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INTRODUCTION GENERALE

l. Définition, législations, conditions d’acces, indications

Combinant les progrés technologiques dans les domaines de la médecine, biologie de la
reproduction (BDR) et de la génétique clinique, le diagnostic pré-implantatoire (DPI) consiste
en la recherche d’'une anomalie génétique sur des cellules embryonnaires obtenues par
biopsie d’embryons congus en fécondation in vitro (FIV) (1). L’objectif est de transférer dans
'utérus de la patiente et/ou de congeler uniquement les embryons indemnes de la pathologie
recherchée. Le DPI peut ainsi étre considéré comme une alternative précoce au diagnostic
pré-natal (DPN), évitant le recours a l'interruption médicale de grossesse (IMG) ou les fausses
couches a répétition dans le cadre des translocations, avec leurs conséquences

psychologiques dramatiques (2).

Dés le début, les experts de la discipline ont vite compris I'enjeu de créer des groupes de
travail spécialisés dans le domaine du DPI, I'objectif étant de rassembler de maniére la plus
exhaustive possible I'ensemble des données cliniques disponibles pour évaluer et
standardiser les pratiques entre les différents centres (3). Prenant exemple sur les sociétés
américaines et internationales, PGDIS (Preimplantation Genetic Diagnosis International
Society) et ASRM (American Society of Reproductive Medicine), il a été créé le Consortium
de DPI de 'TESHRE (European Society of Human Reproduction and Embryology) en 1997 a
Edimbourg, qui se concerte depuis annuellement pour publier les résultats du DPI a I'échelle
des centres européens. Il ressort alors de ces différents rapports, un manque certain
d’homogénéité au niveau des législations, des indications et des techniques d’analyses
génétiques (4) ; (5). L’état des lieux fait aprés 10 ans de pratique montre bien la forte hausse
d’activité du DPI en Europe tout comme a l'international, avec un nombre croissant de cycles
effectués dans de trés nombreux centres (27 000 cycles et 5 135 nouveau-nés dans 57
centres) essentiellement grace a I'apparition de nouvelles technologies d’analyses génétiques
(6). Suivant I'évolution de la pratique mondiale, des définitions nouvelles ont été proposées
par 'ICMART (International Committee for Monitoring Assisted Reproductive Technologies) et
'OMS (Organisation Mondiale de la Santé): le Preimplantation Genetic Screening (PGS) est
devenu le Preimplantation Genetic Testing (PGT), lui-méme divisé en sous-groupes selon
lanomalie recherchée, a savoir le PGT-SR pour les réarrangements structuraux
chromosomiques, le PGT-M en cas de mutations a l'origine des maladies monogéniques, le
PGT-HLA en cas de typage HLA (Human Leucocyte Antigen) associé et le screening
d’aneuploidie (PGT-A) (7).
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En France, la mise en ceuvre du DPI s’est avérée nettement plus difficile et restreinte, articulée
autour de multiples débats éthiques et confrontée a de nombreuses emblches législatives.
Ce fut tout d’abord un refus du Comité Consultatif National d’Ethique (CCNE) qui s’opposait a
la réalisation d’expérimentations sur les embryons humains dans le but d’éviter toute dérive
eugénique que ces techniques pouvaient encourager (8) . Il aura fallu attendre la loi relative a
la bioéthique du 29 juillet 1994 et la mise en application du décret officiel en 1999 pour que
les premiers centres frangais puissent postuler a la pratique du DPI. Les conditions d’acces,
ses indications et ses limites sont depuis explicitement définies dans différents textes Iégislatifs
spécifiques, tels que le décret du 22 décembre 2006 relatif au diagnostic prénatal et au
diagnostic biologique effectué a partir de cellules prélevées sur 'embryon in vitro modifiant le
code de santé publique, les révisions des lois relatives a la Bioéthique de 2004 et 2011, ainsi
que celles a paraitre prochainement. La pratique du DPI en France est alors autorisée a titre
exceptionnel « aux couples ayant une forte probabilité de donner naissance a un enfant atteint
d’'une maladie génétique d’une particuliére gravité reconnue comme incurable au moment du
diagnostic » (article L.2131-4 du Code de la Santé Publique).

Le DPI peut également concerner des maladies particulierement invalidantes, a révélations
tardives ou mettant en jeu prématurément le pronostic vital. Initié aux Etats-Unis par I'équipe
de Verlinsky (9) mais trés rarement réalisé en France, le DPI associé a un typage HLA
autrement appelé la technique du bébé médicament ou du double espoir, est destiné aux
couples ayant donné naissance a un premier enfant porteur d’'une maladie génétique grave,
et ne pouvant étre traitée de maniere curative qu’exclusivement par allogreffe de cellules
souches ombilicales ou de moelle osseuse de I'enfant né par FIV, indemne et immuno-
compatible (article L.2131-4-1 du code de la santé publique).

Les critéres réglementaires donnant accés a I'’Assistance Médicale a la Procréation (AMP)
doivent aussi étre respectés, a savoir un couple composé d’'un homme et d’'une femme, vivant,
en age de procréer (article L.2141-2 du code de la santé publique). lls étaient trois centres
précurseurs agréés, la Fédération d’Activité Médicale Associée (FAMA) des hopitaux de Paris
et les centres de Strasbourg et Montpellier, qui se sont regroupés au sein du Groupe d’étude
du DPI en France (GETDPI). lIs participent également au Consortium Européen du DPI de
'ESHRE. Leurs expériences dans le domaine et premiers résultats publiés ont encouragé la
poursuite et la hausse d’activité du DPI en France (10). lls ont donc plus récemment été
rejoints par deux centres supplémentaires (Nantes en 2013 et Grenoble en 2018), ce qui
représente aujourd’hui cing centres au total répartis sur le territoire national, un nombre qui
reste toutefois peu significatif a I'échelle européenne et mondiale (11) ; (12). L’Agence de la
Biomédecine (ABM) est I'institution nationale responsable de 'encadrement du DPI en France.
Elle veille a I'application stricte de la réglementation frangaise dans les centres spécialisés,

contribue a I'élaboration des bonnes pratiques et publie les rapports annuels d’activités de
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chaque centre disponibles au grand public. Notre centre de DPI au CHU de Nantes a ouvert
en 2013 avec un objectif fixé et révisé par ’TABM de 250 cycles démarrés a I'année.

Pour toute demande de prise en charge en DPI, le dossier du couple est étudié par différents
professionnels de santé spécialisés au sein d’un Centre Pluridisciplinaire de Diagnostic Preé-
Natal (CPDPN) en lien direct avec un centre de DPI agréé et ne sera accepté qu'aprés
validation du bilan féminin et de la faisabilité technique d’un point de vue génétique. En effet,
une des conditions essentielles régies par la loi frangaise est que la mutation a 'origine de la
pathologie grave, ou bien 'anomalie chromosomique, aient été préalablement identifiées chez
'un des membres du couple ou ascendant(s) direct(s). Il faut ensuite mettre au point 'analyse
génétique qui permettra de l'identifier chez 'embryon : c’est une étape délicate qui peut étre
longue et qui finalement peut s’avérer étre un facteur limitant a la prise en charge. Autre point
essentiel, les exigences concernant la réserve ovarienne de la patiente sont souvent plus
élevées que les couples habituellement engagés dans les procédures de FIV pour cause
d’infertilité. Il faudra pratiquer une stimulation hormonale optimale pour obtenir le maximum
d’'ovocytes, augmenter le nombre d’embryons éligibles au diagnostic génétique et donc
potentialiser les chances in fine d’en avoir un ou plusieurs sains/équilibrés. Chaque centre de
DPI peut fixer ses propres critéres d’éligibilité selon la réserve ovarienne de la patiente, il en
est de méme pour les critéres de déclenchement de I'ovulation qui peuvent étre assez élevés
selon les centres (13). A noter qu’en France, il doit &tre pris en compte le délai d’attente entre
le dépbt de la demande de prise en charge en DPI et la premiére stimulation débutée, variable
d’'un centre a l'autre et qui a été estimé a 13,8 mois dans le nétre en 2018. Ce délai est en
adéquation avec les chiffres publiés par ’TABM dans son rapport annuel d’activité en 2018 (14),
avec un nombre croissant de demandes a I'échelon national (100 supplémentaires entre 2016
et 2017, soit 12,5% de couples en plus de pris en charge) et des taux d’acceptation toujours

élevés (75% en moléculaire et 84% en cytogénétique en 2017).

