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INTRODUCTION

Le don d’ovocyte, définit par I'apport par un tiers (donneuse), d’ovocytes en vue
d’une Assistance Médicale a la Procréation (AMP) dans I'article L 1244-1 du Code de la Santé
Publique (CSP) (1), est une pratique largement utilisée de nos jours pour pallier a des

infertilités féminines ou a des échecs de conception intra-couple.

Depuis la description initiale par Trounson et al. (2) en 1983 de la premiére grossesse
aprés un don d’ovocyte, puis la publication par Lutjen et al. (3) en 1984 de la premiére
naissance a terme, de nombreuses équipes ont eu recours a cette pratique avec succes.
Apparu en France en 1984-1985, le don d’ovocytes a vu son exercice encadré par les
recommandations du Comité Consultatif National d’Ethique (CCNE) dés 1989 (4,5),
préconisant les principes de gratuité, volontariat et anonymat du don par un couple qui a
des enfants, en faveur d’un couple infertile. Cette technique fut légalisée par les lois de la
bioéthique du 29 juillet 1994 (6), révisées par celles du 6 aolt 2004 (7) et du 7 juillet 2011

(8), puis validées par des décrets d’application (9), toujours d’actualité a ce jour.

En France, le don de gameétes est géré par les Centres d’Etudes et de Conservation
des CEufs et du Spermes humain (CECOS), d’abord structures associatives, ils appartiennent
au service public depuis 1992. Il existe actuellement 29 CECOS en France remplissant
plusieurs missions dont la gestion des dons de gamétes et d’embryons, et la préservation
de la fertilité chez des patients qui vont subir un traitement ou une circonstance présentant

un risque pour leur fertilité future.
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Le don d’ovocytes est destiné actuellement a répondre a la demande d’un couple
constitué d’un homme et d’une femme, « vivants, en age de procréer » (Art. L. 2141-2), si
I'indication médicale est authentifiée. En 2011, la révision des lois a permis un
assouplissement des dispositions initiales de 1994, avec I'accés au don « lorsqu’il existe un
risque de transmission d’une maladie d’une particuliére gravité a I’enfant ou @ un membre du
couple, lorsque ces techniques d’Assistance médicale a la procréation au sein du couple ne
peuvent aboutir, ou lorsque le couple, didment informé dans les conditions prévues a I’article
L.2141-10, y renonce » (Art. L.2141-7) (10). Enfin, dans un futur proche, les indications
devraient étre encore élargies avec |'acceptation début 2020 par I’'assemblée nationale d’un
nouveau projet de loi (11), notamment pour les femmes seules et les femmes

homosexuelles.

La législation encadrant les donneuses d’ovocytes a elle aussi bien évoluée depuis
1994. Le nombre d’enfants issu du don de gametes, initialement limité a 5, est augmenté a
10 avec la loi de 2004 (Art L1244-4) (1). La donneuse doit toujours étre agée de moins de 37
ans, étre en bonne santé, mais n’a plus I'obligation d’étre en couple. Enfin, le décret n°
2015-1281 relatif au don de gamétes ouvre I'acces au don aux femmes majeures n’ayant

pas procréé (12).

Deux facteurs sont déterminants dans la prise en charge en don d’ovocytes : d’'une
part une préparation endométriale optimale, et d’autre part, la qualité embryonnaire. Les
premieres tentatives d’AMP avec don d’ovocytes étaient réalisées avec des ovocytes frais,
ce qui imposait la synchronisation de la maturation endométriale de la receveuse (qui
n’était donc pas toujours optimale) avec le cycle de stimulation de sa donneuse. Cette

synchronisation était trés contraignante a la fois pour la receveuse (retentissement sur sa
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vie personnelle et professionnelle), et pour les CECOS et centres d’AMP prenant en charge
ces patientes (risque sur I'anonymat par rencontre possible entre les donneuses et les
receveuses malgré les efforts des équipes). De plus, du fait de la pénurie de donneuses,
plusieurs receveuses devaient étre généralement synchronisées avec chaque donneuse,
induisant des difficultés de programmation et un risque d’obtention d’un nombre
d’ovocytes insuffisant, ou au contraire tres élevé, pouvant entrainer des inégalités entre les
receveuses.

La pratique de congélation des embryons donnant de bons résultats depuis de
nombreuses années, la question de la congélation ovocytaire s’est posée, dans le but de
simplifier le don d’ovocytes (13,14). Cependant, pendant de nombreuses années, seule la
congélation lente (descente programmée et progressive de la température, aprés une
exposition a des faibles concentrations de cryoprotecteurs, conduisant a une
déshydratation cellulaire et limitant la formation de cristaux intracellulaires) était possible
(15). La premiere naissance apres l'injection intracytoplasmique d’un spermatozoide (ICSI)
d’un ovocyte congelé fut publiée par Porcu et al. a la fin des années 90 (16). Cependant, des
inquiétudes soulevées par le manque de reproductibilité des résultats, les faibles taux de
survie, les fécondations rares et volontiers polyspermiques, ainsi que par le risque
d’aneuploidie embryonnaire résultant de |'utilisation d’ovocytes issus de cette technique de
cryopréservation, ont conduit a une interruption de I'activité (17).

Rapportée pour la premiére fois par Rall et Fahy en 1985 sur des embryons de souris
(18), la vitrification est évaluée depuis la fin des années 1990 chez I’humain. Il s’agit d’une
technique de congélation ultra-rapide, qui consiste en la solidification d’une solution par
une élévation extréme de la viscosité a basse température, pour aboutir a la constitution
d’un état vitreux, et éviter la formation de cristaux de glace intracellulaires inhérents a la

congélation lente, qui sont délétéres pour la cellule (augmentation de I'osmolarité,
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agression mécanique par les cristaux de glace). Ce processus est obtenu par une
combinaison de concentrations élevées de cryoprotecteurs associées a des vitesses de
refroidissement ultrarapides jusqu’a -196°C. (19,20). La premiere naissance d’un enfant
vivant apreés vitrification ovocytaire a été obtenue en 1999 et rapporté par Kuleshova et al.
(21). Devant les résultats prometteurs de cette nouvelle technique de cryopréservation, de
nombreuses études sont menées a travers le monde afin de comparer les ovocytes vitrifiés
versus les ovocytes frais ou ceux congelés par congélation lente. Cobo et al. a publié en
2008 une série de 30 dons d’ovocytes, comparant les résultats des ovocytes matures
ponctionnés et injectés post-vitrification/réchauffement, versus injectés frais, et aucune
différence n’est apparue concernant la fécondation, le clivage précoce, la qualité

embryonnaire et les résultats cliniques entre les 2 groupes (22).

La mise en place de la technique de vitrification et des premiéres banques d’ovocytes
par les équipes espagnoles et américaines a bouleversé la prise en charge des patientes en
permettant une dissociation de la programmation de la donneuse et des receveuses,
puisque le réchauffement des ovocytes puis le transfert embryonnaire peuvent a présent
étre programmé sur le principe du transfert d’un embryon congelé (23). Outre le confort de
prise en charge des receveuses, la vitrification et I'utilisation de banques d’ovocytes (sur le
méme principe que les banques de sperme) permettent une meilleure gestion des listes
d’attente ainsi qu’une optimisation du nombre d’ovocytes attribués a chaque receveuse. La
préservation de I'anonymat et de la confidentialité seraient ainsi renforcés, car a aucun

moment la receveuse ne risquerait de croiser sa donneuse.

Cependant, bien que la vitrification connaisse un essor important a l'international a

partir du début des années 2000, ce n’est qu’en 2011, avec la révision de la loi bioéthique,
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gu’elle fait son apparition dans un texte de loi francais. L’article 2141-1 du CSP stipule « La
technique de congélation ultra-rapide des ovocytes est autorisée ». Cela marquera un

tournant dans la prise en charge des couples en AMP avec don d’ovocytes en France.

Si de nombreuses études existent sur les excellents résultats globaux en termes de
grossesses de la vitrification ovocytaire, peu d’équipes comparent les résultats spécifiques
entre les ovocytes frais et les ovocytes vitrifiés, dans une population d’ovocytes issus du
don. Les espagnols ont décrit les plus grossesses séries, notamment Cobo et al. en 2010, qui
publie une étude avec 600 couples randomisés en 2 groupes : don d’ovocytes frais versus
dons d’ovocytes vitrifiés issus d’'une banque d’ovocytes cryopréservés. Les auteurs
retrouvent un taux de fécondation similaire dans les 2 groupes, et une non-infériorité du
groupe vitrifiés versus frais quant aux résultats cliniques du don d’ovocytes (24). L’étude de
Trokoudes et al publiée en 2011 (25), avec une population issue du don dans un programme
de egg-sharing (une femme engagée dans un protocole de FIV (non remboursé) se voit
proposer la gratuité de sa tentative si elle accepte de donner une partie de ces ovocytes), ne
retrouve pas de différence entre les ovocytes vitrifiés et ovocytes frais.

Plus récemment, dans une étude publiée en 2017 par Crawford et al (26) comparant
des ovocytes vitrifiés versus frais dans des populations autologues et receveuses d’ovocytes,
il n"est pas retrouvé de différence dans les cycles autologues. Par contre, dans les cycles
issus du don, il est retrouvé un taux de déprogrammation avant transfert plus faible dans le
groupe vitrifié, ainsi qu’un taux de naissances vivantes plus bas, alors qu’il n’y a pas de
différence retrouvée en termes d’implantation embryonnaire et de grossesse. Une autre
étude publiée en 2018 par Kushnir et al (27) retrouve quant a elle un taux de naissance plus
élevé dans le groupe d’ovocytes frais par rapport au groupe vitrifié, dans une population de

receveuses d’ovocytes. Ainsi, les résultats en termes d’accouchements sur les receveuses
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d’ovocytes issue de vitrification different selon les études. De plus, aucune étude francaise

n’a été a ce jour publiée a ce sujet.

Depuis I'autorisation légale de la vitrification ovocytaire en 2011, le service de PMA
de Clermont Ferrand a modifié sa politique de don en passant du don synchrone avec
ovocyte frais a la vitrification des ovocytes issus de dons. Ceci n’est pas encore le cas dans

de nombreux centres qui continuent a mener une politique de don en ovocytes frais.

L’objectif de ce travail est de comparer les résultats en AMP avec don d’ovocytes
réchauffés post-vitrification par rapport au don d’ovocytes frais au CHU de Clermont-
Ferrand, entre janvier 2009 et décembre 2019.

L’objectif principal est la comparaison du taux cumulé de naissances vivantes par tentative
et par couple (incluant les transferts d’embryons frais et congelés issus de la méme
tentative) en AMP avec don d’ovocytes utilisant des ovocytes vitrifiés versus ovocytes frais.

