis le nombre de blastocystes totaux ou de TOP/bonne qualité J5
1 J6 par blastocyste obtenu ou par embryon J2 ont été colligés puis comparés entre les différents

groupes de I’étude.
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b. Critéres d’évaluation secondaires

Les criteres d’évaluation secondaires sont les suivants (Figure 13) :

Les issues biologiques :

Taux de fécondation diploide : nombre de zygotes a 2 PN a J1 divisé par le nombre
d’ovocytes en métaphase 2 ;
Taux de clivage précoce : nombre d’embryons clivés a la 25° heure post-insémination
divisé par le nombre d’ovocytes fécondés a 2 PN aJl ;
Taux de blastoformation : nombre de blastocystes a J5/6 divisé par le nombre total
d’embryons a J2 ;
Embryons utiles (congelés ou transférés) :

v" Nombre d’embryons utiles par tentative

v' Taux d’embryons utiles : nombre d’embryons utiles divisé par le nombre total

d’embryons a J2
v" Nombre d’embryons transférés ;

v" Nombre d’embryons congelés par tentative ;

Les issues cliniques :

Taux d’implantation : nombre de sac(s) gestationnel(s) intra-utérin(s) avec activité
cardiaque divisé par le nombre d’embryons transférés ;

Taux de grossesse clinique (présence d’au moins un sac gestationnel avec activité
cardiaque confirmée a I’échographie), par transfert ;

Taux de fausse couche spontanée.

Comme le critére principal, ces critéres de jugement secondaires sont comparés dans un

premier temps entre les groupes A vs. B (pour la fécondation, le clivage précoce et les issues

cliniques) ; puis dans les 3 groupes (A vs. B’ vs. C) (tous les criteres secondaires).

D. ANALYSES STATISTIQUES
a. Taille d’échantillon

Nous avons basé notre calcul de taille d’échantillon nécessaire sur I’étude des 3 groupes

de CP (groupes A vs. B’ vs. C) car ils nécessitent le plus grand nombre d’inclusions, ce qui

permettra donc également de conclure avec une puissance suffisante entre les 2 groupes (A vs.

B) de culture précoce.
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Sachant qu’une différence de 5% du taux de blastocyste de bonne qualité (par embryon
clivé J2) a été montrée par Ciray et al. (Ciray et al, 2009) entre les cultures a faible
concentration en oxygene (16%) ou a condition atmosphérique d’oxygene (11%), la taille de
I’échantillon nécessaire pour conclure selon une hypothese bilatérale, au risque alpha de 5% et
pour une puissance de 90%, est de 2 085 blastocystes au total (695 par bras). Sachant que le
nombre moyen de blastocystes obtenus chez les femmes de moins de 40 ans ayant au moins 8
ovocytes recueillis dans notre centre est de 3,5 (données personnelles non montrées), en théorie
596 tentatives d’AMP au total devront étre incluses en CP pour conclure. Intégrant une
majoration de 10% de ce nombre, 656 tentatives théoriques devront tre incluses pendant la
période d’¢étude. Cependant, seul le nombre de blastocystes (695) dans chaque groupe cloturera
1I’étude, lorsqu’atteint.

b. Statistiques

Les données quantitatives ou variables continues ont été exprimées en moyenne
(déviation standard) et comparées par une analyse univariée de Student ; tandis que les données
qualitatives ou variables nominales, exprimées en pourcentage (nombre), ont é&té comparées par

un test de Chi 2. Le seuil de significativité est de 5%.

E. SUIVI

En cas de transfert embryonnaire, un dosage sanguin des BhCG est réalis¢ dés 14 jours
post-ponction, puis un suivi régulier débutant par une échographie a 4 semaines post-transfert

en cas de positivité afin de caractériser la grossesse en cours

III. RESULTATS

A. DESCRIPTION DES INCLUSIONS

Nous présentons ici les résultats intermédiaires des inclusions réalisées entre le ler
janvier 2016 et le 17 décembre 2017. Au total, 722 tentatives ont été incluses (Figure 14). Parmi
ces tentatives, 250 ont ét¢ randomisées dans le groupe A (20% d’O;), mais seulement 241 ont
¢té analysées, apres 1’exclusion de 9 tentatives. Parmi ces 241 tentatives, 84 ont bénéficié d’une
CP, dont 1 a été exclue de I’analyse. Par ailleurs, 472 tentatives ont été randomisées dans le
groupe a 5% d’0, (B) pour la culture précoce (dont seulement 450 ont pu étre analysées apres
I’exclusion de 22 tentatives). Parmi ces 450 tentatives analysées, 185 présentaient les criteres
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permettant de poursuivre en CP, mais 10 ont été exclues. Ainsi, 88 ont été randomisées a J3
dans le groupe B’ (CP a 5% d’0O,) et 87 dans le groupe C (CP a 20% d’O,).