A I'heure actuelle dans la réglementation frangaise, deux grandes indications sont accessibles
au DPIl. On parle du DPI génétique ou moléculaire et du DPl cytogénétique ou
chromosomique.

Le premier est destiné aux couples atteints d’'une maladie monogénique a transmission
autosomique dominante, récessive ou liée a I’X. La plupart de ces couples sont fertiles mais
la pathologie a été découverte dans le cadre d’'une enquéte génétique familiale ou aprés un
antécédent personnel d’enfant atteint. Grace aux progrés techniques croissants et la
découverte de nombreuses séquences nucléiques, le nombre de maladies génétiques
héréditaires pouvant étre identifiées est en constante augmentation. Les plus recherchées en
proportion relativement similaire selon les pays sont généralement, la dystrophie myotonique
de Steinert et la maladie de Huntington pour les maladies autosomiques dominantes, la

mucoviscidose, les hémoglobinopathies de type béta-thalassémies et 'amyotrophie spinale
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pour les maladies récessives, et enfin le syndrome de I'X fragile et la myopathie de Duchenne
pour les maladies liées a I’X (6). En France, la liste des maladies accessibles au diagnostic
est régulierement mise a jour par 'ABM qui répertorie 'ensemble des indications pris en
charge dans les cinq centres frangais autorisés. Au total en 2017 sur les plus de 6000 maladies
génétiques répertoriées par Orphanet, 283 ont bénéficié d’'une prise en charge en DPI avec
38 nouvelles indications (14).

La seconde indication du DPI en France concerne les anomalies chromosomiques
structurelles. On distingue les translocations réciproques les plus fréquentes (échanges de
segments chromosomiques entre deux chromosomes non homologues), des translocations
Robertsoniennes (fusion acrocentrique entre deux chromosomes acrocentriques qui sont : 13,
14, 15, 21, 22) et plus rarement les inversions, insertions, délétions et duplications. Les
couples ayant recours au DPI dans ce contexte consultent initialement pour infertilité
masculine avec découverte d’anomalies sévéres sur les paramétres spermatiques (oligo-
asthéno-térato-spermie, OATS), ou pour infertilité féminine avec anomalie de la réserve
ovarienne ; ou bien encore, 'anomalie est découverte sur les caryotypes réalisés lors d’un
bilan de fausses couches spontanées a répétitions, d’échecs d’implantation en FIV ou
d’avortements. Les conséquences sur la fertilité et les chances de succés spontanées et en
AMP, dépendront du type et de la localisation de la translocation, qui influenceront le
pourcentage final post-méiotique de gamétes équilibrées. Le sexe du membre du couple
porteur de 'anomalie chromosomique peut également influencer les résultats (15). On estime
que la présence d’une translocation chez I'un des membres du couple augmente d’autant plus
la prévalence d’aneuploidie par rapport a la population infertile générale, ce qui pourrait étre
a l'origine de quasiment 37% des fausses couches spontanées du premier trimestre (16).

A linternational, d’autres indications se sont largement développées mais restent pour I'heure
actuelle interdite en France. C’est le cas du screening d’aneuploidie (recherche des anomalies
chromosomiques de nombre : monosomies ou trisomies) rapidement appliqué en routine dans
le but d’augmenter les taux de succés en FIV (17) ; (18). Ceci concerne les populations
infertiles a risque plus élevé d’aneuploidie de novo : les couples avec antécédents obstétricaux
difficiles, dés lors que I'age maternel est avancé (> 37 ans), et lorsque I'un des membres du
couple est porteur d’'une anomalie chromosomique. Le choix du sexe est également possible

dans certains centres américains, au Moyen-Orient et en Asie (12).
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II.  Les différents tests génétiques

Les techniques d’analyses génétiques ont aussi d0 s’adapter et évoluer en paralléle des
pratiques grandissantes en DPI et PGT, mais les mises en application de celles-ci divergent

selon les pays (19).

Pour le DPI moléculaire, la recherche des mutations a l'origine des maladies monogéniques
héréditaires a débuté par le sexage de 'embryon par amplification d’une séquence spécifique
d’acide désoxyribonucléique (ADN) préalablement identifiée sur le chromosome Y (20). Puis,
il a été possible de détecter directement la séquence spécifiquement impliquée dans la
maladie, comme l'a étudié I'équipe de Coutelle pour la mucoviscidose et la dystrophie
musculaire de Muchenne (21). La technique utilisée est alors la PCR (Polymerase Chain
Reaction) basée sur 'amplification exponentielle in vitro de fragments d’ADN spécifiques
(appelés des amplicons) par des cycles d’hybridation et de déshybridation successifs, aprés
fixation d’amorces complémentaires. Il est plutét recommandé la réalisation d’'une PCR
multiplex qui permet d’amplifier simultanément plusieurs cibles nucléiques spécifiques liées a
la maladie recherchée (22). Cependant, plusieurs difficultés peuvent étre rencontrées :
'absence d’amplification du locus concerné par la mutation (soit du fait d’'une trop faible
quantité d’ADN a analyser, soit par I'absence de noyau retrouvé dans la cellule embryonnaire
biopsiée), la non-amplification d’un des deux alléles si hétérozygotie (phénoméne d’alléle
drop-out), ou bien I'amplification préférentielle d’'un des deux alléles (23). D’autres sources de
contamination peuvent également étre dues a la présence de matériel étranger aux cellules
embryonnaires, comme par exemple les cellules de la granulosa, les spermatozoides, les
cellules des manipulateurs extérieurs ou encore des produits de PCR issus d’analyses
précédentes (24). Parmi les pistes proposées pour limiter ces risques d’erreurs et/ou de
nouvelle biopsie, la technique de micro-injection (IntraCytoplasmic Sperm Injection ICSI) est
systématiquement réalisée en DPI aprés une décoronisation trés minutieuse des ovocytes

recueillis.

Lorsqu’il s’agit d’'une indication de DPI cytogénétique (et parfois aussi pour les pathologies
liges a I'X) la technique historiquement employée est I'hybridation en fluorescence (FISH). La
détection de la translocation dans les cellules embryonnaires prélevées est basée sur le
compte au microscope des signaux fluorescents émis pendant I'interphase par hybridation de
sondes nucléiques spécifiques (24) ; (25), chaque signal correspondant a I'hybridation
spécifique d’'une sonde dont la couleur dépend du fluorochrome. Il est alors possible de
déterminer si 'embryon est équilibré, autrement dit s’il posséde I'ensemble du matériel
génétique nécessaire, sans pour autant savoir s’il est porteur de la translocation. C’est une

technique ciblée uniquement sur I'étude des chromosomes porteurs de 'anomalie recherchée.
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Ensuite, les tests ont évolué avec de plus en plus de chromosomes étudiés, l'utilisation de
sondes multicolores spécifiques aux points de cassures pour les translocations, puis leur
commercialisation a plus grande échelle et a un moindre co(t. Enfin, pour pallier aux difficultés
liees a I'analyse sur cellule unique. il a été mis en place le dépistage chromosomique complet
de I'embryon (Compréhensive Chromosome Screening CCS) qui permet de quantifier les 24
chromosomes en réduisant les temps d’analyses et les risques d’erreur diagnostic (26). Ces
nouvelles technologies comprennent [I'hybridation génomique comparative (aCGH),
I'utilisation des micro-puces a ADN (SNP array) et le séquencgage de nouvelle génération a
haut débit (NGS), chacune ayant été testée avec leurs propres avantages et inconvénients
(27). Aux Etats-Unis, de nombreuses entreprises ont vu le jour sur le marché, spécialisées
dans ces analyses génétiques, constituant d’énormes bases de données et réseaux de
séquencgage pour travailler en collaboration avec les laboratoires de PGS ayant donc adoptés
la politique de freeze all systématique (28). Dans cette méme continuité d’évolution, se sont
développés a linternational le DPI-A, la technique de vitrification et les biopsies de

trophectoderme.