Les objectifs secondaires sont de comparer les taux de fécondation et d’'implantation dans
les 2 groupes, ainsi que les issues par transfert frais ou congelés, cumulées par tentative et
par couple. Le taux de survie ovocytaire post-vitrification/réchauffement (pour le groupe
vitrifié uniquement). Enfin, les données obstétricales et néonatales de chaque grossesse ont

été comparées.
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MATERIEL ET METHODES

Il s’agit d’une étude comparative monocentrique réalisée au sein du service d’AMP-
CECOS du CHU de CLERMONT-FERRAND durant la période de Janvier 2009 a Décembre

20109.

1. Population étudiée

Les patientes incluses dans I'étude appartenaient a des couples pris en charge en
AMP relevant du don d’ovocytes durant la période d’inclusion. Aucune tentative ne fut
exclue de |'étude.

Selon la législation francaise, toutes nos patientes étaient dgées de moins de 43 ans
et ont bénéficié d’un bilan clinique, paraclinique et biologique complet préalable a la
demande de don. Aprés une consultation psychologique, le dossier de chaque couple a été
validé lors d’une réunion pluridisciplinaire au sein du CECOS. Chacun des couples a été
informé du déroulement de la prise en charge et a signé un consentement pour la
réalisation de la procédure d’AMP avec don d’ovocytes. lls ont également di fournir un
document rendant la filiation incontestable pour les futurs enfants a naitre issus du don
d’ovocytes, établit devant le tribunal de grande instance ou, depuis peu, autorisé chez un
notaire.

Deux groupes de patientes ont été comparés selon la technique utilisée en AMP avec
don d’ovocytes. Tout d’abord, entre Janvier 2009 et Mars 2013, les couples ayant bénéficiés
d’une tentative d’AMP avec don d’ovocytes frais (Groupe frais). Puis, entre Janvier 2014 et
Décembre 2019, les couples ayant bénéficiés d’une tentative avec don d’ovocytes

vitrifiés/réchauffés (Groupe vitrifiés). L’année 2013 fut une année charniére pour le CECOS
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de Clermont Ferrand qui fut I'un des premiers centres francais a décider de pratiquer le don
en utilisant la vitrification ovocytaire, aprés I'autorisation légale obtenue en 2011. Ainsi, une
seule tentative avec don d’ovocytes frais a été réalisée cette année 2013, en parallele de la
mise en route et de [I'apprentissage de cette nouvelle technique de
vitrification/réchauffement ovocytaires.

Nous avons étudié chaque tentative en prenant en compte les transferts d’embryons
frais, puis congelés issus de la méme tentative donc de la méme donneuse. Nous avons

également étudié les résultats par couple receveur.

Chaque donneuse a bénéficié d’'une information éclairée et a signé un consentement
a la procédure de don d’ovocytes. Apres un bilan complet, les criteres d’acceptabilités pour
débuter une stimulation de I'ovulation en vue d’'un don d’ovocytes étaient : étre agée de
moins de 37 ans, avoir un bilan gynécologique normal, ne pas étre porteuse de pathologies
génétiques pouvant potentiellement étre transmises a la descendance, avec un caryotype
constitutionnel normale, et un bilan sérologiques médicolégale sans anomalies (Sérologies
et charges virales VIH 1 et 2, HTLV 1 et 2, VHB, VHC, syphilis, chlamydiae, CMV). Tous les
dossiers ont été validés par une expertise multidisciplinaire comprenant : un gynécologue,
un médecin biologiste du CECOS, ainsi qu’une consultation psychologique si la donneuse
n’avait pas d’enfant.

Dans le groupe frais, en amont de la tentative, une donneuse était attribuée a une
ou plusieurs receveuses (selon leur réserve ovarienne), afin de réaliser un don synchrone :
les receveuses ne savaient donc pas a I'avance combien d’ovocytes elles allaient bénéficier.
Dans le groupe vitrifiés, lorsque le dossier du couple receveur était validé par le CECOS, un
certain nombre d’ovocytes vitrifiés étaient attribués, provenant d’'une ou maximum 2

donneuses.
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2. Caractéristiques de Ia population étudiée

Les données médicales ont été recueillies a partir du dossier clinico-biologique de
chaque couple de patients et du logiciel JFIV, utilisé dans le service d’AMP-CECOS du CHU de

Clermont-Ferrand et rempli de maniere prospective.

Pour chaque patiente receveuse d’ovocytes, ont été recueillis : la date de la tentative,
I’age au moment de la tentative, le poids, la taille, 'IMC (Indice de masse corporelle) et
I’étiologie de leur infertilité.

Les étiologies d’infertilité a I'origine de lI'accés au don d’ovocytes ont été classées
comme telle :

- I'Insuffisance Ovarienne Prématurée (IOP), qui englobe :

o L’IOP avérée (autrefois appelée ménopause précoce), définit par une aménorrhée de
plus de quatre mois avant I'dge de 40 ans avec un taux élevé de gonadotrophine
(FSH supérieur a 40 UI/L) sur au moins 2 préléevements distincts, réalisés a quelques
mois d’intervalle. On retrouve de nombreuses étiologies: iatrogéne aprés
traitement par chimiothérapie, radiothérapie ou chirurgie, auto-immune, virale,
génétique. Mais dans plus de 80 % des cas I'lOP reste idiopathique aujourd’hui. (28)

o la faible réponse ovarienne (FRO) (ou POR : Poor Ovarian Response), définit par les
critéres de Bologne de 2010 (29) comme au moins 2 critéres présents parmiles 3 :

= 3ge maternel supérieur ou égal a 40 ans,

= une faible réponse a une stimulation ovarienne avec 3 ovocytes ou moins,

= une faible réserve ovarienne avec un compte des follicules antraux (CFA)
inférieur a 5-7 follicules ou Hormone Anti-Mullérienne (AMH) inférieur a 0.5—

1.1 ng/mL.
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Deux épisodes de faible réponse ovarienne aprés une stimulation maximale sont
suffisants pour définir une patiente comme faible répondeuse en I'absence d’age
avancé ou de réserve ovarienne anormale. Cette définition a le défaut de ne
concerner que les patientes ayant déja bénéficié d’une prise en charge en AMP.

- Une affection génétique maternelle avec risque de transmission maternelle d’une

pathologie d’une particuliére gravité a I'enfant.

- Un _échec des techniques d’AMP en intraconjugale (pas d’obtention ou d’implantation

d’embryons, sans forcément de faible réponse ovarienne)

Pour chaque donneuse d’ovocyte, ont été recueillis : la date du don, I'age au moment du
don, le poids, la taille, I'IMC, le nombre total d’ovocytes ponctionnés et le nombre
d’ovocytes matures (un ovocyte mature est un ovocyte bloqué en métaphase Il (Mll) de
méiose qui a expulsé son 1°" globule polaire (GP1)). Dans le groupe frais, les ovocytes
matures étaient directement injectés en ICSI dans la procédure de don, et dans le groupe

vitrifiés ils étaient conservés par vitrification en vue d’un futur don.

Concernant les ovocytes et les embryons obtenus, pour chaque tentative, ont été
recueillis :
- Dans le groupe frais : le nombre d’ovocytes frais attribués a la receveuse et le
nombre d’ovocytes matures injectés.
- Dans le groupe vitrifiés : le nombre d’ovocytes vitrifiés attribués a la receveuse et
le nombre d’ovocytes survivants a la décongélation injectés.
- Le nombre d’embryons obtenus, le nombre d’embryons congelés ainsi que leur
stade de développement au moment de la congélation (embryons clivés J2/J3 ou

blastocystes J5/16).
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3. Prise en charge en PMA

3.1 Protocole de stimulation et ponction des donneuses d’ovocytes

Les protocoles de stimulation étaient de type antagoniste non programmé. Au 2&me
jour de son cycle, la donneuse commencait l'injection journaliére de gonadotrophine
(Follitropine alpha GONAL-F® ou BEMFOLAZ®, Follitropine bétd PUREGON®, ou Ménotropine
MENOPUR®) pour stimuler la folliculogenese. La dose de départ était déterminée selon son
age et sa réserve ovarienne évaluée par le Compte des Follicules Antraux (CFA) et I’'Hormone
Anti-Millerienne (AMH). La premiere surveillance échographique par voie endovaginale
(EEV) avait lieu entre J8 et J10 afin de mesurer la taille des follicules en croissance. Des que
les follicules atteignaient 14 mm, une injection journaliere d’un antagoniste de la GnRH a la
dose de 0.25 mg (Cetrorelix CETROTIDE® ou Ganirelix FYREMADEL®) était ajoutée, pour
prévenir un pic de LH spontané et prématuré. En cas de résultat incohérent, un bilan
biologique comprenant une LH, une oestradiolémie et une progestéronémie, pouvait étre
prescrit en cours de stimulation, mais de facon non systématique. La cadence des
échographies et I'adaptation des doses de gonadotrophine étaient ensuite déterminées en
fonction des résultats, et ce jusqu’a I'obtention d’une taille folliculaire supérieure a 17 mm,
représentant un critere de déclenchement de I'ovulation. Celle-ci était induite par une
injection d’hCG recombinante dans la plupart des cas (Choriogonadotrophine alpha
OVITRELLE® 250 Ul) ou par l'injection d’'un agoniste de la GnRH (Triptoréline DECAPEPTYL®

0.1 mg 2 ampoules) afin de limiter le risque d’une hyperstimulation ovarienne.

La ponction ovocytaire était organisée 35h aprés le déclenchement de |'ovulation,
par voie trans-vaginale échoguidée. Le geste était effectué sous anesthésie locale avec

réalisation d’un bloc para-cervical, ou sous anesthésie générale apres consultation avec un
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médecin anesthésiste. L'orientation vers I'une ou I'autre technique dépendait du choix de la
patiente, de I'accessibilité des ovaires ainsi que du nombre de follicules a ponctionner. Le
liquide était prélevé par aspiration douce puis confié a I'équipe du laboratoire pour le

recueil des complexes cumulo-ovocytaires (CCO).

Déclenchement Ovulation Ponction
OVITRELLE 250 Ul ovocytaire

Monitorage échographigue

+/- prise de sang : 35h :

v v v

Injections SC de Gonadotrophine X Ul/j

Antagoniste de la GnRH 0.25 mg/j
Introduction selon monitorage échographigue

Figure 1 : Schéma de stimulation des donneuses en protocole antagoniste non programmé

3.2 Prise en charge au laboratoire pour le groupe frais : Du screening des CCO au
développement embryonnaire

Une fois les CCO recueillis, ils étaient rincés et déposés dans des microgouttes de
milieu d’incubation (GTL-Plus) pendant 1h30 a 2h. Ils étaient ensuite décoronisés de facon
enzymatique et mécanique, permettant une évaluation microscopique de la maturation
ovocytaire, puis laissés dans les microgouttes de milieu spécifique (G-MOPS) jusqu’a
injection ou vitrification.