Les raisons d’exclusion étaient des défauts de suivi de protocole, avec :

» Erreur de randomisation
v Age de la femme > 39 ans
v’ Utilisation de spermatozoides non éjaculés du conjoint (issus de biopsie
testiculaire ou sperme de donneur)
v Oubli de randomisation a J3 pour le groupe B si CP décidée
v" CP dans les groupes A ou B en I’absence des critéres embryonnaires décrits
précédemment

» Critéres d’exclusion :
v Erreur d’incubateur donc de conditions de gazage
v' Absence d’ovocytes matures

v" Echec de fécondation

Parmi les tentatives analysées en CP, nous avons obtenus 659 blastocystes dans le
groupe A, 706 blastocystes dans le groupe B’ et 762 dans le groupe C (Figure 14).
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Figure 14 : Flow chart de |’étude
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B. ETUDE DES DEUX GROUPES DE CULTURE EMBRYONNAIRE
PRECOCE (20% vs. 5%)

a. Population

Aucune différence n’a été mise en évidence entre les 2 groupes de culture précoce A et
B (5% vs. 20%) en ce qui concerne les caractéristiques démographiques des patients (7Tableau
1). Néanmoins, concernant les caractéristiques cliniques, certaines présentent une différence
significative en faveur du groupe cultivé a 5% : nombre de couples avec une indication
masculine (44,0 vs. 35,7% ; p=0,034), et les doses totales recues de gonadotrophines (2566 vs.
2328 Ul ; p=0,013).

Par ailleurs, un plus grand nombre de couples présentant une infertilit¢ idiopathique
¢taient randomisés dans le groupe a 20% (29,5 vs. 20,7% ; p=0,010).

Tableau I : Caractéristiques démographiques et cliniques de la population totale de [’étude (20% vs. 5%)

Groupes 20% (A) 5% (B)
(n=691 tentatives analysées) (n=241) (n=450)
Age femme (années) (n=691) 32,9 (4,0) 32,9 4,3)
IMC femme (kg/m”) (n=656) 24,5 (4,3) 24,6 (4,2)
Age conjoint (années) 36,3 (6,1) 36,8 (6,6)
Rang de tentative (n=691) 1,4 (0,8) 1,6 (0,9)
Durée infertilité (années) (n=678) 4,4 (2,2) 4,6 (2,6)
Bilan J3

FSH (UI/L) (n=551) 6,7 (2,1) 6,6 (2,2)

LH (UI/L) 5,6 (3,0) 6,0 (3,5)
AMH (ng/mL) (n=601) 4,1 (3,1) 4,2 (5,1)
Indication

Masculine 35,7 (86) 44,0 (198)*

Féminine 45,6 (110) 49,1 (221)

Idiopathique 29,5 (71) 20,7 (93)*
Statut ovulatoire

Ovulatoire 86,9 (205) 84,5 (366)

Dysovulatoire 13,1 (31) 15,5 (67)
Protocole de stimulation

Agoniste 10,8 (26) 15,6 (70)

Antagoniste 89,2 (215) 84,4 (380)
Durée de stimulation (jours) 10,6 (1,9) 10,8 (1,9)
Dose totale de Gn (UI) 2328,0 (1108,0) 2566,3 (1232,3)*
Bilan jour du déclenchement

LH (UI/L) 1,3 (1,6) 1,6 (2,7)

(Estradiol (pg/mL) 2544,7 (1408,5) 2446.,9 (1259,4)

Progestérone (ng/mL) 0,98 (0,63) 0,97 (0,82)

Epaisseur endométriale (mm) (n=679) 10,3 (2,4) 10,7 (2,6)
Technique

FIV 56,0 (135) 51,8 (233)

ICSI 44,0 (106) 48,2 (217)

Les données sont présentées en (i) moyenne (Déviation Standard) (m (DS)) ou (ii) pourcentage (nombre) (% (n))

* p<0,05
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b. Qualité embryonnaire précoce

Aucune différence statistiquement significative n’a €té mise en évidence entre les 2

groupes concernant la qualité embryonnaire (J2 et J3). Une tendance non significative en faveur

du groupe B était présente pour le nombre d’embryons TOP qualité J2 avec 3,7 vs. 3,3 dans le

groupe A (p=0,089) (Tableau 2, Figures 15 et 16).