Ill.  La biopsie embryonnaire

Accompagnant historiquement les débuts du DPI, la biopsie était majoritairement réalisée au
troisiéme jour du développement embryonnaire au stade clivé 6 a 8 cellules. Le Professeur
Handyside a été le pionnier dans le domaine, ayant contribué a la mise en place de la
technique de biopsie de blastomeére (29) et a l'origine de la premiére naissance d’'une petite
fille indemne de la mucovisidose (30). D’autres équipes ont suivi avec une augmentation
majeure de la pratique du DPI dans le monde, les résultats paraissaient plutét encourageants
(11). Cependant, ceux-ci sont a nuancer selon le nombre de blastoméres prélevés par les
équipes, comme I'a montré De Vos (31) avec une nette diminution des taux de naissance
vivante lorsque 2 cellules sont retirées (22,4% contre 37,4% pour une cellule). Des études ont
aussi révélé des taux élevés d’aneuploidie au stade de I'embryon clivé et une forte prévalence
du mosaicisme dans les blastoméres, comparés aux taux retrouvés dans le fragment
multicellulaire prélevé dans le trophectoderme, qui peut atteindre les 60% au stade d’embryon
clivé contre 5% seulement dans le blastocyste (32). Ces diverses sources d’erreurs inhérentes
au stade de développement embryonnaire associées a la faible quantité cellulaire analysable
lors des biopsies de blastoméres peuvent donc conduire a des diagnostics erronés aux

conséquences graves pour le couple pris en charge.

16



Ainsi, aprés la premiére naissance issue d’'une biopsie de trophectoderme (33), la biopsie
embryonnaire a ce stade de développement tardif s’est progressivement imposée, dépassant
largement a I'heure actuelle les biopsies de blastoméres (34). Les preuves en faveur de la
biopsie du trophectoderme se sont accumulées dans la littérature que ce soit pour sa fiabilité
que sa valeur clinique (35) ; (36) ; (37) ; (38) ; (39) ; (40). Parmi les nombreux avantages a
réaliser la biopsie a un stade tardif du développement embryonnaire, I'influence de la culture
prolongée qui permet de sélectionner les embryons aux meilleures capacités d’implantation
avec exclusion des cellules aneuploides pendant la compaction embryonnaire, et qui apporte
ainsi une rentabilité supérieure a la technique (41). De plus, le préléevement multicellulaire
d'une fraction de trophectoderme permet d’atténuer l'effet délétére sur la reprise du
développement embryonnaire, étant donné que la polarisation et la différentiation de 'embryon
ont déja débuté (42). Le risque de diagnostic non rendu et/ou de re-biopsie est également
réduit, tout comme le risque d’échec d’amplification de 'ADN, contrairement a I'analyse sur un
ou deux blastoméres. Au total, la pratique du DPI-A associée a la réalisation d’une biopsie du
trophectoderme permet d’augmenter le nombre d’embryons euploides obtenus en évitant les
risques d’erreurs dues au mosaicisme ; le choix de 'embryon sain/équilibré de top qualité peut
se faire en toute sécurité pour l'obtention rapide d’une grossesse unique (43). Bien
évidemment, il existe aussi des inconvénients a la pratique d’'une biopsie de trophectoderme,
notamment les temps incompressibles de I'analyse génétique (de quelques heures a plusieurs
jours, en moyenne 24H) obligeant un transfert a J6 ou le plus souvent, une congélation pour
transfert d’embryon dévitrifié sur un prochain cycle. Il est également nécessaire d’adopter toute
une organisation spéciale pour effectuer une réévaluation constante du développement des
blastocystes en culture et trouver le moment le plus propice pour réaliser la biopsie. De plus,
une certaine expérience du laboratoire dans la culture prolongée et la vitrification avec du

personnel en nombre et compétent est indispensable (44).

Alors que le DPI-A est actuellement largement pratiqué a travers le monde, avec biopsie de
blastocystes et analyses génétiques des 24 chromosomes a haut débit, haute (45), la grande
majorité des centres frangais accrédités a la pratique du DPI pratiquent les biopsies
embryonnaires uniquement au stade d’embryon clivé. Une des originalités de notre centre est
de réaliser les deux méthodes de biopsie, a J3 et a J5. Notre étude avait donc pour but de
déterminer si le jour de la biopsie embryonnaire influencgait la prise en charge des couples
concernant les taux de naissance vivante principalement. Nous voulions également évaluer
lefficience de ces deux stratégies, chacune présentant leurs propres avantages et
inconvénients, qui sont a prendre en compte pour I'organisation et la coordination entre nos

deux laboratoires de médecine, biologie de la reproduction et de génétique.
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[.  INTRODUCTION

Le diagnostic pré-implantatoire (DPI) consiste en la recherche d’'une anomalie génétique a
partir de matériel cellulaire issu d’une biopsie d’'un embryon obtenu par fécondation in vitro.
Seuls les embryons sains ou porteurs hétérozygotes/équilibrés sont transférés ou congelés,
pour éviter les lourdes conséquences médicales et psychologiques liées aux fausses couches
a répétitions dans le cadre des indications chromosomiques, et diminuer le risque
d’interruption médicale de grossesse dans le cadre des maladies monogéniques [1,2]. Le DPI

représente ainsi une réelle alternative au diagnostic prénatal (DPN).

Depuis ses débuts dans les années 90 [3] et la premiére naissance d’une petite fille indemne
de mucoviscidose [4], la pratique connait une trés forte croissance a travers le monde [5,6]
mais les indications, Iégislations et techniques d’analyses génétiques sont trés variables selon
les pays [7,8]. Ainsi, plusieurs méthodes ont été différenciées par I'International Committee for
Monitoring Assisted Reproductive Technology (ICMART) et I'Organisation Mondiale de la
Santé [9], appelées DPI-SR pour détecter les déséquilibres et réarrangements
chromosomiques, DPI-M pour la recherche des mutations impliquées dans les maladies
monogéniques héréditaires, DPI-HLA autrement appelé la technique du « bébé médicament »

ou « bébé double espoir » [10] et le DPI-A pour le screening d’aneuploidie.

En France, la mise en place du DPI en 1999 reste trés encadrée législativement. L’Agence de
la Biomédecine veille a I'application des recommandations et de la Iégislation au sein des cinq
centres francgais autorisés actuellement pour le DPI, et analyse les activités et résultats de
chacun [11]. C’est dans le cadre des lois relatives a la bioéthique de 1994, révisée en 2004
puis en 2011, ainsi que l'application du décret de 2006 relatif au DPN et au diagnostic
biologique effectué a partir de cellules biologiques prélevées sur 'embryon in vitro, que la
pratique du DPI est autorisée a titre exceptionnel pour les couples risquant de transmettre a
'enfant a naitre une maladie génétique grave et incurable au moment du diagnostic. Pour
toute demande de prise en charge, le dossier clinico-biologique complet du couple est étudié
lors d’'une réunion de concertation pluridisciplinaire selon des critéres d’éligibilité propres a
chaque centre. La réserve ovarienne de la patiente doit étre suffisante pour obtenir un
maximum suffisant d’ovocytes et donc d’embryons a biopsier [12]. La mutation a I'origine de
la maladie doit également avoir été préalablement identifiée et la technique d’identification de
'anomalie génétique sur 'embryon doit étre réalisable. Deux grands types de DPI existent en
France selon lindication : le DPI moléculaire (DPI-M) et le DPI cytogénétique ou
chromosomique (DPI-SR). Le premier est destiné aux couples présentant une maladie
monogénique et la technique d’analyse génétique utilisée estla PCR associée au séquengage

[13]. Le second concerne essentiellement les anomalies chromosomiques de structure et/ou
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de nombre (translocations réciproques ou Robertsonnienne mais aussi les inversions,
délétions, duplications) et utilise principalement la technique de FISH [14]. Le DPI-A, qui vise
a évaluer la ploidie embryonnaire en analysant sa formule chromosomique, reste interdit en
France a ce jour. Cette technique trés répandue a I'étranger est associée au développement
de nombreuses plateformes génétiques utilisant des micro-puces a ADN (CGH array) ou le
séquencgage de nouvelle génération (NGS) [15,16].

Quelle que soit I'indication du DPI et la technique envisagée, la biopsie d’une ou plusieurs
cellules embryonnaires est indispensable pour la réalisation du diagnostic. Celle-ci peut étre
réalisée sur 'embryon précoce au 3°™ jour de développement, ou alors plus tardivement au
stade blastocyste ou un fragment de trophectoderme est prélevé. La biopsie de
trophectoderme présente des avantages certains, tels qu'un plus grand nombre de cellules
disponibles pour I'analyse génétique, un moindre risque de mosaiques et la sélection
d’embryons avec un meilleur potentiel implantatoire qu'au stade clivé, aboutissant au
développement rapide de cette technique dans de trés nombreux pays avec des résultats
cliniques prometteurs [17-20]. Cependant, la mise en place de la biopsie de trophectoderme
a de nombreuses conséquences organisationnelles, a la fois sur I'’heure de réalisation de la
biopsie que sur la congélation systématique des blastocystes biopsiés dans l'attente des

résultats génétiques [21].