Le prélévement de sperme s’effectuait le matin de la ponction ovocytaire.
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La politique du service était de réaliser systématiquement une Fécondation In Vitro
(FIV) avec Injection Intra-Cytoplasmique de Spermatozoide (ICSI) dans ce contexte de
tentative avec don d’ovocytes, pour prévenir un éventuel échec de fécondation. En effet, les
ovocytes sélectionnés étaient considérés comme trop « précieux ». Ainsi, c’était dans une
atmosphere contrdlée et sous controle microscopique (X200, X400), que le spermatozoide

était sélectionné, puis micro-injecté dans le cytoplasme de chaque ovocyte mature Mll GP1.

Apres la fécondation, les ovocytes fécondés étaient placés dans un milieu de culture
standardisé au sein d’incubateurs mimant les conditions physiologiques des trompes
utérines (T° 37, 6% 02, 6% CO2 et a I'obscurité). Au premier jour post fécondation (entre 16
et 18h aprés l'injection), le stade zygote se caractérisait par I'émission du 2¢™ globule
polaire dans I'espace péri-vitellin et la présence de deux pronucléi (PN). La deuxiéme
observation embryonnaire se faisait a 24h de l'injection, et permettait de visualiser s'il y
avait eu ou non un clivage précoce, définit par la présence d’'une premiére division cellulaire
avant la 25°™¢ heure. La 3™ observation se faisait & J2, ou 'embryon était au stade de 2 3 4

cellules.

Une classification morphologique des embryons était alors réalisée a ce stade, en
fonction du nombre de cellules, de leur forme typique (méme forme et méme taille des
cellules) ou atypique, du pourcentage de fragmentation par rapport au volume total de
I’embryon et du score de nucléation. Les embryons pouvaient étre transférés s’ils étaient de
bonne qualité (classiquement: a 4 cellules, typiques, et avec moins de 30% de
fragmentation). Dans notre étude, les transferts d’embryons frais s’effectuaient au 2°™ jour

(stade embryon clivé) dans le groupe frais.
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Figure 2 : Schéma de la prise en charge au laboratoire pour le don avec ovocytes frais

3.3 Prise en charge spécifique pour le groupe vitrifiés : Vitrification et réchauffement
ovocytaire

Aprés décoronisation des CCO de la donneuse, les ovocytes matures étaient
sélectionnés et déposés successivement dans 3 milieux de vitrification différents (bains de
cryoprotecteurs) en fonction des recommandations de température et de temps du
fournisseur. lls étaient ensuite montés avec un contrOle oculaire sous loupe binoculaire
dans les paillettes de haute sécurité du dispositif Rapid-i®, alors en attente dans |'azote
liquide. Le temps total entre le transfert de I'ovocyte du 3™ milieu et la vitrification devait
étre compris entre 25 et 35 secondes. Un seul ovocyte était vitrifié par paillette et les

paillettes étaient stockées dans des cuves d’azote liquide a -196°C.

Dans ce contexte de tentative différée, le prélevement de sperme était réalisé le jour

de la décongélation ovocytaire.
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Deux heures avant la réalisation de I'ICSI, une fois le prélevement de sperme analysé

et la présence de spermatozoides confirmée, les paillettes d’ovocytes sélectionnées étaient

sorties de la cuve de stockage. Tres rapidement aprés ouverture des paillettes, les ovocytes

étaient déposés successivement dans 4 milieux de réchauffement différents, toujours en

fonction des recommandations de température et de temps du fournisseur. Les ovocytes

réchauffés étaient successivement déposés dans des microgouttes de ringage puis incubés

pendant 1 a 2 heures maximum dans des microgouttes de culture (GTL Plus ®). Une

réévaluation de la maturité ovocytaire était faite, permettant d’objectiver leur survie suite a

I’étape de vitrification/réchauffement. Une fois le temps écoulé, les ovocytes survivants

étaient rincés dans le milieu d’injection (G-MOPS), avant d’étre injectés un par un en ICSI

avec un spermatozoide sélectionné.

Ponction
ovocytaire
, . N
Décoronisation puis
. . évaluation de la
Réception du L .
L. A . maturité ovocytaire
liquide folliculaire \
ggs min [

Laboratoire de PMA-CECOS : matin de la ponction

Screening
des CCO

Vitrification des
ovocytes GP1

Réchauffement

des ovocytes GP1

246 jours

Transfert
embryonnaire

oratoire de PMA-CECOS

ovocytes Ml

Ty
Injection des
GP1enICSI

‘r
.
Prélévement
sperme

Vitrification des
embryons
restants

Figure 3: Schéma de la prise en charge au laboratoire pour le don avec ovocytes vitrifiés

La suite de la procédure était quasiment la méme que dans le groupe frais, a

I’exception de la durée de mise en culture. Apres les premiéres évaluations de la qualité

embryonnaire, si le contexte bio-clinique du couple le permettait, les embryons obtenus
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étaient placés en culture prolongée jusqu’au stade de blastocyste (J5 ou J6) (avec une
observation morphologique journaliére), celle-ci ayant fait preuve de son succés dans la
littérature (30,31). Dans le groupe vitrifiés, les transferts d’embryons frais s’effectuaient
donc au 2°™¢ jour (stade embryon clivé) ou au 5°™ jour (stade blastocyste) aprés culture

prolongée.

3.4 Congélation et réchauffement des embryons surnuméraires

Une fois les transferts d’embryons frais réalisés, les embryons surnuméraires étaient
laissés en culture, et ceux de bonne qualité étaient congelés, afin de pouvoir étre utilisés

ultérieurement par les couples receveurs.

Dans le groupe frais, les embryons étaient congelés par la technique de congélation
lente, au stade d’embryons clivés a J2 ou J3. Aprés passages successifs dans des bains de
cryoprotecteurs (en fonction des recommandations de température et de temps du
fournisseur), la congélation était effectuée sur environ 2h.

Dans le groupe vitrifiés, la technique de vitrification étant acquise et la culture
prolongée appliquée tant que possible, la culture des embryons était poursuivie au
minimum jusqu’a J3, et la plupart du temps prologée jusqu’aux stades de blastocystes a J5
ou J6, puis ils étaient tous vitrifiés. La vitrification embryonnaire était réalisée de facon
semblable aux ovocytes, mais avec des milieux différents pour les embryons clivés (J3) et les

blastocystes (J5 et J6).

Lorsque la maturation endométriale de la patiente receveuse était optimale, 1 ou 2
embryons étaient décongelés. Dans le cadre de la congélation lente, les paillettes contenant

les embryons étaient décongelées a température ambiante puis dans un tube rempli d’eau
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stérile, avant que les embryons ne soient rincés dans 3 microgouttes de milieu de culture. La
décongélation embryonnaire apres vitrification se déroulait de fagon similaire a celle des
ovocytes, dans des bains de milieux de réchauffement successifs, avant d’étre déposés dans
des microgouttes de ringcage. Dans les 2 groupes, une réévaluation du grade embryonnaire
était faite avant le transfert, permettant d’évaluer la survie de I'embryon et sa réexpansion

suite a I'étape de congélation/réchauffement.

3.5 Protocole de préparation endométriale des receveuses et transferts d’embryons

Dans le groupe frais, pour sa préparation endométriale en vu d’un transfert
d’embryons frais, la receveuse devait obligatoirement se coordonner au cycle de sa
donneuse : c’est ce qu’on appelait la synchronisation. Lorsque la donneuse était attribuée
et commencgait sa stimulation, la receveuse était contactée par le service pour débuter sa
préparation endométriale en cycle artificiel avec 1 comprimé d’Estradiol OROMONE® 2 mg
matin et soir pendant 1 semaine, puis passage a 3 comprimés par jour avec programmation
de la premiere EEV de surveillance de I'endomeétre afin d’apprécier son aspect et son
épaisseur. A l'issu de cette échographie, le médecin adaptait ou non la posologie du
traitement, afin d’obtenir une maturation optimale (au moins 7 mm d’épaisseur, avec un
aspect triple feuillets).

Lorsque la donneuse était préte a étre déclenchée, le service appelait le couple
receveur car 48 h plus tard auraient lieu: la ponction ovocytaire de la donneuse, le
prélevement de sperme et l'introduction du traitement progestatif de soutien de la phase
lutéale le soir méme pour la receveuse (4 gélules par jour de Progestérone 200 mg

UTROGESTAN® ou ESTIMA® ou PROGESTANZ®, par voie vaginale a répartir sur la journée).
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Pour les transferts d’embryons frais dans le groupe vitrifiés ou les transferts
d’embryons congelés, la receveuse commencait dés le 2°™¢ jour de son cycle le traitement
par Estradiol OROMONE® 2 mg matin et soir, qu’elle augmentait a 3 comprimés a partir du
8%me jour. La premiére EEV de surveillance de I'endométre était réalisée au 13°me ou 14°éme
jour. Dés que I'endomeétre était mature, son conjoint était convoqué entre 24 et 48h plus
tard pour un prélevement de sperme (correspondant au jour de la décongélation des
ovocytes qui leur ont été attribués) et la patiente commencait le traitement progestatif le

méme soir.

Le transfert embryonnaire était réalisé 2 ou 5 jours aprés le début du traitement
progestatif, en fonction du nombre et de la qualité des embryons sélectionnés pour étre
transférés. Selon la législation francaise, un maximum de 2 embryons pouvait étre transféré.
Le choix du nombre d’embryons a transférer dépendait de I’age de la patiente receveuse, du
rang de sa tentative et de la qualité des embryons obtenus. Le transfert était effectué en
position gynécologique, sous contréle échographique sus-pubien, aprés vérification de
I'identité de la patiente receveuse (nom, prénom, date de naissance) aupres de la
technicienne de laboratoire, et a I'aide d’un cathéter souple ou mandriné, en fonction des
examens préliminaires. Une hystérosonographie et un test de transfert embryonnaire avait
été préalablement réalisé a chaque receveuse. Un contrble sous microscope, immédiat
apres le transfert, du cathéter était systématiquement réalisé afin de s’assurer que ce

dernier était bien vide, auquel cas I'embryon était immédiatement re-transféré.

Dans les deux groupes, la receveuse poursuivait le traitement par Estradiol et
Progestérone jusqu’a la réalisation d’un test de grossesse (taux de BHCG sanguin) 9 a 12

jours apreés le transfert d’embryon(s). Si le test était positif, elle le continuait jusqu’a la
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réalisation de I'’échographie du premier trimestre (T1) entre 11 Semaines d’Aménorrhée
(SA) et 13 SA + 6 jours. Pour chacune des patientes, si le premier taux de BHCG était positif,
un deuxieme était effectué 48h apres afin d’évaluer la cinétique des BHCG. Cela définissait
la grossesse biologique. Si ce taux doublait en 48h, une échographie de datation était
prévue entre 7 et 8 SA. La grossesse clinique, encore appelée grossesse évolutive, était
définie par la présence d’un sac gestationnel intra utérin comportant un embryon avec une

activité cardiaque a I'EEV.