Tableau 2 : Issues biologiques précoces de toutes les tentatives de [’étude (A vs. B)

Groupes 20% (A) 5% (B)
(n=691 tentatives analysées) (n=241) (n=450)
Nombre d’ovocytes recueillis 15,5 (7,2) 15,0 (6,2)
Nombre de métaphase 2 12,1 (5,6) 12,0 (5,6)
I
Nombre d’ovocytes fécondés a 2PN 8,4 (4,8) 8,3 (4,7)
Taux de fécondation diploide 69,0 (20,5) 68,7 (20,0)
Nombre d’embryons clivés a H25 (n=519) 2,4 (2,8) 3,3 (3,2)*
Taux de clivage précoce (n=519) 26,4 (26,9) 38,2 (30,2)**
J2 (n=690)
Nombre d’embryons TOP qualité 3,3(2,7) 3,73,1)
Taux d’embryon TOP qualité 37,0 (25,0) 40,8 (25,6)
Nombre d’embryons bonne qualité 4,9 (3,5) 5,3(3,9)
Taux d’embryon bonne qualité 54,1 (26,6) 57,6 (27,2)
J3 (n=503)
Nombre d’embryons TOP qualité 1,7 (1,7) 1,7 (1,5)
Taux d’embryon TOP qualité 20,1 (19,6) 21,7 (18,5)
Nombre d’embryons bonne qualité 2,9 (2,3) 2,8 (2,0)
Taux d’embryon bonne qualité 34,1 (25,2) 35,0 (23,0)
Nombre d’embryons total 9,1 (5,0) 9,1 (5,0)

Les données sont présentées en (i) moyenne (Déviation Standard) (m (DS)) ou (ii) pourcentage (nombre) (% (n))

* p<0,001 ; ** p<0,0001
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Figure 15 : Qualité embryonnaire a J2 (A vs. B)
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Figure 16 : Qualité embryonnaire a J3 (A vs. B)
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c. Criteres de jugement secondaires biologiques

Parmi les 691 tentatives analysées en culture précoce, aucune différence n’a été
observée en termes de nombre d’ovocytes recueillis, de nombre de métaphases 2, de taux de
fécondation diploide, ni de nombre d’embryons total. Le taux de clivage précoce était
significativement plus important dans le groupe B (38,2 vs. 26,4% ; p < 0,0001) (Tableau 2 et
Figure 17).

Figure 17 : Criteres de jugement secondaires précoces (A vs. B)
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d. Issues cliniques

Concernant les issues cliniques, aucune différence n’a ét€ montrée dans cette partie de
I’étude entre les groupes a 20% et 5% d’O,, parmi les 493 tentatives avec un transfert frais
(Tableau 3).

Tableau 3 : Issues cliniques de toutes les tentatives de I’étude (20% vs. 5%)

Groupes 20% (A) 5% (B) P
(n=493 tentatives avec transfert) (n=174) (n=319)

Taux d’implantation (n=487) 27,8 (38,1) 29,7 (41,9) NS
Taux de grossesse clinique 39,7 (69) 37,0 (118) NS
FCS (n=148) 21,8 (12) 30,1 (28) NS

Les données sont présentées en (i) moyenne (Déviation Standard) (m (DS)) ou (ii) pourcentage (nombre) (% (n))
NS : non significatif
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C. ETUDE DES TROIS GROUPES AVEC CP (A vs. B’ vs. C)
a. Population

Concernant les 258 tentatives analysées ayant bénéfici¢ d’une CP, les caractéristiques
démographiques et cliniques des patientes n’ont pas montré de différence significative entre les
3 groupes, excepté, 1’age des hommes plus ¢élevé dans le groupe C (5-20%) par rapport au
groupe A (20%) [37,8 vs. 35,7 ans; p<0,05], et la dose de gonadotrophines administrées plus
faible dans le groupe A vs. B et C (Tableau 4).

Tableau 4 : Caractéristiques demographiques et cliniques de la population des 3 groupes de CP

Groupes 20% (A) 5% (B’) 5%-20% (C)
(n=258 tentatives analysées) (n=83) (n=88) (n=87)
Age femme (années) 32,7 (3,7) 32,4 (4,3) 33,5 (4,5)
IMC femme (kg/m”) 24,6 (4,3) 25,2 (4,4) 25,2 (4,6)
Age conjoint (années) 35,7 (6,2)* 36,0 (6,6) 37,8 (7,2)*
Rang de tentative 1,3 (0,6) 1,4 (0,8) 1,4 (0,8)
Durée infertilité (années) 4,5 (2,3) 4,8 (2,9) 4,3 (2,5)
Bilan J3

FSH (UI/L) 6,1 (2,0) 6,1 (1,5) 6,0 (1,8)

LH (UI/L) 5,53,2) 5,7 (3.4 6,7 (4,9)
AMH (ng/mL) 4,9 (3,4) 4,9 (4,7) 5,4 (7,0
Indication

Masculine 26,5 (22) 36,4 (32) 32,2 (28)

Féminine 63,9 (53) 48,9 (43) 60,9 (53)

Idiopathique 19,3 (16) 22,7 (20) 16,1 (14)
Statut ovulatoire

Ovulatoire 75,6 (62) 81,2 (69) 73,8 (59)