En France, la biopsie de blastoméres reste quasiment la seule technique pratiquée dans les
centres de DPI. Dans notre centre, nous avons pour originalité de réaliser les deux types de
biopsies : la biopsie de blastoméres au 3°™ jour de développement embryonnaire (J3) et la
biopsie de trophectoderme au 5°™ jour (J5). L'objectif de cette étude est de comparer

I'efficience et les résultats cliniques de ces deux stratégies.
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II. MATERIELS ET METHODES

1) Patients

Cette étude rétrospective monocentrique a inclus 'ensemble des cycles de DPI réalisés dans
notre centre entre 2016 et 2019, quel que soit le rang de la tentative et pour toute indication
confondue, cytogénétique et moléculaire Les cycles avec transferts frais ou avec congélation
totale étaient tous inclus dés lors qu’'une biopsie embryonnaire avait pu étre réalisée. Nous
avons également pris en compte les transferts d’embryons congelés issus de ces mémes
cycles de DPI et réalisés sur la méme période de 2016 a 2019. Nous avons exclu les cycles
de DPI de 2019 pour lesquels les issues de grossesse n’étaient pas encore connues, les
cycles ou des re-biopsies avaient été nécessaires et les quelques biopsies réalisées a J4 au
stade morula. L’ensemble des données cliniques et biologiques nécessaires ont été recueillies
dans le logiciel Médifirst et anonymisées. Les patients avaient donné leur accord pour
I'utilisation de ces données anonymisées. Deux groupes de comparaison ont été formés selon

le jour ou avait été effectuée la biopsie embryonnaire : J3 ou J5.

2) Stimulation ovarienne

Les patientes recevaient un protocole antagoniste avec comme traitement de stimulation de
la FSH recombinante ou des gonadotrophines d'extraction urinaire. Les doses et durées de
traitement étaient adaptées a la réserve ovarienne, I'indice de masse corporelle (IMC), 'age
et les éventuels antécédents de prise en charge en AMP de la patiente. Un monitorage
échographique et biologique permettait de déclencher I'ovulation par injection d’hormone
chorionique gonadotrope humaine lorsque qu’au moins 5 follicules mesuraient au moins

17mm de diamétre.

3) Ponction ovocytaire, préparation spermatique, ICSI, culture embryonnaire

La ponction ovocytaire avait lieu par voie transvaginale, échoguidée et au bloc opératoire 36h
aprés le déclenchement. La préparation du sperme frais ou congelé du conjoint par
centrifugation sur gradient de silice (Suprasperm, Origio) suivies d’'une technique de swim-up
ou de lavage simple était réalisée en paralléle pour sélectionner les spermatozoides les plus
mobiles. Immédiatement aprés la décoronisation a l'aide de hyaluronidase (SynVitro®
hyadase, Origio, Malgv, Denmark) chaque ovocyte mature était micro-injecté, identifié par un
numero unique qui suivait ensuite 'embryon tout au long de la procédure de DPI, puis placés

individuellement dans les micro-puits de boites de culture (Embryoslide® Vitrolife® Stockholm,
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Suéde) spécialement adaptées a 'Embryoscope®. Les conditions de culture embryonnaire
appliquées étaient les mémes que celles recommandées en FIV classique [22] soit a 37°C,
sous atmosphére réduite en oxygéne (5% d'02, 6% CO02) et en milieu global sans
renouvellement (GTL®, Vitrolife®). Grace au systéme time-lapse, I'évaluation de la qualité
embryonnaire était basée sur des critéres morphologiques et cinétiques a des temps bien
définis [23]. Un traitement de soutien de la phase lutéale était prescrit le lendemain de la
ponction (progestérone intra-vaginale 200mg deux fois par jour pendant vingt jours) en

prévision du transfert embryonnaire.

4) Organisation générale

Les ponctions de DPI étaient programmeées les lundi, vendredi et samedi afin que la biopsie
embryonnaire au troisieme jour de développement puisse étre réalisée un jour ouvrable (jeudi,
lundi ou mardi respectivement). Les résultats génétiques étaient obtenus le jour méme ou le
lendemain selon I'indication et le nombre d’embryons analysés, et le transfert intra-utérin de
'embryon indemne de la pathologie était réalisé a J4. Malgré cette bonne coordination entre
les différentes équipes, la réponse imprévisible et aléatoire au traitement de stimulation de la
patiente entrainait parfois un décalage dans la programmation de la ponction ovocytaire et
limpossibilité de réalisation de la biopsie a J3 (exemple : ponction un jeudi). La biopsie était
alors décalée et réalisée au cinquiéme jour au stade blastocyste. Dans 'attente des résultats
génétiques, les embryons biopsiés a J5 étaient immédiatement congelés et le transfert
d’embryon décongelé était programmeé sur un cycle suivant, sauf dans les rares cas ou une
analyse cytogénétique rapide était possible le jour méme. Les différents cas de figure sont

représentés dans la figure 1.
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Figure 1: Organisation du laboratoire, choix du jour de la biopsie selon le jour de la ponction.

5) Biopsie embryonnaire

Deux opérateurs habilités a la biopsie embryonnaire étaient indispensables. Une double
vérification de I'identification des embryons par leurs numéros était effectuée a chaque étape
critique. Les embryons qui n’avaient pas présenté des divisions anormales au cours des deux
premiers cycles, qui présentaient au minimum six blastoméres de tailles homogénes et moins
de 25% de fragmentation étaient éligibles a la biopsie a J3. Chaque embryon était placé au
maximum dix minutes sous huile dans un milieu de décompaction sans calcium ni magnésium
(G-PGD, Vitrolife®) supplémenté au 1/10°™ avec de I'albumine sérique humaine (HSA,
Vitrolife®). Une bréche était réalisée a I'aide d’un laser dans la zone pellucide sous microscope
optique (ZilosTK, Hamilton Thorn®, Beverly, MA, USA). La biopsie consistait en I'exercice
d’une légére pression sur la zone pellucide permettant I'extrusion d’'une ou deux cellules qui
étaient directement transmises au laboratoire de génétique concerné selon l'indication pour
analyse. Chaque embryon était rincé dans du GTL® puis replacé individuellement dans son
puit de culture correspondant a son numéro en attendant les résultats du diagnostic génétique.
Pour les biopsies a J5, une breche par laser dans la zone pellucide était systématiquement
réalisée au troisieme ou quatrieme jour de développement. Les blastocystes candidats a la
biopsie devaient présenter une expansion supérieure au stade B2 et une masse cellulaire
interne et un trophectoderme notés A ou B selon la classification de Gardner (24). La biopsie

était réalisée directement dans une goutte du milieu de culture embryonnaire. Deux techniques

24




pouvaient alors étre pratiquées: soit par aspiration du fragment du trophectoderme qui
commengait a éclore a travers la bréche associée a des impulsions laser aux niveaux des
jonctions cellulaires ; soit mécaniquement par frottement/cisaillement entre les pipettes de

contention et d’aspiration (flicking) (25).

6) Analyses génétiques, rendu des résultats, transfert, congélation

Pour les DPI cytogénétiques, les cellules étaient lysées avec de I'acide chlorhydrique avant
étalement et fixation des noyaux sur une lame de verre et réalisation de la FISH (26). Pour les
DPI moléculaires, les cellules étaient directement positionnées sous loupe dans un tampon de
lyse permettant I'extraction de 'ADN avant de procéder a la technique d’amplification par PCR
(13). Une analyse cytogénétique rapide pouvait étre réalisée dans certaines situations et
permettait ainsi d’obtenir le diagnostic le jour de la biopsie pour effectuer un transfert immédiat
de 'embryon équilibré. A l'inverse, le diagnostic en biologie moléculaire ne pouvait étre rendu
que le lendemain de la biopsie du fait des différentes étapes et temps techniques
incompressibles que demandait la procédure (24h en moyenne). Une fois le statut de
'embryon connu, le transfert d’'un ou deux embryons sains/équilibrés ayant repris leur
développement de maniére satisfaisante était programmé, hormis dans les cas a risque
d’hyperstimulation ou de progestéronémie élevée (> 1,3ng/mL) le jour du déclenchement,
imposant la congélation de tous les embryons sains. Le nombre d’embryon a transférer était
décidé conjointement par le couple et I'équipe médicale. Le transfert était effectué sous
contréle échographique par voie vaginale a l'aide d’'un cathéter Cook (Guardia AccessET,
Cook®, USA). Un test de grossesse par dosage des béta-hCG était réalisé onze a douze jours
apres le transfert intra-utérin puis un suivi échographique permettait de confirmer la présence
d’'une grossesse clinique. La congélation des embryons sains/équilibrés surnuméraires se
faisait au cinquiéme ou sixiéme jour de culture embryonnaire par vitrification (RapidVit blast®,
Vitrolife®, Kungsbacka, Suéde) dans des paillettes de hautes sécurités (Rapid-i, Vitrolife®)
selon les mémes critéres morphologiques que ceux appliqués a notre population de FIV, c’est-
a-dire les embryons « top » B3-6 AA et les embryons de bonne qualité B3-B6 AB, BA ou B2
(24).