Ponction
ovocytaire de
la donneuse

Début stimulation donneuse Transfert Test de grossesse

embryonnaire BHCG sanguin

Monitorage échographique

OROMONE 2 mg OROMONE 2 mg Adaptation dose OROMONE selon
2 cpfi 3cpfi échographie

Progestérone 200 mg 4 ovules/j

Traitement & poursuivre
2 mois si enceinte

Figure 4: Schéma de la prise en charge du couple receveur groupe frais : prise en charge
synchrone avec la donneuse
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Décongélation
ovocytaire

Transfert Test de grossesse

End et It & . .
naometre mature a embryonnaire BHCG sanguin

I"échographie

12a5jours
93412 jours

Monitorage échographique

OROMONE 2mg OROMONE2mg Adaptation dose OROMONE selon
2 cp/j 3cp/j échographie

Progestérone 200 mg 4 ovules/j

Traitement a poursuivre
2 mois si enceinte

Figure 5: Schéma de la prise en charge du couple receveur groupe vitrifiés, ou pour un Transfert
d’Embryon Congelé (TEC)

4. Données recueillies concernant les tentatives et définitions

Une tentative en AMP correspond a une ponction ovocytaire et au transfert de tous les

embryons qui ont été obtenus.

Dans notre étude, une tentative correspond donc a l'attribution d’ovocytes a un couple
receveur, qu’elle que soit I'issue (méme si aucun embryon n’est transféré). Celle-ci peut étre
interrompue précocement si dans le groupe frais, aucun ovocyte ponctionné n’est mature
et ne peut donc pas étre injecté en ICSI avec les spermatozoides sélectionnés du couple.
Dans le groupe vitrifié, si aucun ovocyte vitrifié ne survit au réchauffement ils ne peuvent

pas non plus étre injectés en ICSI.
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L'interprétation des résultats en AMP est difficile et dépend du dénominateur utilisé

(32). Pour plus de transparence, nous avons décidé de rendre les résultats :

Pour les transferts d’embryons frais (TEF) : par tentative (en tenant compte des

déprogrammations), puis par transfert (en s’affranchissant des
déprogrammations pour ne garder que les transferts réellement effectués).

Pour les transferts d’embryons congelés (TEC) : par transfert réalisé.

Pour les résultats cumulés (avec tous les embryons transférés (frais et congelés)

obtenus avec la méme cohorte d’ovocytes) : par tentative, et par couple.

Concernant les embryons transférés (frais et congelés), pour chaque tentative ont été

recueillis :

le nombre d’embryons transférés, ainsi que leur stade de développement au
moment du transfert (embryons clivés ou blastocystes),
Pour les TEC, également le nombre d’embryons décongelés en prévision du TEC,

puis survivants a la décongélation et réellement transférés.

Concernant le devenir des embryons et des issues, ont été recueillis :

Les grossesses biologiques : BHCG positifs,

Les grossesses cliniques : visualisation d’un sac gestationnel intra utérin (SGIU)
comportant un embryon avec une activité cardiaque a I'EEV,

Les Fausses Couche Précoces (FCP) : perte de grossesse avant 14 SA

Les Grossesse Extra Utérine (GEU)

Les Fausses Couche Tardives (FCT) : perte de grossesse aprés 14 SA
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Enfin, pour chaque accouchement, ont été recueillis :

Le nombre d’enfants nés et nés vivants

- Les grossesses gémellaires et leur type (bichoriale ou monochoriale)
- Les données obstétricales: travail spontané ou déclenché, et type
d’accouchement (voie basse, césariennes programmeées ou en urgence).

- Les données néonatales : terme, poids de naissance et sexe.

5. Objectifs principal et secondaires

Le critére de jugement principal de I'étude est la comparaison du taux cumulé de
naissances vivantes, définit par I'accouchement d’au moins un enfant vivant, par tentative
et par couple (incluant les transferts d’embryons frais et congelés issus de la méme
tentative) en AMP avec don d’ovocytes utilisant des ovocytes vitrifiés versus des ovocytes

frais.

Les critéres de jugement secondaires sont :
- Les données concernant les ovocytes et embryons citées précédemment, ainsi que :

o Les taux de fécondation : correspond au nombre d’embryons obtenus, sur le
nombre d’ovocytes injectés ou survivants.

o Les taux d’implantation : correspond au nombre de sacs gestationnels, sur le
nombre d’embryons transférés, pour les embryons frais et congelés.

o Le taux de survie ovocytaire aprés réchauffement (pour le groupe vitrifié
uniguement) : correspond au nombre d’ovocytes survivants, sur le nombre
d’ovocytes vitrifiés attribués.

- Les issues de chaque transfert d’embryons frais et congelés.
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- Pour chaque accouchement : les données obstétricales et néonatales.

- Enfin, les résultats ont été rapportés par tentative et par couple.

6. Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Stata (version 15,
StataCorp, College Station, US). Les données catégorielles sont décrites par des effectifs et
pourcentages, alors que les données quantitatives sont présentées, au regard de leur
distribution statistique, en termes de moyenne et écart-type ou médiane et intervalle
interquartile. La normalité (distribution gaussienne) a été étudiée par le test de Shapiro-
Wilk. Les comparaisons entre groupes (dont frais vs. vitrifiés) ont considéré des modeles
mixtes permettant de prendre en compte les différentes sources de variabilité (notamment
données répétées pour un méme couple, ou lorsque les données concernaient une méme
donneuse). Des modeles linéaires (mixtes) ont été mis en ceuvre pour les données
(dépendantes) de nature quantitative et des modeles linéaires généralisés (mixtes) de type
logistique pour les variables catégorielles. Les résultats sont exprimés en termes de tailles
d’effet, odds-ratios et intervalles de confiance a 95%. Lorsque les analyses ne concernaient
pas des données répétées (pour un méme couple), les comparaisons entre groupes ont été
réalisées par le test du Chi2 ou le cas échéant par le test exact de Fisher pour les paramétres
de nature catégorielle, par test de Student ou test de Mann-Whitney si les conditions
d’application du t-test n’étaient pas respectées. L’homoscédasticité a été étudiée par le test
de Fisher-Snedecor. Tous les tests statistiques ont été réalisés en formulation bilatérale

pour un risque d’erreur de premiére espece de 5%.
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RESULTATS

1. Caractéristiques de la population des receveuses

Dans le groupe frais, 99 couples receveurs ont bénéficié d’une tentative avec don
d’ovocytes frais entre janvier 2009 et mars 2013 : 81 couples ont fait 1 seule tentative, 17
couples en ont fait 2 et 1 couple en a fait 4.

Dans le groupe vitrifiés, 93 couples receveurs ont bénéficié d’'une tentative avec don
d’ovocytes vitrifiés entre janvier 2014 et décembre 2019 : 62 couples ont fait 1 seule
tentative, 22 couples en ont fait 2, 7 couples en ont fait 3 et 2 couples en ont fait 4, et une
patiente a été présente dans 2 couples

Nous avons 5 couples qui ont bénéficié de tentatives avec les 2 techniques (avec des

ovocytes frais, puis vitrifiés).

L'age et I'[MC des receveuses étaient comparables dans les 2 groupes (tableau I).
Les différentes étiologies d’infertilité féminine retrouvées dans I’étude sont :
- LesIOP:

o IOP génétique : syndrome de Turner complet ou mosaique, syndrome de

résistance aux gonadotrophines, mutation du géne SF1, syndrome de
Franceschetti, dystrophie musculaire et syndrome de I’X fragile.

o IOP iatrogénique post-chimiothérapie : leucémie, angiosarcome du sein, cancer

du sein infiltrant, lymphome, néphroblastome, leucémie myéloide et maladie de
Hodgkin.

o [IOP iatrogénique post-chirurgie : tumeur ovarienne borderline, dermoides

ovariens, endométriose sévere opérée, fibrothécomes et kystectomie simple.
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o |OP idiopathigue et FRO avant I’dge de 40 ans

o IOP idiopathigue et FRO apres I’dge de 40 ans

- Transmission d’une pathologie génétique : Maladie de Huntington avec échec de

prise en charge en Diagnostic Préimplantatoire (DPl) et Insuffisance Rénale
Chronique génétique avec atteinte du premier enfant du couple.

- Echec de fécondation ou de tentative de FIV intra-couple.

La répartition des étiologies d’acces au don des patientes receveuses d’ovocytes est

reprise dans le tableau I, avec une différence significative entre les 2 groupes (p = 0,015).

Tableau | : Caractéristiques des patientes receveuses d’ovocytes

Groupe frais

Groupe vitrifiés

M Couplesreceveurs (%) 99 (51,6%) 93 (48,4%)
Age receveuses (années) 36,6 +/-4,3 35,2 +/-4,6 0,11
IMC receveuses (kg/m} 23,3+/-34 241 +/-4,7 0,22
Etiologies d'accés audon : %(n)
IOP avérée ou FRO 94,95% (94) 83,87% (78)
*|0P génétique 15,15%(15) 12,9%(12)
*|0P iatro post-chimiothérapie 6,06% (6] o 6E%(3)
*|0P igtro post-chirurgie 23,23%(23) 20,43%(19)
*|0P idio et FRO < 40 ans 31,31%(31) 30,11%(28) Y0
*|0P idio et FRO > 40 ans 19,19%(19) 10,75%(10)
Transmission génétique 1,01% (1) 1,08% (1)
Echecintra-couple 4,045 (4) 15,05% (14)

IMC = Indice de Masse Corporelle, IOP = Insuffisance Ovarienne Prématurée,
FRO = Faible Réserve Ovarienne, iatro = iatrogene, idio = idiopathique.