Dysovulatoire 23,4 (20) 18,8 (16) 26,3 (21)
Protocole de stimulation

Agoniste 8,4 (7) 12,5 (11) 9,2 (8)

Antagoniste 91,6 (76) 87,5 (77) 90,8 (79)
Durée de stimulation (jours) 10,6 (1,8) 10,7 (1,9) 11,1 (2,2)
Dose totale de Gn (UI) 1977,3 (820,6)*/**  2334,4 (1070,7)** 2345,7 (1304,8)*
Bilan jour du déclenchement

LH (UI/L) 1,4 (1,5) 1,3(1,4) 1,4 (1,8)

(Estradiol (pg/mL) 2808,4 (1763,1) 2561,9 (1227,9) 2734,4 (1452,7)

Progestérone (ng/mL) 0,9 (0,7) 0,9 (0,5) 0,8 (0,6)

Epaisseur endométriale (mm) 10,3 (2,4) 10,6 (2,4) 11,0 2,4)
Technique

FIV 68,7 (57) 60,2 (53) 58,6 (51)

ICSI 31,3 (26) 39,8 (35) 41,4 (36)

Les données sont présentées en (i) moyenne (Déviation Standard) (m (DS)) ou (ii) pourcentage (nombre) (% (n))
* p<0.05 entre les groupes A et C (20% vs 5%-20%)

** p<0.05 entre les groupes A et B’ (5% vs 5%-20%)
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b. Qualité embryonnaire

Une différence statistiquement significative a été observée entre les groupes A et B’
pour (Tableau 5, Figures 18, 19) :

» Le nombre de blastocystes TOP qualité a J5 (1,9 vs. 2,7 ; p <0,05)
» Le nombre de blastocystes TOP qualité a J5+J6 (2,1 vs. 3,0 ; p <0,05)

De plus, une différence a également été observée entre les groupes A et C pour :

» Le nombre de blastocystes TOP qualité a J5 (1,9 vs. 2,6 ; p <0,05)
Le nombre de blastocystes bonne qualité a J5 (2,8 vs. 3,5 ; p <0,05)
» Le nombre de blastocystes TOP qualité a J5+J6 (2,1 vs. 3,0 ; p <0,05)

A\

Par ailleurs, une tendance non significative (p [0,05-0,07]) a ét¢ observée, d’une part

entre les groupes A et B’ pour :

» Le nombre de blastocystes bonne qualité a J5 (p 0,068) ;
» Le nombre de blastocystes bonne qualité a J5+J6 (p 0,057) ;

Et d’autre part entre les groupes A et C pour :

» Le nombre de blastocystes bonne qualité a J5+J6 (p 0,054).

Aucune différence n’a été mise en évidence entre les groupes B’ et C pour la qualité

embryonnaire a J5 et J6.

Tableau 5 : Issues biologiques des tentatives parmi les 3 groupes de CP

Groupes 20%(A) 5% (B) 5%-20% (C)
(n=258 tentatives analysées) (n= 83) (n=88) (n=87)
Nombre d’embryons total 12,1 (5,2) 11,5 (4,8) 12,6 (6,2)
Nombre de blastocystes 7,9 (3,3) 8,0 (3,9) 8,8 (4,3)
Taux de blastoformation 68,1 (19,0) 70,4 (21,3) 71,6 (18,2)
J5 (n=258)

Nombre de blastocystes TOP qualité 1,9 (1,5)*/** 2,7 2,1)** 2,6 (2,2)*

Nombre de blastocystes bonne qualité 2,8 (1,8)*/ e 34(22)e0 3,5 2,4)*
J5+J6

Nombre de blastocystes TOP qualité 2,1 (1,7)*/** 3,0 (2,1)** 3,0 (2,4)*

Nombre de blastocystes bonne qualité 32(1,9)¢/ 00 3,8(2,3)e¢ 3,9(2,5¢
Embryons utiles

Nombre d’embryons utiles 5,7 (2,5) 5,9 (2,9) 6,2 (3,1)

Taux d’embryon utile/embryons 50,5 (20,6) 53,5(21,3) 51,9 (20,2)

Nombre d’embryons transférés 0,9 (0,8) 1,1(0,8) 1,0 (0,9)

Nombre d’embryons congelés 4,8 (2,8) 4,8 (3,3) 5,2 (3,5)

Les données sont présentées en (i) moyenne (Déviation Standard) (m (DS)) ou (ii) pourcentage (nombre) (% (n))
* p<0.05 entre les groupes A et C (20% vs 5%-20%) / ¢ tendance non significative entre les groupes A et C
*% p<0.05 entre les groupes A et B’ (5% vs 5%-20%) / ¢ ¢ tendance non significative entre les groupes A et B’
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Figure 18 : Qualité embryonnaire a J5 (A vs. B’ vs. C)
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* p<0.05 entre les groupes A et C (20% vs 5%-20%)
*% p<0.05 entre les groupes A et B’ (20% vs 5%) / ¢ ¢ tendance non significative entre les groupes A et B’