Pour les transferts d’embryons congelés, un traitement hormonal substitutif (cestrogénes et
progestérone par voie vaginale) était mis en place pour obtenir une épaisseur endométriale
supérieure a 6mm. Les blastocystes étaient décongelés le jour du transfert programmé par
ordre de priorité selon leur grade avant biopsie, et seuls ceux montrant des signes de ré-

expansion dans les deux heures suivant le réchauffement étaient transférés.
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7) Outils statistiques et expression des résultats

Les variables qualitatives ont été comparées a l'aide d’un test exact de Fischer, alors que les
variables quantitatives I'ont été avec un test t de Student aprés vérification de la normalité de
distribution. Les analyses statistiques ont été réalisé sur le logiciel BiostaTGV et les
graphiques sur Microsoft Excel®. Le degré de significativité acceptable était p < 0,05.

Notre critéere de jugement principal était le taux de naissance vivante, c’est-a-dire le nombre
d’enfants nés viables (>500g, >24SA) et indemnes de la pathologie par ponction. Les critéres
secondaires étaient les taux de grossesse débutante et clinique, de fausse-couche spontanée
et de grossesse multiple, toujours exprimés sur le nombre de ponction. Les taux d’implantation
étaient calculés comme le nombre de grossesses cliniques par nombre d’embryons transférés.
Une grossesse débutante était comptabilisée dés lors que le dosage des béta-hCG était
supérieur a 100 mUI/mL. Une grossesse clinique était confirmée par la présence d’au moins
un sac gestationnel avec activité cardiaque lors de la premiére échographie réalisée quatre a
six semaines aprés le transfert embryonnaire. La fausse couche est définie comme une
interruption de la grossesse avant 22 semaines d’aménorrhées (SA), sont donc exclus de ce
cadre les interruptions volontaires de grossesses. Les taux de grossesse multiple étaient
calculés comme le nombre de jumeaux sur le nombre total de grossesses. Le taux d’embryon
utile correspondait au nombre d’embryons sains/équilibrés transférés ou congelés sur le
nombre total d’embryons biopsiés. Nous avons considéré que les embryons sans diagnostic
génétique rendu (non interprétable, non réalisable ou douteux) avaient été biopsiés
« inutilement » car n’étaient finalement pas transférables ou congelables. Le taux d’embryon
biopsié « inutilement » est donc le nombre d’embryons non utilisables cliniquement sur le

nombre total d’embryons biopsiés.
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. RESULTATS

1) Caractéristiques des patients et des cycles de DPI

Au total, 697 cycles ont été inclus dans le groupe des biopsies a J3 et 65 dans le groupe des
biopsies a J5 entre 2016 et 2019 (Figure 2). Les caractéristiques cliniques et biologiques des
deux groupes sont détaillées dans le tableau 1.

Les deux groupes étaient comparables statistiquement concernant la plupart des facteurs
confondants en AMP, a savoir I'dge de la patiente a la ponction, 'IMC, 'AMH, le type d’infertilité
et le tabagisme chez I'un des membres du couple. La majorité des cycles de DPI réalisés
avaient une indication moléculaire (56,9%). La biopsie embryonnaire était majoritairement
réalisée a J3 quelle que soit l'indication. La biopsie J5 était plus souvent réalisée dans des
indications cytogénétiques du fait d’'une validation de la technique plus précoce que pour les

indications moléculaires.

966 cycles de DPI
de 2016 a 2019

xclusions:
toute indication Biopsies J4
tout rang Re-biopsies

Biopsies J3 Biopsies J5
697 cycles 65 cycles

Transferts TEC Transferts

: : TEC
frais frais
344 cycles 3343%3£cles 12 cycles 48 %y1cles
421 17
embryons embryons embryons embryons

Figure 2 : Schéma d'inclusion.
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Biopsie J3 Biopsie J5 | Significativité
697 65

Nombre total de cycles (n)

Nombre de couples (n) 417 64
Indication du DPI
DPI moléculaire (%) 59,6 27,7
p=7.10-7*
DPI cytogénétique (%) 40,4 72,3
g%i;igi"i“ 2 [ [ A 328+41 321+38 p=0,1536
IMC féminin (kg/m?) 23,9+477 2477 +5,8 p=0,2283
AMH (ug/L) 3,5+27 3,7+ 2,8 p=0,4327
Tabac actif chez les femmes (%) 13,4 9,4 p= 0,4415
Tabac actif chez les hommes (%) 31,1 27,6 p= 0,6573
Type d'infertilité du couple
Primaire (%) 34,5 37,5 p=0,6809
Primo-secondaire (%) 25,7 29,7 p= 0,4611
Secondaire (%) 39,8 32,8 p= 0,2877

Tableau 1: Caractéristiques des populations. Significativité*.
DPI : diagnostic pré-implantatoire  IMC : indice de masse corporelle

AMH : hormone anti-mullerienne

2) Comparaison des deux stratégies de biopsies embryonnaires

Au total, 3218 embryons avaient été biopsiés a J3 alors que seulement 276 blastocystes
avaient été biopsiés a J5. Le nombre d’ovocytes ponctionnés, injectés et d’'embryons obtenus
étaient similaires dans les deux groupes (Tableau 2).
Les doses de gonadotrophines étaient équivalentes dans nos deux groupes (2295,7 + 860,3
unités de FSH dans le groupe des biopsies J3 pour 2107,3 £ 802,5 dans le groupe des biopsies
J5).
Le nombre d’embryons biopsiés a J3 et a J5 étaient similaires, tout comme le nombre
d’embryons diagnostiqués, les taux d’embryons utiles et les taux d’embryons biopsiés
inutilement, dans les deux groupes. Enfin, nous avions également calculé le nombre
d’embryons biopsiés a J5, qui avaient été congelés immédiatement aprés (en accord avec
notre politique de freeze all dans I'attente des résultats génétiques) mais qui finalement
s’étaient avéré atteints ou non diagnostiqués. Il y avait ainsi eu 118 embryons congelés
inutilement dans ce cas de figure, ce qui représentait 42,8% parmi 'ensemble des embryons
biopsiés a J5. Au contraire parmi les biopsies J3, seuls les embryons sains/équilibrés non
transférés étaient congelés vu que leurs statuts génétiques étaient connus a J4. Le taux de
cycles avec congélation embryonnaire totale était plus élevé dans le groupe J5 que le groupe
J3 (p=6.10-9).
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_ Biopsie J3 Biopsie J5 | Significativité

Nombre d'ovocytes ponctionnés 1467 16,37 p=0,0707

Nombre d'ovocytes injectés 11,4 +5,8 12,6 +5,3 p= 0,0871

Nombre d'embryons obtenus 7,1+43 79+43 p=0,1418

Nombre d'embryons biopsiés 46 +3,2 42 +3,2 p= 0,3696
Nombre d'embryons diagnostiqués 43+ 3,1 3,8 +3,1 p=0,2109
Nombre d'embryons atteints 2,12 2022 p= 0,9639

Taux d'embryons biopsiés utilement 34 37,7 _
(n= 1095) (n=104) Rl

(%)
1;2ux d'embryons biopsiés inutilement 14,9 (n=481) 11,3 (n=31) p=0,1098
Nombre total de cycles de freeze all (n) [EERPZNELY) 38 (58.5%) p= 6.10-9*

Tableau 2 : Comparaison des caractéristiques des cycles en fonction du jour de biopsie
embryonnaire

3) Issues des cycles avec transfert frais

Sur les 344 cycles de DPI avec une biopsie J3, 421 embryons avaient été transférés contre
seulement 17 embryons sur les 12 cycles avec une biopsie J5. Le nombre moyen d’embryons
transférés était similaire (tableau 3). Aucune différence significative n’a pu étre retrouvée sur
notre critére de jugement principal a savoir les taux de naissance vivante, ni pour les critéres
de jugement secondaires a savoir les taux de grossesse débutante et clinique, les taux
d’implantation, les taux de fausse-couche spontanée et les taux de grossesse multiple (tableau
3).