La figure ci-dessous représente le diagramme de flux des patients inclus dans I'étude.
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247 tentatives
Entre janvier 2009 et décembre 2019

I
| I
99 couples receveurs 93 couples receveurs
Entre janvier 2009 et mars 2013 Entre janvier 2014 et décembre 2019
dontl patiente quiaformeé 2 couples
|
5 couples appartiennentaux 2 groupes

72 donneuses 94 donneuses
dontune quiafait2 dons dontune quiafait 2 dons
| |
119 tentatives avec Ovocytes frais 128 tentatives avec Ovocytes vitrifiés
= Groupe frais = Groupe vitrifiés

dont 7 tentatives aver des ovooytes provenant
de 2 donneuses différentes

- Stentatives sanstransfert

_| (&8 =ansembryon obtenus) t

- 11 tentatives sans transfert
(10 zans embryonobtenu)

- 117 tentatives avec transfert

- 110 tentatives avectransfert

- 78tentativesavec un
transfert frais seulement

- 32 tentatives avec - 77 tentativesavec un
transfert frais et au transfertfrais seulement
mains 1 TEC programmeé - 40 tentatives avec

- 26 TEC réalisés - transfertfraiz et au mains
etl2 déprogrammeés 1TECWD§W[T"FI"E

- 52 TEC réalisés

et 3 déprogrammes

Figure 6 : Diagramme de flux d’inclusion des patients

2. Caractéristiques des cvcles des donneuses

Dans le groupe frais, 73 dons d’ovocytes ont été nécessaires pour réaliser les
tentatives, avec une patiente qui avait fait 2 dons ; alors que dans le groupe vitrifiés, des
ovocytes vitrifiés provenant de 95 dons ont été sélectionnés (1 donneuse avait également
fait 2 dons).

Concernant les donneuses d’ovocytes, leur age était comparable, ainsi que I'IMC
(sachant qu’un grand nombre de données étaient absentes dans les dossiers pour le groupe

frais).
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Le nombre d’ovocytes ponctionnés par don était significativement plus important

dans le groupe vitrifiés par rapport au groupe frais (11,6 vs 8,86, avec p = 0,005), ainsi que le

nombre d’ovocytes matures qui pourront étre injecté en ICSI (9,02 vs 7,05, avec p = 0,002).

Les donneuses étaient toutefois comparables dans les 2 groupes avec une méme proportion

d’ovocytes matures parmi les ovocytes ponctionnés (79,6% dans le groupe frais vs 80,1%

dans le groupe vitrifiés, p = 0,797). Le détail des ponctions ovocytaires sont résumées dans

le Tableau II.

Dans le groupe vitrifiés, une petite proportion d’ovocytes matures n’a pas été

conservée en vue du don mais auto-conservée pour la donneuse : ce fut le cas pour

quelques ponctions réalisées a partir de 2016.

Tableau Il : Caractéristiques des patientes donneuses d’ovocytes et
des ponctions d’ovocytes

‘ Groupe frais Groupe vitrifiés ‘ 4]
M Donneuses (%) 72 (43%) 94 (57%)
Age fannées) 30,9+/-3,2 31.4+/-3,7 0,38
IMC (kg/me) 22,76 +/-3,8 23,26 +/-3,9 0,52
Dons n (%) 73 (43%) 95 (57%)
Ovocytes ponctionnés n 647 1106
OvoP/don | B,86+/-5,5 11,6 +/-6,8 0,005

Ovocytes maturesMIl  n 515 (79,6%) 886 (80,1%) 0,797

Ovo MIil/don | 7,05+/-3,8 9,33 +/-4,6 0,002
Ovo Ml vitrifiés pour le dan / 857 (9,02 +/-5,2)

OvoP = Ovocytes Ponctionnés, Ovo MIl = Ovocytes matures de métaphase Il
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3. Résultats des cycles des receveuses d’ovocytes

3.1 Caractéristiques des tentatives

Dans le groupe frais, 119 tentatives ont été réalisées, et 128 ont été réalisées dans le
groupe vitrifiés.

Dans le groupe frais, les ovocytes attribués aux receveuses étaient tous les ovocytes
ponctionnés, soit 647 ovocytes comprenant des ovocytes matures (515) et des ovocytes
immatures. Dans le groupe vitrifiés, les ovocytes attribués aux receveuses étaient des
ovocytes vitrifiés matures, soit un total de 827 ovocytes, un nombre significativement
supérieur par rapport au groupe frais (6,46 vs 5,44 par receveuse, p = 0,01). 30 ovocytes
vitrifiés de la cohorte des donneuses n’avaient pas encore été attribués a des couples

receveurs a la fin de la période d’inclusion.

Le taux de survie ovocytaire au réchauffement est de 76,46% sur les 6 années de
I’étude, avec 629 ovocytes survivants qui ont pu étre injectés. La Figure 7 reprend
I’évolution du taux de survie ovocytaire au réchauffement au fil des années, et montre une

différence significative a partir de 2018.
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Figure 7: Taux de survie ovocytaire au réchauffement

* les résultats de 2018 et 2019 sont significativement supérieurs
a ceux des années précédentes (p<0,001)

Un nombre significativement plus important d’ovocytes matures a été injecté dans le
groupe vitrifiés par rapport au groupe frais (629 vs 515, avec p= 0,03).

Les embryons obtenus par tentative étaient significativement plus importants dans
le groupe vitrifié par rapport au groupe frais (3,47 vs 2,87, avec p = 0,02), mais il n’y avait
pas de différence significative pour les taux de fécondation qui sont respectivement de

68,0% vs 66,5% (p= 0,694).

39 tentatives ont bénéficié d’une congélation d’embryons dans le groupe frais (81
embryons, soit 24% de la cohorte d’embryons obtenu) contre 58 tentatives dans le groupe
vitrifiés (109 embryons, soit 25% de la cohorte obtenu). Il n’y avait pas de différence entre

les 2 groupes pour le nombre total d’embryons congelés, mais plus de tentatives dans le
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reprend les caractéristiques des tentatives détaillées.

Tableau Il : Caractéristiques des tentatives

Groupe vitrifiés

Groupe frais

groupe vitrifiés ont pu bénéficier d’'une congélation embryonnaire (p=0,04). Le Tableau Il

N Tentatives (%) 119 (48,2%) 128 (51,8%)

N tentatives avecEC n (%) 39/119 (32,7%) 58/128 (45,3%) 0,04
Concernant les ovocytes :
Ovo attribués
e e e 647 (5,44 +/- 2,8) 827 (6,46 +/- 1,9) 0,01
Ovoinjectés
+/- +/-

e 515 (4,33 +/-2,31) 629 (4,91 +/-1,96) 0,03
Taux de survie ovocytaire % ! 76,47% !
Concernant les embryons obtenus :
Embryons obtenus 342 (2,87 +/-1,9) 444 (3,47 +/-2,1) 0,02
Taux de Fécondation 66,5% +/-30,3 68,0% +/-30,3 0,70
Embryons Congelésn (%) 81/342 (24%) 109/444 (25%) 0,78

EC/tentative 0,68 +/-1,12 0,85+/-1,22 0,25

EC/tentative aveccongélation 2,08 +/- 0,96 1,88 +/-1,56 0,372
Emb. ni transférésnicongelé n(%) | 66/342 (19,3%) 152/444 [34,2%) =0,001
Stade de congélation embryonnaire :
Embryons ECAJ2 %(n)  3,7%(3/81) 0
clives EC&J3 =%(n)  96,3% (78/81) 15,3% (17/111)
<0,001
EC3J5 %(n) 0 59,5% [&5{111}
Blastocystes
ECale =% (n) ] 25,25 {23;"111}

EC = Embryons Congelé, Ovo = ovocytes, Emb = embryons.

Taux de survie ovocytaire = pourcentage d’ovocytes survivants au réchauffement = nombre

d’ovocytes injectés (survivants) sur le nombre d’ovocytes attribués

Taux de fécondation = nombre d’embryons obtenus sur le nombre d’ovocytes injectés

(ou survivants, dans le groupe vitrifiés).
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Le stade de développement des embryons au moment de la congélation était
significativement différent (p < 0,001) : dans le groupe frais la majorité des embryons ont
été congelés a J3 par une congélation lente, tandis que dans le groupe vitrifiés la majorité a
été vitrifié au stade de blastocyste (J5 ou J6).

Une plus grande proportion d’embryon n’a été ni transférée ni congelée dans le

groupe vitrifiés (34,2%), par rapport au groupe frais (19,3%), avec p <0,001.

3.2 Résultats des transferts d’embryons frais (TEF)

Dans le groupe frais, sur les 119 tentatives réalisées, seulement 110 ont pu aboutir
a au moins un transfert d’embryons frais (taux de transfert de 92%) : c’est le
dénominateur qui sera utilisé pour détailler les résultats « par transfert ». De fagon
similaire, dans le groupe vitrifiés, 117 tentatives ont abouti a un transfert frais, sur les 128
tentatives initiales (taux de transfert de 91%). Il n’y avait pas de différence entre les 2
groupes.

Le nombre d’embryons frais transférés par transfert était significativement plus
important dans le groupe frais, avec p = 0,02 (1,77 vs 1,56 respectivement) (Tableau IV).
Dans le groupe vitrifiés, aucune tentative n’a été réalisée avec 3 embryons transférés,
contre 11% dans le groupe frais. (Annexe I). Il y avait une différence significative quant aux
stades de développement embryonnaire, avec uniquement des embryons au stade J2 dans

le groupe frais, et 5 embryons au stade J5 dans le groupe vitrifiés (p = 0,026) (Annexe I).

Dans le groupe frais, 2 grossesses ont été caractérisées de biologiques avec des
BHCG positifs, mais n’ont pas dépassé le seuil des 100 Ul : elles donc n’ont pas été classées

comme des FCP mais comme des grossesses biochimiques seules.
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Les taux d’implantation étaient similaire dans les 2 groupes : 17,95% dans le groupe

frais vs 22,95% dans le groupe vitrifiés, avec p = 0,23.

Il n"a pas été retrouvé de différence significative entre les 2 groupes quant aux
nombres de grossesses biologiques, cliniques, FCP, GEU (2 dans le groupe frais), FCT (1 dans
le groupe vitrifiés) et naissances vivantes, que ce soit par tentative ou par transfert. Nous
retrouvons tout de méme une supériorité marginale du taux de naissance vivante par
transfert dans le groupe vitrifiés par rapport au groupe frais (22,22% vs 13,64% avec p =

0,09 et OR =4,01 [0,79-20,37]). Les résultats sont détaillés dans le Tableau IV.
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Tableau IV: Résultats concernant les issues des TEF

Groupe

.

Groupe frais vitrifigs
M tentatives 119 128
M tentatives avectransfert 117 (91%)
Emb Frais Transférés n (%) 195/342 (57% ) | 183/444 (41%) | <0,001
Nbd'ETftransfert | 1,77 +/- 0,64 1,56 +/- 0,50 0,02
Gr. biologigues n 32 33 !
Par tentative % 26,89 % 25,78 % 0,830
Partransfert % 29,09 % 28,21 % 0,934
Taux d'implantation n (%) {13?91 59;5} {:ij 91 ;:51‘ 0,23
Gr. Clinigues n 16 27 !
Partentative % 13,45% 21,09% 0,118
Partransfert % 14,55% 23,08% 0,186
FCP n 12 6 /
Fartentative % 10,08% 4,69% 0,181
Partransfert % 10,91% 5,13% 0,204
GEU par tentative % (n) 1,68% (2) 0 MNE
ECT par tentative % (n) 0 0,78% (1) ME
Mb enfants nés vivants 18/20 36/36 !
Maissances vivantes n 15 26 !
Par tentative % 12,61% 20,31% 0,15
Partransfert % 13,64% 22,22% 0,09

Emb. = embryon, ET = Embryon Transféré, Gr. = grossesse, FCP = Fausse Couche Précoce,
GEU = Grossesse Extra Utérine, FCT = Fausses Couche Tardive.