Figure 19 : Qualité embryonnaire J5+J6 (A vs. B’ vs. C)
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* p<0.05 entre les groupes A et C (20% vs 5%-20%) / ¢ tendance non significative entre les groupes A et C
*% p<0.05 entre les groupes A et B’ (20% vs 5%) / ¢ ¢ tendance non significative entre les groupes A et B’
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c. Criteres de jugement secondaires biologiques

Aucune différence n’a été¢ observée entre les 3 groupes pour : le nombre d’embryons

total ; le nombre de blastocystes total ; le taux de blastoformation ; le nombre d’embryons

utiles (congelés et transférés) (Tableau 5, Figures 20).

Figure 20 : Criteres de jugement secondaires (A vs. B'vs. C)
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d. Issues cliniques

Aucune différence significative n’a été observée entre les 3 groupes pour les issues

cliniques parmi les 176 patientes ayant eu un transfert frais de blastocyste (7ableau 6).

Tableau 6 : Issues cliniques des tentatives parmi les 3 groupes de CP

Groupes 20% 5% 5%-20%
(n=176 tentatives avec transfert) (n=53) (n=68) (n=55)
Taux d’implantation (n=174) 43,4 (45,0) 39,4 (46,8) 42,7 (50,4)
Taux de grossesse clinique 52,8 (28) 42,6 (29) 47,3 (26)
Taux de FCS (n=62) 32,0 (8) 30,0 (6) 23,5 (4)

Les données sont présentées en (i) moyenne (Déviation Standard) (m (DS)) ou (ii) pourcentage (nombre) (% (n))
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IV. DISCUSSION

Notre ¢étude présente une méthodologie robuste mais également originale. Il s’agit
effectivement de la premiere étude prospective randomisée €valuant 1’influence d’un passage
d’une tension basse en oxygene (de JO a J2/3) vers une tension atmosphérique d’O; (20% de
J2/3 a J5/6) pendant la culture in vitro sur le développement embryonnaire humain. En effet,
malgré de nombreux essais contrdlés randomisés ayant évalué I’impact de la tension réduite en
oxygene, aucun n’a étudié un passage de 5 a 20% d’O, en cours de culture (Tableau 7). La
majorité des études ont comparé des cultures exclusivement a 5 ou 20% d’O, (Dumoulin et al.,
1999; Guo et al., 2014; Kasterstein et al., 2013; Kovacic et al., 2010; Santos et al., 2013;
Waldenstrom et al., 2009), et certaines ont ¢tudié le passage de 20 a 5% d’0O; avant la
compaction des embryons (2 J2 ou J3) (Ciray et al., 2009; Kea et al., 2007; Peng et al., 2015).
Ainsi, le passage de 5 a 20% n’a jusque-la été étudié que chez la souris par Wale et Gardner
(Wale and Gardner, 2010).

De plus, notre étude présente plusieurs avantages par rapport aux données disponibles
dans la littérature a ce sujet, a savoir : (1) un effectif important, (ii) une population homogene
(les différences démographiques et cliniques retrouvées étant considérées comme sans impact
sur les parametres analysés) et (ii1) une population de bon pronostic concernant I’analyse des
CP. Pour ce dernier point, les CP ont en effet été¢ indiquées d’emblée pour la présence de
nombreux embryons de bonne qualit¢ aux stades précoces du développement, et non
uniquement sur une mise en culture étendue sur la seule présence d’embryons surnumeéraires
indépendamment de leur qualité morphologique (comme cela a été fait dans plusieurs essais
(Dumoulin et al., 1999; Guo et al, 2014; Kasterstein et al., 2013)). Un dernier point
d’importance nous permettant de fiabiliser nos conclusions concerne les conditions de culture
embryonnaire, identiques pour chacun des groupes dans notre travail en dehors de la tension en
oxygene, faisant de ce parametre la seule variable d’étude. Par contre, une partie des données
de la littérature sur ce sujet soit (1) font état d’utilisation d’incubateurs de différents types selon
que la culture embryonnaire était effectuée a 20% (incubateurs standards de grand volume) ou
5% d’0; (incubateurs a chambre d’incubation de volume réduit, permettant une culture
individuelle des embryons d’une méme patiente), soit (ii) ne précisent pas ce point, biaisant
leurs conclusions. Ainsi, les embryons cultivés a 20% d’O, dans ces études provenaient ou
pourraient provenir de plusieurs patientes et regroupées dans la méme enceinte, augmentant le
risque de stress par ouverture multiple de porte, et donc de défauts de développement (Fujiwara
et al., 2007; Sermondade et al., 2017). Ce dernier point représente ainsi un facteur confondant
majeur, potentiel ou avéré, aux résultats de ces études (Tableau 7). Pour notre part, nous avons
utilisé les deux mémes types d’incubateurs a chambres individuelles pour étudier I’impact de
la tension en O, lors de toutes les cultures embryonnaires incluses dans notre travail, ce qui