29



_ Biopsie J3 Biopsie J5 | Significativité
Nombre total de cycles avec transfert
frais (n)

Nombre d'embryon par transfert 2n2= 3(2)1‘} 1(,::107,]5 b= 0,2249
Nombre de SET (n) 267 7
e p=0,1568
Taux d'implantation (%) 21,85 (n=92] 11,77 (n=2] p= 0,5454
Taux de grossesse débutante (%) 29,65 (n=102] 16,66 (n=2] p=0,7375
Taux de grossesse clinique (%) 23,26 (n= 80] 16,66 (n=2] p= 0,7406
Taux de naissance vivante (%) 25,58 (n= 88] 16,66 (n=2] p=0,7375
Taux de grossesse multiple (%) 8,82 (n=9] 0 p=1
Taux de fausse couche spontanée (%) 4,36 (n=15] 0 p= 0,1421

Tableau 3 : Issues des cycles avec transfert d’embryon frais en fonction du jour de biopsie
embryonnaire

SET : transfert d’embryon unique  DET : transfert de deux embryons

4) Issues des cycles de transfert d’embryons congelés

334 cycles de transfert d’'embryons congelés (TEC) représentant 384 embryons transférés et
qui avaient été biopsiés a J3, contre 48 cycles et 61 embryons transférés biopsiés a J5, ont
été inclus (tableau 4). Le nombre d’embryons transférés était similaire dans les deux groupes.
Les indications cytogénétiques représentaient 68,75% des cycles pour les embryons
transférés aprés biopsie J5, mais seulement 29,34% dans le groupe biopsie J3 (p= 3,5.10-7).
Ce résultat concorde avec le nombre supérieur de ponctions avec biopsies J5 suivies d’une
congélation totale. Le taux de naissance vivante par transfert était significativement plus faible
pour les biopsies J3 que pour les biopsies J5. Cette différence en faveur des biopsies J5 était
également observée sur les taux de grossesse débutante et sur les taux de grossesse clinique.
Alors qu’aucune grossesse multiple n’avait eu lieu dans le groupe des biopsies J3, 4
accouchements de jumeaux étaient comptabilisés dans le groupe des biopsies J5 (2,22% pour

les biopsies J5). Les taux de fausse couche spontanée étaient quant a eux équivalents.
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Nombre total de TEC (
Indication du DPI

DPI moléculaire (%) 29,3 68,8
p=3,5.10-7*
DPI cytogénétique (%) 70,7 31,3
Nombre d'embryon par transfert 1,2+04 1,3+£0,4
(n=384) (n=61)
Nombre de SET (n) 284 35
p= 0,0583
Nombre de DET (n) 50 13
Taux d'implantation (%) 8,33 (n=32) 27,87 (n=17) p= 0,0006*
Taux de grossesse débutante (%) 18,86 (n=63) 37,5 (n=18) p= 0,0344*
Taux de grossesse clinique (%) 9,28 (n= 31) 27,1 (n=13) p= 0,0052*
Taux de naissance vivante (%) 8,98 (n=30) 35,42 (n=17) p= 0,0001*
Taux de grossesse multiple (%) 0 2,22 (n=4) p= 0,0018*
Taux de fausse couche spontanée (%) 6,89 (n= 23) 6,25 (n= 3) p=1

Tableau 4 : Issues des cycles avec transfert d’embryon congelé en fonction du jour de biopsie
embryonnaire ; Significativité *.

TEC : transfert d’embryon congelé¢ DPI : diagnostic pré-implantatoire
SET : transfert d’embryon unique  DET : transfert de deux embryons
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IV. DISCUSSION

Dans cette étude, nous avons montré que la biopsie au stade du blastocyste présente des
taux de succes cliniques équivalents a la biopsie J3 concernant les transferts frais, mais des
taux de succes cliniques supérieurs concernant les transferts d’'embryons congelés en DPI.
Cependant, la généralisation de cette stratégie de biopsie au stade du blastocyste est
difficilement envisageable a I'heure actuelle d’'un point de vue organisationnel, technique et

économique.

Dans notre étude, le taux de naissance vivante dans le groupe des biopsies J3 était de 26%
par transfert frais, cohérent avec le taux moyen d’accouchement par transfert de 30% en
France publié par TABM en 2018. Concernant les résultats publiés par 'TESHRE [27] avec une
majorité de biopsies réalisées sur blastocystes, les taux d’accouchement par embryon
transféré se situaient autour des 20% et sont donc proches de notre taux de naissance vivante
de 16,7% en transfert frais dans le groupe J5 (sur seulement 12 cycles).

Il est pourtant difficile de comparer nos résultats a ceux de la littérature, les pratiques restant
divergentes selon les indications, les techniques et la |égislation. Ainsi, la plupart des centres
internationaux réalisent le DPI-A par biopsie de trophectoderme en routine dans les cycles de
FIV. La généralisation du DPI-A permettrait une augmentation des taux de grossesse clinique
en ICSI par transfert frais & 32,9% et a 27% par transferts d’embryons congelés selon les
derniers chiffres rapportés par TESHRE [28]. La revue de littérature de Mastenbroek [29] n’a
initialement pas montré d’amélioration du taux de grossesse grace au DPI-A, voire méme un
effet inverse. Les hypothéses avancées étaient, d’'une part le nombre restreint de
chromosomes analysés par FISH et d’autre part, les taux d’aneuploidie et de mosaicisme
supérieurs dans I'embryon clivé par rapport au blastocyste. Pour exemple, sur les 1603
embryons analysés par Alder [30], 42% des blastocystes étaient euploides contre seulement
24% des embryons clivés. Le mosaicisme peut varier de 15 a 75% a J3, mais passe de 3 a
24% dans le blastocyste [31]. Il aura donc fallu attendre le développement des techniques de
screening du génome entier et la biopsie de blastocyste pour permettre I'obtention de résultats
cliniques prometteurs en toute sécurité [32]. Cependant en France, la Iégislation restrictive
pour I'exercice du DPI permet de rechercher uniquement 'anomalie préalablement identifiée
et causale de la pathologie génétique, et interdit actuellement le recours au DPI-A, empéchant
I'évaluation de I'aneuploidie et du mosaicisme dans les embryons sains/équilibrés que nous
transférons/congelons. Ceci pourrait expliquer nos taux de réussite clinique inférieurs, en plus

de la petite taille de notre échantillon de biopsies J5.

Nous réalisons encore aujourd’hui une majorité de biopsies de blastoméres a J3, avec moins

de 7% des biopsies au stade blastocyste au cours de notre étude, ce qui reste une originalité
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par rapport aux autres centres francais agréés mais est trés faible vis-a-vis des 67% de
biopsies de trophectoderme rapportées par TESHRE en Europe en 2017. Pour chaque
embryon est choisi le moment le plus opportun au cours de son développement jusqu’au stade
blastocyste pour effectuer la biopsie, puis tous les blastocystes biopsiés sont congelés en
attendant la transmission des résultats génétiques [25]. Cette organisation nous parait
difficilement applicable, car demandant une synchronisation totale entre les équipes de
génétique et de FIV, un turn-over de personnel important, des locaux spécifiquement dédiés
a l'activité non jumelée a celle de la FIV classique, représentant in fine un co(t considérable
[33].