Taux d’implantation = nombre de sacs gestationnels sur le nombre d’embryons transférés ;
Naissances vivantes = nombre d’accouchements avec au moins un enfant vivant.
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3.3 Résultats des transferts d’embryons congelés (TEC)

Il n"a pas été retrouvé de différence significative dans le nombre de tentatives avec
au moins un TEC programmé (p = 0,451). Au total, 38 TEC ont été programmeés dans le
groupe frais, et seulement 26 ont été réalisé; alors que 55 tentatives ont été
programmées dans le groupe vitrifiés et 52 sont allées jusqu’au transfert. Nous avons
retrouvé une meilleure survie au réchauffement embryonnaire dans le groupe vitrifié
(92,4% vs 58%, p < 0,001), ce qui explique la plus grande proportion de TEC réalisés (95% vs

66%, p = 0,001).

Un nombre significativement plus grand d’embryons congelés a été transféré par TEC
réalisé dans le groupe frais par rapport au groupe vitrifiés : 1,50 vs 1,17 avec p = 0,013.
L’Annexe Il détaille le nombre d’embryons transférés : dans le groupe frais nous avions
autant de transfert avec un seul embryon qu’avec 2, alors que dans le groupe vitrifiés nous
avions une majorité de transfert avec un seul embryon (p < 0,001).

De facon similaire aux stades de développement embryonnaires au moment de la
congélation, les embryons congelés transférés dans le groupe frais étaient tous au stade
d’embryons clivés (J2/J3), alors que dans le groupe vitrifiés ils étaient majoritairement au

stade de blastocystes (J5/16) (p < 0,001) (Annexe Il).

Dans le groupe vitrifiés, 1 grossesse a pu étre qualifiée seulement de biologique avec

des BHCG qui n’ont pas dépassés les 100 Ul.

Les taux d’'implantation des TEC étaient similaire dans les 2 groupes avec p = 0,15
(10,26% dans le groupe frais vs 21,31% dans le groupe vitrifié). Il n’a pas été retrouvé de

différence significative entre les 2 groupes quant aux nombres de grossesses biologiques,
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cliniques et FCP, ni pour le taux de naissances vivantes (3,85% dans le groupe frais vs 13,46%
dans le groupe vitrifiés, avec p= 0,218). Il n’y a eu aucune GEU ni FCT dans la population

étudiée. Les résultats sont détaillés dans le Tableau V.

Tableau V: Résultats concernant les issues des TEC

‘ Groupe frais ‘ Groupe vitrifiés p

N tentatire;. avecau moinsun TEC 32 (26,9%) 40 (31,3%) 0,45
programme n (%)
M TEC programmé 38 55 !
ECréchauffés 67 66 /!
EC survivants et transférés 39/67 61/66 !
sax | wex |
N TEC réalisés 26 (66%) 52 (95%) 0,001
Nb d’EC transférés/TEC réalisé 1,50 1,17 0,013

Gr. Biologique n 3 12

Partransfert % 11,54% 23,08% 0,232
Taux d’'implantation % 4/39(10,26%) | 13/61 (21,31%) | 0,15
Gr. clinigue n 1 7

Partransfert % 3,85% 13,46% 0,218
FCP n 2 4

Partransfert % 7.69% 7.69% 0,950
Nb enfants nés vivants 2/2 a/a
Maissances vivantes n 1 i

Partransfert % 3,85% 13,46% 0,218

TEC = Transfert d’Embryon Congelé, EC = Embryon Congelé, Gr. = grossesse, FCP = Fausse

Couche Précoce.

Taux d’implantation = nombre de sac gestationnels sur le nombre d’embryons transférés ;

Naissances vivantes = nombre d’accouchements avec au moins un enfant vivant.
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3.4 Résultats cumulés par tentative

Si on considére les résultats cumulés par tentative en tenant compte des transferts
d’embryons frais et de tous les transferts d’embryons congelés, nous n’avons pas retrouvé
de différence significative pour le nombre total d’embryons transférés (1,97 dans le groupe

frais vs 1,91 dans le groupe vitrifié avec p = 0,67).

Concernant le critere de jugement principal qui est le taux de naissances vivantes par
tentative, nous avons retrouvé une supériorité marginale du groupe vitrifiés avec un taux
de naissances vivantes a 25,78% par tentative, contre 13,45% dans le groupe frais (p
=0,053 et OR = 3,96 [0,98-15,9]). (Tableau VI)

Le taux de grossesses cliniques était significativement supérieur dans le groupe
vitrifiés avec 26,56% vs 14,29% (p = 0,013); et il n’a pas été retrouvé de différence
significative entre les 2 groupes en ce qui concerne le nombre de grossesses biologiques,

FCP, GEU et FCT.

3.5 Résultats par couple

Les couples du groupe vitrifiés ont bénéficiés de plus de tentatives (1,38 vs 1,20, p =
0,03), se sont vus attribuer plus d’ovocytes (8,89 vs 6,53, p < 0,001) et plus d’ovocytes ont
pu étre injectés (6,76 vs 5,20, p = 0,001), ce qui a conduit a obtenir plus d’embryons (4,77 vs

3,45, p < 0,001) (Tableau VI).

Concernant la 2%™¢ partie du critére de jugement principal, le taux de naissances
vivantes par couple était significativement supérieur dans le groupe vitrifiés (35,48%) par

rapport au groupe frais (16,2%), avec p = 0,002. De méme que par tentative, nous avons
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également retrouvé une supériorité significative du groupe vitrifiés pour les grossesses
cliniques (36,56% vs 17,17%, p= 0,002); et pas de différence significative quant aux

grossesses biologiques, FCP, GEU et FCT.

Tableau VI : Résultats cumulés : par tentative et par couple

Groupe frais | Groupe vitrifiés

M tentatives

N couples

119

128

N tentatives /couple | 1,20 +/-0,47 1,38 +/- 0,64 0,03
Ovo attribués /couple | 6,53 +/-3,87 8,89 +/-4,67 =0,001
Ovoinjectés/couple | 5,20 +/-3,10 6,76 +/- 3,45 0,001
Emb obtenus /couple | 3,45+/-2,04 4,77 +/-2,86 =0,001
ET (frais ou congelés) 234 244 /
ET/tentative | 1,97 +/-1,17 1,91 +/-1,08 0,67
ET/couple | 2,36+/-1,40 2,62 +/-1,50 0,217
Gr. Biologigues n a5 45
Partentative % 29,41% 35,16% 0,336
Par couple % 35,35% 48.39% 0,110
Gr. clinigues n 17 34
Partentative % 14,29% 268,56% 0,013
Par couple % 17,17% 36,56% 0,002
FCP n 14 10
Partentative % 11,76% 7.81% 0,392
Par couple % 14,14% 10,75% 0,517
GEU n 2 ] NE
FCT n 0 1 NE
Mb enfants nésvivants 21/22 4444
Maissancesvivantes n 16 33
Partentative % 13,45% 25,78% 0,053
Par couple % 16,16% 35,48% 0,002

Emb. = embryon, ET = Embryon Transféré, Gr. = grossesse, FCP = Fausse Couche Précoce,
GEU = Grossesse Extra Utérine, FCT = Fausses Couche Tardive.

Naissances vivantes = nombre d’accouchements avec au moins un enfant vivant.
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Il est intéressant de noter que dans les 5 couples qui ont fait partie des 2 groupes : 1
couple a obtenu une naissance vivante avec chacune des 2 techniques, 2 couples en ont

obtenu une avec des ovocytes vitrifiés, et 2 n’en ont pas obtenus du tout.

4. Résultats obstétricaux et néonataux

Nous avons 17 accouchements dans le groupe frais, versus 33 dans le groupe

vitrifiés.

Dans le groupe frais, un enfant d’'une grossesse singleton issue d’un transfert frais
est mort-né a 41 SA: la patiente a été césarisée en urgence pour un Hématome Rétro
Placentaire (HRP) dans un état de pré-rupture utérine et a di subir une hystérectomie
d’hémostase.

Dans le groupe vitrifiés, 3 enfants issus de transferts frais sont nés vivants mais
décédés dans la période néonatale. Une premiére patiente, enceinte d’une grossesse
gémellaire, a été victime d’une Rupture Prématurée des Membranes sur le feetus J2 a 17 SA
et a finalement eu une césarienne en urgence a 26 SA et 2 jours pour une suspicion de
chorioamniotite : ses 2 enfants sont décédés avant la fin de la premiére semaine de vie, en
réanimation pédiatrique (une fille de 880g et un garcon de 980g). Une seconde patiente
avec une grossesse gémellaire s’est mise spontanément en travail a 28 SA et 5 jours et a
bénéficié d’'une césarienne en urgence : une fille est décédée a J9 de vie en réanimation
(poids de naissance 540g) et la deuxieme a survécu apres 2 mois d’hospitalisation en

réanimation (poids de naissance 1100g).
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Il n’y avait pas de différence significative entre les 2 groupes concernant le nombre
de grossesses gémellaires (29,4% dans le groupe frais vs 33,3% dans le groupe vitrifiés, avec
p =0,99). Nous avons eu 1 grossesse monochoriale dans chaque groupe (avec les transferts
d’embryons frais). Il n’a pas été trouvé de différences quant aux termes de naissance (38,3
dans le groupe frais vs 37,2 avec p=0,33), aux voies d’accouchements et méthode d’entrée
en travail. Les poids de naissance étaient similaires dans les 2 groupes (2567g vs 2500g, p =
0,92) et la répartition des sexes des enfants était homogéne.

Les résultats sont détaillés dans le tableau VII.

Tableau VII : Résultats obstétricaux et néonataux globaux

Groupe frais Groupe vitrifiés

M accouchements 17 33

M enfants nés 27 44

M enfants nés vivants 21 44

Gr. gémellaires %(n) 29,4% (5/17) 33,3% (11/33) 0,99
Gr. monochoriales %(n) 5,9% (1/17) 3,03% (1/33) 1
Moyenne destermes SA 38,3+/-2,2 37,2+/-4,4 0,33
Travailspontané % (n) 35,3% (6) 42 4% (14) 0,76
Travaildéclenché 9% (n) 29,4% (5) 36,4% (12) 0,76
AccouchementVB % (n) 41,2% (7) 36,4% (12) 0,77
César. programmee % (n) 17,7% (3) 15,2% (5) 1
César.enurgence %(n) 47,1% (8) 51,5% (17) 0,77
Poids de naissance g [naﬁiuu] 1 ﬁgziig 53] 0,52
Filles %(n) 71,3% (15) 54,6% (24) 0,28

Gr. = grossesse, VB = Voie Basse, César. = césarienne
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5. Comparaisons des résultats obstétricaux et néonataux des
embryons frais vs embryons congelés.