renforce la qualit¢ méthodologique de notre étude.
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Contrairement aux résultats d’études précédentes, aucune différence significative n’a
¢té obtenue dans notre étude concernant la fécondation (Peng et al, 2015) et la qualité
embryonnaire a J2 et J3 (Guo et al., 2014; Kasterstein et al., 2013; Kovacic et al., 2010; Santos
etal.,2013). Ces résultats sont en accord avec ceux précédemment publiés par Dumoulin et al.
en 1999. Cependant, seul le taux de clivage précoce observé a la 25° heure était
significativement amélioré¢ par une tension plus physiologique en oxygene, ce qui n’avait
jusqu’ici jamais ét¢ mis en évidence. Dans plusieurs études prospectives (Hesters et al., 2008;
Lundin et al., 2001; Mizobe et al., 2016; Terriou et al., 2007), le clivage précoce a clairement
été désigné comme marqueur de bon pronostic pour les issues biologiques et cliniques des
tentatives d’AMP car associ¢ d’une part a une amélioration de la qualité embryonnaire précoce
(meilleur taux d’embryon TOP J2, et d’autre part a une augmentation des taux d’implantation

et de grossesse évolutive.

Ainsi I’augmentation hautement significative du taux de clivage précoce a H25 telle
qu’observée dans notre étude démontre 1’intérét potentiel de la culture embryonnaire en tension
réduite en oxygene, ce, méme en l’absence de modifications significatives des autres

parametres morphologiques embryonnaires évalués a J2 et/ou J3.

Concernant I’analyse des CP, le taux de blastoformation était comparable entre nos trois
groupes. Sur ce dernier parametre, les données de la littérature sont controversées. En effet,
notre étude est la seule avec celles des équipes de Kasterstein et Kea a ne pas avoir trouvé
d’amélioration de la blastoformation en condition de culture hypoxique (Kasterstein et al. 2013;
Kea et al. 2007). Cependant, la plupart des études ayant trouvé une différence sur ce parametre
ont étudié les variations d’issues de culture selon la tension en oxygene apres CP sur embryons
surnuméraires (Dumoulin et al., 1999; Guo et al., 2014). Ce point représente ainsi un biais
d’¢échantillonnage ne permettant pas de discuter les discordances retrouvées entre ces études et
la notre. Cependant, notre étude montre que la qualité des blastocystes obtenus en condition de
tension réduite en oxygene exclusive (groupe B’) ou aprés passage a 20% des J3 (groupe C),
¢tait significativement améliorée lorsque comparée aux blastocystes obtenus en condition
exclusivement atmosphérique (groupe A). Ces résultats sont en accord avec ceux d’une étude
précédemment publiée (Kovacic et al., 2010). Toutefois, aucune différence n’a été observée
dans notre travail entre une culture embryonnaire effectuée exclusivement sous tension réduite
en oxygene et une culture mixte pour ce parametre, a savoir sous tension réduite de JO a J2/3
avec passage sous 20% d’O, de J2/3 4 J5/6 lors de la CP. Ces résultats originaux sont en faveur
d’un potentiel impact négatif du stress oxydatif ciblé uniquement sur le développement
embryonnaire précoce chez I’Homme. Cette hypothese est d’ailleurs vérifiée « en miroir » par
certains travaux précédemment publi€és qui montrent que débuter a JO la culture embryonnaire
sous tension atmosphérique ne permettait pas d’en corriger les potentiels effets négatifs sur le
développement embryonnaire par un passage plus tardif sous 5% d’O,a J2 (Peng et al., 2015)

ou J3 (Ciray et al., 2009). Réunies, ces 2 ¢études et la ndtre apportent des évidences du seul
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impact de la tension en oxygene sur les stades précoces du développement embryonnaire
humain, avec une irréversibilit¢ de 1I’impact délétére du stress oxydatif agissant avant la

compaction.

Par ailleurs, le fait que la qualité des blastocystes transférés influence les issues cliniques
des tentatives est un consensus dans la littérature et plusieurs équipes spécialisées dans 1’étude
de cette question ont clairement démontré une corrélation entre la bonne qualité des trois
parametres morphologiques évalués des blastocystes (expansion, MCI et trophectoderme) et les
taux d’implantation, de grossesse évolutive et de naissance) (Guerif et al.,, 2010; Van den
Abbeel et al., 2013). Plus récemment, le méme type de corrélation a été rapporté entre qualité

morphologique du blastocyste et taux d'euploidie (Minasi et al., 2016).