En dehors des indications classiques de congélation totale pour progestérone élevée ou
syndrome  d’hyperstimulation ovarienne, nous congelons des embryons non
diagnostiqués dans deux situations : les ponctions réalisées un mardi avec biopsie a J3 le
vendredi et blastocystes congelés le dimanche en I'absence de résultat génétique ; et les DPI
moléculaires avec biopsie réalisée a J5, étant donné le délai d’attente de 24h pour I'obtention
des résultats génétiques. Nous avons donc logiquement retrouvé un pourcentage de cycles
avec congeélation totale significativement différent dans les deux groupes de biopsie. De plus,
nous avons congelé inutilement 118 embryons car atteints ou non diagnostiqués aprés que la
biopsie de trophectoderme ait été réalisée, ce qui représente 42,8% des embryons totaux
biopsiés a J5. Ce cas de figure se présentait moins fréquemment lors des biopsies J3 car les
embryons sains/équilibrés étaient d’entrée transférés ou congelés (sauf en cas de ponction le
mardi avec biopsie le vendredi). Apparaissant comme argument supplémentaire, cette charge
de travail surajoutée au colt conséquent en personnel et en matériel que cette stratégie
demande permet difficilement a I'’heure actuelle d’envisager sa généralisation dans notre
centre.

L’'un des autres avantages de retarder le jour de la biopsie serait de « sélectionner » des
embryons d’emblée plus compétents avec de meilleures chances d’implantation et de
grossesses sachant gu’en moyenne, environ 50% des ovocytes fécondés atteignent le stade
blastocyste en FIV [34]. La culture prolongée permettrait donc de diminuer le nombre
d’embryons a biopsier en se focalisant sur ceux ayant théoriquement le meilleur potentiel
implantatoire. En revanche, le risque d’échec de culture et donc de biopsie pour les femmes
ayant une insuffisance ovarienne précoce ou les femmes plus agées est majoré.
Contrairement a Coll [35] qui retrouvait le double d’embryons a biopsier a J3 par rapport au
nombre de blastocystes biopsiables, nous n’observons pas de diminution du nombre
d’embryons a biopsier au stade blastocyste par rapport au stade de I'embryon clivé et nous
n’avons pas non plus biopsié de maniére inutile plus d’embryons a J3 que de blastocystes. En
revanche, plus de cycles sans transferts ou congélation étaient rencontrés dans le groupe J3
par rapport au groupe J5 (56,39% contre 23,07%, p= 7.10-7).
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Peu d’études portent sur la comparaison des résultats cliniques selon le jour de biopsie. Coll
n’avait pas retrouvé de différence significative au niveau des taux d’implantation et des taux
de grossesse clinique (56,1% et 65,3%, 50,3% et 61,4%, respectivement a J3 et J5). Il avait
comparé rétrospectivement les résultats de 179 cycles aprés biopsie J3, analyse sur cellule
unique et transfert frais a J5, a ceux de 204 cycles aprés biopsie de trophectoderme, screening
chromosomique complet et transfert d’'embryon congelé puis décongelé [35]. Méme si le
design de cette étude se rapproche de la nbtre, les enjeux, conditions d’applications et effectifs
ne sont pas les mémes, rendant difficilement comparables nos résultats. D’autre part, dans
son essai randomisé prospectif, I'équipe de Scott [36] a formé deux groupes, chacun
constituant son propre témoin avec transfert sur le méme cycle de deux embryons a la fois,
'un issu d’'un parcours de FIV classique et l'autre biopsié a J3 ou a J5, avec strictement les
mémes conditions de culture et le méme nombre de manipulations hormis le geste de biopsie
pour les deux embryons. Des analyses génétiques postérieures permettaient de savoir quel
embryon était a I'origine de la grossesse. En conclusion, la biopsie de trophectoderme n’avait
aucun impact contrairement a la réduction significative de 39% des taux d’implantation et des
taux de grossesse qui ressortait entre les embryons biopsiés a J3 des embryons non-biopsiés.
Cette méme équipe a montré qu’un blastomére représente 13% de la surface totale de
'embryon clivé contre seulement 2 a 3% de celle du blastocyste. Le retrait d’'une ou deux
cellules pourrait également entrainer un retard dans la compaction et la blastulation, comme
la constaté I'équipe de Bar-El [37] grace au suivi continu de 366 embryons par time-lapse.
Appliquant les recommandations de 'ESHRE [38], nous procédons a l'extrusion de deux
cellules dés lors que I'embryon en posséde huit, une seule si moins de 8. Les analyses
cytogénétiques faites sur un blastomére sont confirmées par les résultats obtenus sur le
deuxiéme. Pour les indications de biologie moléculaire, les embryons non transférables/non
congelables pour des critéres morpho-cinétiques ou suivants leur statut génétique sont
systématiquement ré-analysés par PCR. Nous retrouvons ainsi des taux d’implantation
corrects pour les embryons biopsiés a J3 (21,9%) par rapport aux 23% publiés par TESHRE
en 2017. Dans notre étude, le nombre d’embryons biopsiés était similaire a J3 et J5 tout
comme le nombre de blastocystes utiles a J5 malgré le prélévement de deux blastomeéres a
J3. Enfin, le taux de reprise de développement embryonnaire post-biopsie est bon (95,8%) a
la fin de 'année 2019. Ces résultats nous prouvent que le jour choisi pour réaliser la biopsie
n’a affecté ni la faisabilité de nos tests génétiques ni les taux de succeés cliniques.

Toujours pour respecter la balance bénéfice-risque du geste de biopsie, les biologistes et
techniciens de notre centre ont été habilités aprés avoir regu une formation pointilleuse et
standardisée ; un programme de maintien des compétences a été mis en place avec suivi des
indicateurs de performance individuels. Concernant les biopsies de blastoméres, la zone
pellucide (ZP) est ouverte a I'aide d’'un laser comme recommandé et pratiqué dans la majorité

des centres européens [38]. Pour les biopsies de trophectoderme, la bréche est réalisée au
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troisiéme jour de développement pour faciliter I'éclosion précoce du blastocyste. Ce choix
pourrait étre remis en cause du fait des inconvénients associés : I'exposition a un stress
supplémentaire pour I'embryon par modification du milieu de culture et les manipulations
extérieures, I'impossibilité de repérer la position future de la masse cellulaire interne et donc
le risque de la léser lors du prélévement ultérieur [25]. Il est également possible de réaliser
l'ouverture de la ZP et la biopsie immédiatement a J5 comme le veut le protocole séquentiel.
Le peu d’études comparatives publiées sur la réalisation de la bréche restent contradictoires :
Rubino [39] montrait dans son étude rétrospective des différences significatives sur les taux
d'implantation, de grossesse clinique et de naissance vivante en faveur du protocole
séquentiel (65,3 % contre 55,1 %, 58,4 % contre 46,8 % et 58,9 % contre 46,2 %
respectivement, p< 0,0001] ; contrairement a I'essai prospectif randomisé de Zhao [40] portant
sur 221 cycles qui ne montrait aucune amélioration des taux de succés clinique avec le

protocole séquentiel.

Plusieurs hypothéses peuvent étre évoquées pour expliquer les taux de naissance vivante
supérieurs retrouvés en cas de transferts d’embryons congelés.

Nos effectifs trés réduits dans le groupe des biopsies J5, comportant seulement 12 cycles
avec transferts frais, rendent difficilement interprétables les résultats par rapport aux 334
cycles avec transfert frais et biopsie J3. De plus, nous avions significativement plus de cycles
de DPI cytogénétique dans le groupe des biopsies J5 que dans le groupe des biopsies J3. Or,
il est admis que la présence d’anomalies chromosomiques structurelles chez l'un des
membres du couple pourrait étre a l'origine d’erreurs lors des processus méiotiques des
gameétes parentaux ou lors des divisions mitotiques du zygote, expliquant des taux
d’aneuploidie et de mosaicisme supérieurs dans les embryons issus de cette population de
DPI cytogénétique [41].

Par Ailleurs, Ubaldi [42] a décrit que le choix électif de 'embryon a transférer parmi les
embryons euploidies a I'aide de caractéristiques morpho-cinétiques permettait d’optimiser les
chances de grossesse et de diminuer le temps nécessaire a I'obtention de la grossesse. Nous
pouvons donc admettre que 'embryon avec la meilleure chance d’'implantation future avait été
transféré en frais dans le groupe des biopsies J3 alors qu'il avait été congelé puis dévitrifié et
transféré sur le prochain cycle dans la majorité des biopsies J5 avec congélation totale, ce qui
pourrait expliquer en partie les différences significatives sur nos taux de naissance vivante,
grossesse clinique et taux d’'implantation dans ces cas de figure.