A I'heure actuelle, les tentatives avec don d’ovocytes ne sont plus que réalisées avec
des ovocytes vitrifiés dans le service de PMA du CHU de Clermont Ferrand. Nous avons donc
décidé de comparer les résultats obstétricaux et néonataux entre les transferts d’embryons
frais (117 TEF) et congelés (52 TEC) dans cette population. Nous avons retrouvé des taux de
naissances vivantes similaires dans les 2 groupes (22,22% pour les TEF vs 13,46 pour les TEC,

avec p =0,19).

Concernant les résultats obstétricaux, nous avons obtenus 26 accouchements dans le
groupe des TEF vs 7 dans le groupe des TEC. Aucune différence significative n’a été
retrouvée quant au nombre de grossesses gémellaires, la voie d’accouchement et le mode
d’entrée en travail, ainsi que le sexe des enfants. A contrario de I’étude initiale, le poids de
naissance des enfants issus des TEC était significativement plus important (3066 vs 2374, p=
0,002), et le terme de I'accouchement plus avancé, mais sans étre significatif (39,7 vs 36,6, p

= 0,08).

Les résultats sont détaillés dans le tableau VIII.
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Tableau VIII: Dans le groupe vitrifié : Comparaison des résultats obstétricaux
et néonataux issus des TEF versus les TEC

Groupe vitrifié

Embryons frais

Embryons congelés

M transferts 117 52
;:':rii:faeﬁ::ﬁ?‘c' vivantes 22,22% (26) 13,46% (7) 0,19
wocospenens | ||
M enfants nés 36 8
M enfants nésvivants 36 8
Gr. Gémellaires %(n) 27.78% (10) 14,29% (1) 0,66
Gr. monochoriales (n) 1 0 MNE
Moyenne destermes sa 36,6 +/-4,7 39,7 +/-1,5 0,08
Travail spontané %(n) 34,6% (9) 71,43% (5) 0,11
Travail déclenché %in) 38,46% (10) 14,29% (1) 0,38
AccouchementVB %(n) 30,77% (8) 57,14% (4) 0,38
César. programmee % (n) 19,23% (5) 0 0,56
César.enurgence %(n) 53,85% (14) 42,86% (3) 0,69
Poids de naissance [ 43::}?_:’:1“] [ﬂii—ﬁﬁsfl}l}] 0,002
Filles %(n) 52,7% (19) 62,5% (5) 0,71

Gr. = grossesse, VB = Voie Basse, César. = césarienne
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DISCUSSION

Notre étude montre que dans le cadre de tentatives d’AMP avec don d’ovocytes,
I"utilisation d’ovocytes vitrifiés donne des résultats d’accouchements similaires par tentative
(25,78% dans le groupe vitrifié vs 13,45%, ns), voire meilleurs par couple receveur (35,5% vs
16,2%, avec p = 0,02), qu’avec des ovocytes frais. De plus, nous obtenons de meilleurs
résultats en termes de grossesses cliniques par tentative et par couple.

Dans la littérature, les résultats des quelques études publiées sur des transferts dans
le cadre du don d’ovocytes sont discordants. En 2011 Trokoudes et al. compare 41
transferts de couples receveurs avec ovocytes frais vs 36 transferts avec ovocytes vitrifiés et
retrouve un taux de naissances vivantes par transfert similaire dans les 2 groupes (41.5% vs
47.2% dans le groupe vitrifiés, ns) (25). Solé et al. en 2013 arrive aux mémes conclusions
avec des taux de naissances vivantes par transfert de 38,4% vs 43,4% dans le groupe vitrifié
(ns) (33). Par contre, Kushnir et al., en 2018, retrouve dans le registre américain des 30160
tentatives de dons réalisés entre 2013 et 2015, des taux de naissances vivantes par
tentative et par transfert supérieurs dans le groupe frais par rapport au groupe vitrifié
(respectivement 51,1% vs 39,7% avec p<0,001 ; et 56,4% vs 45,3% avec p<0,001) (27). Notre
étude, a contrario, ne retrouve pas d’infériorité de la vitrification dans le cadre du don :
c’est la premiére étude mettant en lumiére les résultats francais depuis I'autorisation de

cette technique de congélation en 2011.

L'utilisation d’ovocytes frais de donneuse dans le cadre d’'un don synchrone avait
I'inconvénient d’induire une incertitude quant au nombre d’ovocytes qui seraient

disponibles pour la receveuse, avec également le risque de ne pouvoir respecter
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I'anonymat, ainsi que des difficultés de programmation pour les patientes receveuses et les
centres pratiquant cette technique. L'apparition de la vitrification en France en 2011 a
permis de créer une banque d’ovocytes, a l'instar des banques de spermes, permettant de
faciliter I'attribution des ovocytes. En effet, la banque a permis une attribution homogene
au sein des couples receveurs : en cas de manque d’ovocytes provenant d’un don, certaines
patientes ont pu bénéficier d’ovocytes issus de plusieurs donneuses. Les receveuses
d’ovocytes vitrifiés sont donc plus sur un pied d’égalité en termes de nombre d’ovocytes
attribués, et ce nombre était plus élevé dans notre étude que chez les receveuses
d’ovocytes frais synchrones (5,44 vs 6,46 dans le groupe vitrifiés, p=0,03), ce qui leur a
permis également d’obtenir plus d’embryons. Ceci, en association avec les progres dans le
cadre de la culture prolongée, a permis d’obtenir plus de blastocystes a congeler (84,7%
d’embryons congelés au stade de blastocyste dans le groupe vitrifiés de notre étude, vs
100% au stade clivés dans le groupe frais), qui ont déja montré leur supériorité sur les
embryons clivés dans la littérature (34,35). La récente étude de Kontopoulos, publiée en
2019, avec une population de 303 embryons obtenus en ICSI lors de tentatives avec don
d’ovocytes, retrouve un taux de grossesses cliniques supérieur dans le groupe des embryons
transférés a J5 ou J6, par rapport a ceux transférés a J3 (68,9% vs 55,6%, p = 0,016) (36).

Un autre avantage de la vitrification, expliquant les meilleurs résultats par couple,
est la possibilité de réaliser plus de tentatives du fait de la simplification de leur gestion et

programmation (1,38 dans le groupe vitrifiés vs 1,20, avec p=0,03).

Concernant la maitrise de la vitrification, le taux de survie ovocytaire moyen était de
76,4% dans notre étude. On note une nette progression entre 2014 et 2019, qui devient

significative a partir de 2018. Nos résultats sur les deux derniéres années (86,8% pour 2018
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et 89,2% pour 2019) se rapprochent de ce qui est retrouvé dans la littérature avec des taux
de survie entre 80 et 90 % (23-25,33,37).

Nous avons retrouvé des taux de fécondation similaires dans les 2 groupes apres ICSI
(66,5 % dans le groupe frais vs 68 % dans le groupe vitrifiés), ce qui montre que les ovocytes
vitrifiés puis réchauffés ont le méme potentiel de fécondation que les ovocytes frais. Ces
taux de fécondation similaires entre ovocytes vitrifiés et frais sont également retrouvés
dans la littérature : 76,1% vs 87,5% pour Garcia et al. en 2011 (38), 80,7% vs 78,2% pour
Solé et al. en 2013 (33), 73,3% vs 74,2% en pour Cobo en 2010 (24) et 86,6% vs 84,4% pour

Trokoudes et al. en 2011 (25).

L’absence de transfert était également équivalent dans les 2 groupes (7,6% groupe
frais vs 8,6% groupe vitrifiés), ce qui est similaire a la littérature puisqu’il est respectivement
de 11,7% vs 8,5% pour Kushnir et al. en 2015 (39), et 11,5% vs 8,5% pour Crawford et al. en

2017 (26).

Les embryons obtenus et transférés frais avaient quant a eux le méme potentiel
d’implantation dans les 2 groupes (17,95% vs 22,95% dans le groupe vitrifiés, ns), ce qui est
également retrouvé dans la littérature. Solé et al. retrouve un taux d’implantation de 33,3%
vs 34% (33), 25,6% vs 24,7% pour Trokoudes et al. (25), et 40,9% vs 39,9% pour Cobo en
2010 (24). Il est également similaire pour les embryons congelés dans notre étude (10,26%
vs 21,31% dans le groupe vitrifié, p=0,232), ainsi que dans I'étude de Solé (21,8% vs 26,8%)

(33).

Nous avons fait le choix de mettre en avant les résultats cumulés par tentatives en

tenant compte des transferts d’embryons frais ainsi que de tous les TEC issus de la méme

61



ponction. La plupart des études de la littérature ne comparent que les transferts frais pour
évaluer I'impact de la vitrification ovocytaire. En plus des résultats cumulés par tentatives,
nous avons aussi comparé de fagcon indépendante les transferts frais et congelés. Dans les 2
populations, nos 2 groupes étaient similaires, sans différence pour le nombre de grossesses
biologiques, cliniques, FCP, GEU, FCT, ni les taux de naissances vivantes.

Dans le cas des transferts frais nous avons obtenu des taux de grossesses biologiques
par tentative de 26,89% dans le groupe frais et 25,78% dans le groupe vitrifiés (ns), et des
taux de grossesses cliniques de 13,45% vs 21,09% (ns). Nos résultats sont un peu plus bas
que la littérature, notamment espagnole. En effet, dans I'étude de Cobo de 2010, ils
retrouvent un taux de BHCG positifs de 55% vs 55,9% dans le groupe vitrifiés, et des taux de
grossesses cliniques par tentative 49,8% vs 50,2% dans le groupe vitrifiés (24). Ceci peut
s’expliquer par la législation espagnole qui autorise la rémunération des donneuses, ce qui
leur permet d’avoir des donneuses plus jeunes (26,6 vs 26,7 ans dans I'étude de Cobo,
contre 30,9 ans vs 31,4 ans dans notre étude) et d’obtenir plus d’ovocytes. Ainsi, dans leur
étude, les patientes receveuses se voient attribuer plus d’ovocytes matures que dans la
notre : 10,3 ovocytes matures dans le groupe vitrifiés vs 11,2 dans le groupe frais, alors que
nous en avions 4,91 vs 4,33.