Ainsi, I’augmentation des nombres d’embryons clivés précocement et de blastocystes
de TOP qualité¢ en tension réduite en oxygene devrait permettre 1’amélioration des issues
cliniques des tentatives d’AMP. Cela n’est pas le cas dans notre ¢tude concernant les 1’analyse
des transferts frais, probablement en raison d’'un nombre important de « freeze-all » en cas de
CP. Par ailleurs, les embryons choisis pour les transferts frais étaient ceux de qualité optimale
et finalement le plus souvent disponibles dans tous les groupes, expliquant pour partie cette
absence de différence. Cependant, I’étude des taux cumulés de grossesse, considérant les issues
des transferts d’embryons congelés ultérieurs, devrait mathématiquement permettre d’associer
les taux de succes en AMP aux cultures embryonnaires effectuées sous tension réduite en

oxygene pendant les stades précoces. Ce point reste a démontrer dans notre étude.

L’un des principaux biais de notre étude est I’absence d’observation morphologique en
aveugle de l’origine des embryons ainsi que 1’absence d’analyse de la morphocinétique
embryonnaire par technologie Time-lapse. Cette derniere technique aurait effectivement permis
a coup sir une interprétation a la fois plus précise et moins subjective de la qualité
morphologique embryonnaire. Cependant, méme si pertinents, ces deux points demandent des
moyens humains et matériels indisponibles dans notre laboratoire et dans la plupart des équipes

ayant publi¢ sur ce sujet.

En résumé, la tension réduite en oxygene (plus physiologique) semble nécessaire, mais
seulement de JO a J2/3 (avant la compaction embryonnaire). Ces résultats originaux montrent
I’incapacité des embryons humains a s’adapter a un environnement sub-optimal lié¢ au stress
oxydatif (et peut-étre a d’autres facteurs extérieurs perturbateurs) lors du développement
précoce. Il semble cependant qu’ils acquierent une meilleure capacit¢ d’adaptation apres

I’activation du génome embryonnaire.
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Tableau 7 : Récapitulatif des résultats des principaux essais controlés randomisés évoqués

Auteurs Design de I’étude Type d’incubateur Effectif Taux de Embryons Blastoformation Blastocystes TI TG FCS
fécondation précoces TOP/bonne qualité
TOP/bonne qualité
Dumoulin et 5% vs. 20% Standard : Napco double- 1380 cycles NS NS 5% >20%* NS NS
al. Transfert J2/3 chambre 7300 FIV/ICSI
1999 CP surnuméraire (1 chambre a 5%,
1 chambre a 20%)
Kea et al. 5% vs. 20% Identiques a priori mais 106 cycles NS 5% >20% * NS NS
2007 jusqu’a J3 type non précisé FIV/ICSI/Mixte (J3: MES)
Transfert a J3/J5 (1045 ovocytes) [21 vs. 17]
Si CP: passage a 5% (22¢CpP)
Waldenstrom 5% vs. 20%, Standards et identiques 600 cycles NS 5% >20% * NS NS
etal Transfert J5/6 pour les 2 groupes FIV/ICSI [48% vs. 42%)]
2009 (Labrum Klimat) (396 CP)
Ciray et al. 5% vs. 20-5% Standards et 2 modeles : 75 cycles ICSI NS 5% >20% * 5% >20-5% * 5% >20-5% *
2009 (changement J3) - ThermoForma, Model (2061 ovocytes) (J3 TOP) [48 vs. 42%] (nombre J5 bonne
Transfert J5/6 3141; [40 vs. 33%] qualité)
« sibling oocyte - Forma Scientific [16 vs. 11%]
model » (Groupes non précisés)
Kovacic et al. 5% vs. 20% Standards et identiques 647 cycles ICSI NS 5% >20% ** 5% >20% * 5% >20% ** NS 5% >20% *
2010 Transfert J3/J5 pour les 2 groupes (CB J2) (taux blastocyste et (nombre J5 TOP) - cumulés [38 vs. 28%]
150, Binder) [55% vs. 39%] morula) [16% vs. 8%)] - évolutive : NS
[59.5% vs. 54%]
Kasterstein et 5% vs. 20% Standards et identiques 258 cycles ICSI NS 5% >20% * NS 5% >20% * 5% >20% *
al, 2013 Transfert J3 pour les 2 groupes (NU- (3638 MII) (TOP J3) [22 vs. 10%] [38 vs. 18%]
CP surnuméraire 4950-E, NuAire) [1,26 vs. 1,01]
« sibling oocyte
model »
Santos et al. 5% vs. 20% Standards et identiques 1125 cycles NS 5% >20% * NS NS : clinique, évolutive,
2013 Transfert J3 pour les 2 groupes (J3 TOP) cumulés
(Sanyo MCI 5M) [32 vs. 29%]
Guo et al. 5% vs. 20% -20% : Labotect C200 92 cycles FIV NS 5% >20% * 5% >20% * NS 5% >20% ** 5% >20% *
2014 Transfert J3 (standard) (1254 ovocytes) (J3 TOP) [65 vs. 53%] [58 vs. 24%] (clinique par ET)
CP surnuméraire - 5% : K-Minc 1000 [72 vs. 64%] [64 vs. 26%]
(individuel)
Peng et al. 5% -20% : Sanyo (MCO- 3484 cycles 5% >20% * 20% >20-5% * FIV: FIV: NS
2015 vs. 20-5% 5AC) (standard) FIV/ICSI 20% >20-5% * (J3 bonne qualité) 5% >20% * 5>20-5% *
(changement J2) - 5% : K-Minc 1000 [80 vs. 85 vs. 84%)] [68 vs. 67%] 20> 20-5% * [52 vs. 47%]
vs. 5% (individuel) 5>20-5% *
[82 vs. 79 vs. 85%)] ICSI: NS
ICSI: NS
Notre étude 20% Individuels et identiques 691 cycles NS NS NS Nombre J5 TOP qualité : NS NS NS
2018 vs. 5% pour les 2 groupes (K- FIV/ICSI 5% >20% *
vs. 5-20% System, Origio) (6304 embryons) 5-20% >20% *
(changement J3) 258 CP 5-20% =5% *
Transfert J2/3/5 (2127 [1,9 vs. 2,7 vs. 2,6]
blastocystes) (pour 20 vs. 5 vs. 5-20)