Par question de praticité pour le laboratoire et facilitation organisationnelle des couples venant
de régions souvent éloignées, les transferts frais avaient généralement lieu dés J4 lorsque la
biopsie avait été réalisée a J3. Cette stratégie pourrait étre discutée, car les critéres de
sélection embryonnaire a J4 restent peu reconnus et standardisés, méme s’il n’est pas

démontré de différences significatives sur les taux de succeés cliniques entre les transferts de
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morulas ou blastocystes [43]. En revanche, aucun transfert a J6 aprés une biopsie J5 n’était
réalisé, 'embryon étant immédiatement vitrifié aprés vitrification. L’étude prospective sur 221
cycles de Elgindy [44] montrait des taux d’'implantation significativement plus élevés a 40%
quel que soit le jour du transfert J5 ou J6 pour des blastocystes expansés, alors qu’ils ne
dépassaient pas les 19% lors des transferts de blastocystes non expansés a J6. Par la suite,
Irani [45] a montré une supériorité clinique des transferts de blastocystes euploidies congelés
a J5 plutdt qua J6 appartenant pourtant aux mémes grades de développements
morphologiques. De plus, le phénoméne de collapsus décrit comme protecteur avant
vitrification, serait entrainé par la réalisation de la bréche suivie de I'éclosion partielle ou totale
du blastocyste biopsié, ce qui permettrait alors une exposition et une déshydratation plus
uniforme de la blastocéle aux cryoprotecteurs [46]. A ces arguments peut également se
rajouter une synchronisation non optimale avec la fenétre implantatoire suite aux
changements morphologiques et moléculaires entrainés par les traitements de stimulation [47]

pouvant donc impacter négativement les résultats par transferts frais.

Notre étude présente quelques limites méthodologiques. En effet, son caractére rétrospectif
et monocentrique expose a des risques de biais. De méme, I'effectif faible dans notre groupe
de biopsies J5 constitue une limitation majeure et incite a la prudence quant a I'interprétation
des tests statistiques. Cependant, cette étude est originale concernant la pratique frangaise

du DPI, étant I'un des seuls centres pratiquant les biopsies de trophectoderme.

Le futur pourrait résider dans les alternatives a la biopsie embryonnaire, qui reste un geste
invasif potentiellement délétére pour la suite de son développement et les chances de succés
en DPI. Quelques études se sont penchées sur I'analyse des fragments d’ADN libres issus de
'embryon présents dans le milieu de culture ou dans le liquide blastocoelique [48]. Pour le
moment, les résultats publiés ne sont pas suffisamment concluants au vu des faibles taux
d’amplification et des risques élevés de contamination par ’ADN maternel [49]. Autre piste
évoquée, la prédiction de la ploidie embryonnaire basée sur la morpho-cinétique. Peu d’études
sont disponibles actuellement, hétérogénes et aux résultats contradictoires, ne permettant pas
d’établir un modéle déterminant le statut chromosomique de I'embryon selon ses
caractéristiques morpho-cinétiques. L’étude rétrospective récente publiée par notre équipe
[50] n’a retrouvé aucune différence significative malgré le suivi continu et 'analyse en temps
réel par systéme time-lapse entre les embryons équilibrés et déséquilibrés. Il est donc encore
trop tot pour envisager 'abandon de la biopsie embryonnaire pour la recherche d’anomalies

génétiques.
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V. CONCLUSION

Notre étude rétrospective portant sur les quatre derniéres années d’activité dans notre centre
de DPI nous a permis d’évaluer 'impact de nos deux stratégies de biopsies embryonnaires
sur les chances de succés des couples pris en charge, tout en analysant I'efficience de
chacune d’un point de vue praticité et organisationnel. Ainsi, les taux de naissance vivante lors
de la réalisation d’un transfert frais embryonnaire n’étaient pas différents quel que soit le jour
ou avait été effectué la biopsie. A I'inverse, nous avons obtenu significativement plus de
naissances vivantes et de grossesses lorsque la biopsie était réalisée a J5 lors des transferts
d’embryon(s) congelé(s). Nos résultats plébiscitent donc la généralisation de la biopsie de
trophectoderme dans notre centre alors que nous la réalisons a I'heure actuelle uniquement
dans les circonstances exceptionnelles ou la biopsie au stade clivé n’est pas possible. D’un
point de vue technique, que la biopsie ait eu lieu a J3 ou a J5, nous avions obtenu autant
d’embryons utiles, c’est-a-dire d’embryons sains/équilibrés qui avaient pu étre transférés ou
congelés. Il en était de méme pour les embryons biopsiés inutilement car atteints ou non
diagnostiqués. Il n’'y a donc pas une stratégie plutét qu'une autre qui nous permet d’effectuer
un nombre moindre et optimal de biopsies. Par contre, la proportion des 118 embryons
congelés inutilement lorsque la biopsie était réalisée a J5 représente une charge de travail
technique considérable, un surco(t financier et matériel au niveau de la place supplémentaire
requise pour la cryopréservation, ainsi que la nécessité d’'une grande coordination entre les
différentes équipes de génétique et biologie de la reproduction. Ces désavantages nous
empéchent donc de mettre en place a I'’échelle de notre centre, la norme internationale qu’est

la biopsie de blastocyste.
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Titre : Le Diagnostic Pré-Implantatoire : comparaison des stratégies de biopsies

embryonnaires au stade clivé et au stade blastocyste.

Résumeé : Le DPI consiste en la recherche d’'une anomalie génétique sur une ou plusieurs
cellules issues d’'une biopsie d’un embryon, lui-méme obtenu par fécondation in vitro. Par
manque de standardisation, le jour choisi pour réaliser la biopsie embryonnaire varie d'un
pays, voire méme d'un centre a l'autre. Dans le nbtre, les biopsies sont réalisées
préférentiellement sur des embryons clivés a J3 mais également au stade blastocyste. La
biopsie J5 demande une congélation quasi systématique de I'embryon avant I'obtention du
diagnostic, contrairement a la biopsie J3 qui permet un transfert intra-utérin de 'embryon
sain/équilibré a partir du lendemain, ou dés réception des résultats génétiques. Nous voulions
comparer les chances de réussite pour les couples pris en charge en DPI dans notre centre
selon le jour de la biopsie embryonnaire. Pour cela, nous avons réalisé une étude rétrospective
monocentrique incluant tous les cycles de DPI réalisés entre 2016 et 2019 répartis en deux
groupes, biopsies J3 ou J5. Aucune différence significative ne ressort des résultats concernant
les transferts d'embryons frais. Au contraire, les taux de naissance vivante et de grossesse
sont statistiquement supérieurs lorsqu'il s'agit des TEC. Au sujet de l'efficience des deux
stratégies, les taux d'embryons biopsiés utilement et inutilement étaient similaires dans les
deux groupes de biopsies. En conclusion, méme si nos résultats en termes de naissances
sont favorables aux biopsies J5, la généralisation de cette technique dans notre laboratoire
comme fait a linternational, nous parait difficlement envisageable par les nombreuses
contraintes organisationnelles et financiéres que cela impliquerait.

Mots clés : Diagnostic pré-implantatoire, DPI, Biopsie embryonnaire, FIV.

Title : Preimplantation Genetic Testing : comparison between cleavage stage and
blastocyst biopsy.

Abstract : PGT involves the genetic testing on cells from a biopsy of an embryo obtained by
in vitro fertilization. There is a lack of standardization about the day chosen to perform the
embryo biopsy country to country, even from center to center. In our center, biopsies are
preferably performed on day 3 embryos cleaved but also at the blastocyst stage. The biopsy
on day 5 requires almost systematically a freeze all before obtaining the diagnosis, unlike the
biopsy on day 3 which allows an transfer of the healthy/balanced embryo from the next day
or upon receipt of the genetic results. We wanted to compare the chances of success for
couples supported in DPI in our center according to the day of the embryo biopsy. To
achieve this, we carried out a retrospective monocentric study including all DPI cycles carried
out between 2016 and 2019 divided into two groups, biopsies day 3 or 5. No significant
difference emerges from the results concerning fresh embryo transfers. On the contrary, the
rates of live birth and pregnancy are statistically higher when it comes to thawed embryo
transfers. Regarding the efficiency of the two strategies, the rates of usefully and
unnecessarily biopsied embryos were similar in the two groups of biopsies. In conclusion,
even if our results in terms of births are favorable to biopsies on day 5, the generalization of
this technique in our laboratory as done internationally seems hardly possible due to the
many organizational and financial constraints that this would imply.

Keywords : Preimplantation Genetic Testing, PGT, Embryo biopsy, IVF.
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