TI : taux d’implantation ; TG : taux de grossesse ; FCS : fausse couche spontanée ; NS : non significatif ; MES : mean embryo score ; * p<0,05 ; ** p<0,0
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V. CONCLUSION

Dans un premier temps, notre ¢étude, d’une meéthodologie fiable permettant des
conclusions pertinentes, n’a pas montré d’impact du stress oxydatif sur la culture embryonnaire
précoce en dehors de I’amélioration de la cinétique de clivage a J1. Cependant, I’augmentation
du taux de clivage précoce des ovocytes fécondés a précédemment largement été publiée

comme marqueur d’intérét en AMP.

Dans un deuxieme temps, notre ¢tude a montré qu’en cas de CP, la tension réduite en
oxygene améliorait significativement le développement embryonnaire en augmentant la qualité
morphologique des blastocystes formés. Le lien entre qualité morphologique des blastocystes
et I’obtention d’une naissance a, la aussi, largement ét¢ démontré.

Enfin, notre étude démontre pour la premiere fois a notre connaissance que la
diminution du stress oxydatif n’était nécessaire qu’aux stades précoces du développement
embryonnaire. Ce dernier résultat prouve ainsi la meilleure capacit¢ d’homéostasie des

embryons apres 1’activation génomique.
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Etude prospective randomisée évaluant l’influence de la tension en

oxygene sur le développement embryonnaire humain

Contexte : Aucune recommandation n’existe a ce jour sur la teneur en oxygene dans ’air
pendant la culture embryonnaire, et, selon la littérature, une tension basse (5%) semble
améliorer la qualit¢ morphologique et la capacité de développement in vitro des embryons
humains, en réduisant le stress oxydatif.

Objectif : I’objectif de cette étude est de confirmer cette hypothese, tout en précisant quel
stade du développement embryonnaire est impacté.

Matériel & Méthodes : pour cela, notre étude prospective randomisée a comparé 3
conditions de culture embryonnaire lors de tentatives de FIV/ICSI : (1) 20% d’O; ; (i1) 5% ;
et (1i1) 5% jusqu’a J3 puis passage a 20%. Les cycles inclus répondaient aux critéres
d’inclusion suivants : (i) tentative d’AMP intraconjugale, (i1) age de la femme <40 ans, (iii)
> 8 ovocytes recueillis a la ponction.

Résultats : la comparaison entre les groupes a 20% (n=241 tentatives) vs. 5% (n=450) d’O,
n’a pas montré d’amélioration de la qualité embryonnaire précoce, mais I’augmentation du
clivage précoce en tension réduite en O,. Par ailleurs, la comparaison entre les 3 groupes a
mis en évidence une différence de qualité des blastocystes a J5+6 en défaveur du groupe a
20% (n=83) vs. 5% (n= 88) et vs. 5-20% (n=87) : [Nombre de blastocystes TOP J5+6 :2,1%
vs. 3,0% et vs. 3,0% respectivement, p<0,05], sans différence entre le groupe exclusivement
a 5% et celui passé a 20% pour la culture prolongée. Les taux de blastoformation étaient
identiques.

Conclusion : ces résultats montrent la nécessit¢ de la diminution du stress oxydatif

seulement aux stades précoces du développement embryonnaire.

Mots clés : culture embryonnaire, tension en oxygene, qualit¢ embryonnaire, culture
prolongée
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