En ce qui concerne les embryons congelés, en 2013, Solé et al compare également
les TEC issus de leurs tentatives : 49 issus d’ovocytes frais vs 24 issus d’ovocytes vitrifiés et
ne retrouve pas de différences entre les 2 groupes pour les grossesses cliniques par
transfert (40,8% vs 33,3% dans le groupe vitrifié), résultats qui sont toutefois inférieurs a
ceux qu’ils retrouvent avec les embryons frais (33), ce qui concorde aves nos résultats. Dans
notre étude, la différence n’était pas significative mais le taux de grossesses cliniques
semblait plus élevé dans le groupe vitrifiés (13,46% vs 3,85%), ceci pouvant s’expliquer par

I’obtention d’embryons de meilleure qualité (majorité de blastocystes).
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Afin de positionner les résultats de notre étude, il est intéressant de les comparer
aux autres centres frangais, étant tous soumis a la méme législation. L’Agence de la
biomédecine a publié un rapport en 2018 sur I’état des lieux de I’AMP en France entre 2015
et 2018 (40).

Concernant les résultats portant sur les ovocytes vitrifiés, seuls les chiffres

concernant de ’AMP intra-couple sont rapportés. On peut lire dans ce rapport que « les
taux de succes sont moindres que lors des tentatives d’AMP impliquant des ovocytes n’ayant
pas subi de vitrification-dévitrification avant l'injection. Les taux d’implantation d’embryons
en résultant sont moindres (11,4% vs 22,3% en ICSl). » Notre centre clermontois, entre 2014
et 2019, a obtenu un taux d’implantation de 22,95% avec des ovocytes vitrifiés, ce qui
semble meilleur que les résultats tous centres francgais confondus pour les ovocytes vitrifiés,
et similaire au taux d’implantation frangais avec ovocytes frais (qui était de 17,95% dans
notre étude, entre 2009 et 2014, sans différence avec le taux d’'implantation des ovocytes
vitrifiés). Le pourcentage de transfert par décongélation est de 78,6% en 2018 en France,
alors que dans notre étude nous retrouvons un pourcentage de tentatives avec transfert de
91%. La technique de vitrification/réchauffement semble bien maitrisée dans notre centre
par rapport au reste de la France. Si nous reprenons notre courbe d’apprentissage, la
différence du taux de survie ovocytaire est significative a partir de 2018 ou I'on retrouve un
taux de survie de 86,6% (qui progresse méme jusqu’a 89,20% en 2019) versus 65,7% en
2014 a linitiation de la technique dans le service clermontois, qui est 'un des premiers
centres francais a I'avoir développé aprés I'autorisation légale.

La comparaison de nos résultats concernant les ovocytes vitrifiés avec les résultats
de I’Agence de Biomédecine doit étre interprétée avec parcimonie car dans notre étude, il
s’agissait de tentatives de dons, alors que le rapport de la biomédecine mentionne des

tentatives autologues. Les grossesses cliniques issues des embryons frais obtenus avec des
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ovocytes vitrifiés semblent supérieures dans notre étude par rapport aux résultats francais
de 2018, par tentatives et par transfert, avec respectivement 21,09% dans notre étude par
tentative vs 13,5%, et 23,08% dans notre étude par transfert vs 17,2%. Il en est de méme
pour les accouchements (naissances vivantes dans notre étude) avec 20,31% dans notre

étude par tentative vs 11,4%, et 22,22% dans notre étude par transfert vs 14,4%.

Dans le rapport de I'’Agence de la biomédecine, en ce qui concerne le don
d’ovocytes, il est précisé que les données sont issues d’ovocytes frais ou vitrifiés, sans plus
de détails concernant leur proportion ni de résultats séparés pour les 2 populations
d’ovocytes. De moins en moins de tentatives avec don d’ovocytes sont réalisées par FIV et la
majorité se fait en ICSI (100% dans notre centre). Si I'on compare les résultats nationaux de
2018 aux résultats de notre étude, les taux d’accouchement par transfert (24% vs 22,2%
pour Clermont) et par TEC (16,1% vs 13,46%) sont similaires. Si les résultats semblent un
peu inférieurs en TEC, une explication a récemment été mise en lumiere par I'utilisation
d’un milieu de culture faisant chuter les taux d’implantation. Ce probléme est actuellement
en cours de résolution avec une augmentation radicale des taux de grossesses en TEC
depuis le changement de milieu il y a 6 mois. Si on se focalise sur les ovocytes et embryons,
nous obtenons des taux d’ovocytes injectés similaires, avec 4.9 par tentative dans notre
groupe vitrifiés entre 2014 et 2019, tandis que les résultats en France sont de 2015 a 2018
respectivement 4.4, 4.7, 4.5 et 5. Nous avons transféré autant d’embryons par tentative

avec 1,56 dans notre groupe vitrifiés, contre 1,6 a 1,5 au niveau national.

Concernant la sureté de la vitrification ovocytaire sur les enfants nés, nous n’avons
pas retrouvé de différence statistique entre nos 2 groupes quant aux données obstétricales

(voies d’accouchement, terme) et néonatales (poids de naissance, etc..). La littérature
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comparant les résultats obstétricaux et néonataux des ovocytes vitrifiés est relativement
pauvre, mais les résultats semblent concordants. L’équipe espagnole de Cobo a publié en
2014 une étude reprenant les résultats de 1224 enfants issus d’ovocytes vitrifiés comparés a
1027 enfants issus d’ovocytes frais, avec des ovocytes de donneuses mais aussi autologues,
et ne retrouve pas de différences entre les 2 groupes pour le terme d’accouchement (38,2
semaines dans les 2 groupes), le nombre d’enfants prématurés (22,7% dans le groupe frais
vs 21,8%, ns), ni le poids de naissance (2871g dans le groupe frais vs 2859g). Il est par contre
retrouvé plus de césariennes dans le groupe vitrifiés avec 67,9% vs 61%, p<0,001. Les
enfants semblent également tous en bonne santé (pas plus de malformations congénitales,
hospitalisations en réanimation ni décés) (41). En 2015, une étude francaise dirigée par
Anzola a comparé les 50 premieres naissances obtenues avec des ovocytes vitrifiés
autologues, a 364 enfants congus par ICSI avec des ovocytes frais, et ne retrouve pas non
plus de différences entre les 2 groupes, quant a la prématurité (10% de dans le groupe
vitrifiés vs 15%, ns), la voie d’accouchement (43,2% de césarienne dans le groupe vitrifiés, vs
29,8%, ns), ni le poids de naissance (14% d’enfants < 2500g dans le groupe vitrifiés vs 17%,

ns ; et 8% d’enfants > 4000g dans le groupe vitrifiés vs 5,8%, ns) (42).

Notre service ne réalisant maintenant plus que des tentatives avec des ovocytes
vitrifiés, nous avons comparé les résultats obstétricaux et néonataux entre les embryons
frais et les embryons congelés, au sein de notre groupe vitrifiés. Pour les embryons
congelés, nous avons retrouvé des poids de naissances plus importants, ainsi qu’un terme
d’accouchement plus avancé. Dans la littérature, plusieurs études réalisées avec des
tentatives intra-couple (et des ovocytes frais uniquement), ont retrouvé également une
diminution des Petits pour I’Age Gestationnel (PAG), des risques de prématurité et des

petits poids de naissance, dans les groupes d’embryons congelés, par rapport aux embryons
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frais (43—45), voire méme également par rapport aux conceptions spontanées, comme c’est
le cas dans la publication de Wennerholm et al. en 2013 (46). Les poids de naissance sont
significativement plus élevés dans le groupe des embryons congelés : 3550g vs 3416g dans
I’étude de Pelkonen en 2010 (43), 3123g vs 2956g dans I'étude de Beyer en 2016 (44) et
3552g vs 3418g pour Wennerholm en 2013 (46). Par contre, dans des populations de don
d’ovocytes, les résultats semblent similaires dans les 2 groupes que ce soit pour le mode

d’accouchement ou le poids de naissance des enfants nés (45,47).

Actuellement, comme expliqué dans l'introduction, la législation frangaise autorise le
don d’ovocytes pour des couples constitués d’'un homme et d’une femme présentant une
infertilité d’origine ovocytaire, un risque de transmission de maladie génétique ou un échec
de tentatives intraconjugales. Le don est anonyme et gratuit. Ceci explique certaines
différences en termes de résultats par rapport a des pays frontaliers comme I’'Espagne, ou la
rémunération des donneuses est autorisée (plus de donneuses et plus d’ovocytes) et ou les
receveuses peut étre des femmes seules (48). Jusqu’au décret de 2015, les donneuses
francaises devaient avoir fait preuve de leur maternité, ainsi nous nous retrouvions avec des
patientes plus agées que chez nos voisins, donnant également moins d’ovocytes et de moins
bonne qualité, expliquant les moins bons résultats francais. Enfin, la vitrification a
également été autorisée plus tardivement que dans une majorité d’autres pays.

Grace a la révision de la loi bioéthique de 2011, la population de donneuses
potentielles s’agrandit également en donnant la possibilité aux femmes qui n’ont pas eu
d’enfant de conserver une partie de leurs ovocytes a leur propre compte, si au moins 5
ovocytes peuvent étre ponctionnés. Ce fut le cas dans notre service a partir de 2016, d’ou

une différence dans le groupe vitrifiés entre le nombre d’ovocytes matures et le nombre
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d’ovocytes vitrifiés pour le don. Cette disposition ouvre la voie a la vitrification des ovocytes

« pour convenance personnelle ».

Depuis 2019, la PMA et le don de gametes sont au coeur de I'actualité, avec un projet
de révision de la loi relative a la bioéthique a I'étude. L’Assemblée Nationale I’'a adopté en
premiere lecture le mardi 15 octobre 2019, suivie par le Sénat, qui I'a adopté avec quelques

modifications le mardi 4 février 2020.

Parmi les dispositions du texte, figurent notamment :

- I’élargissement de I'assistance médicale a la procréation aux couples de femmes
et aux femmes seules (art. 1¢"). Le Sénat adopte cet article aprés avoir rajouté I'autorisation
du double don de gameétes, supprimé I'élargissement a 'ensemble des établissements de
santé privés de |'activité de mise en ceuvre de la procédure d’accueil d’embryons, et en
maintenant la prise en charge par I'assurance maladie de ’'AMP aux seules demandes
fondées sur des indications médicales (dont les femmes seules et couples de femmes ne
font pas partie). Durant I'été 2020, de nouveau les députés votent et étendent le
remboursement a toutes les femmes.

- le rejet de I'autorisation d’autoconservation de gamétes sans raison médicale

- I'acces aux origines des personnes congues par un recours au don, a leur majorité
(art. 3) : acces a des données non identifiantes du donneur (age, caractéres physiques...) ou
a l'identité du donneur. Tout donneur devra consentir a la communication de ces données
avant de procéder au don.

- la filiation d’un enfant issu d’une procédure d’AMP par un couple de femmes (art
4). Le Sénat modifie I'article pour interdire explicitement I'établissement de deux filiations

maternelles ou paternelles a I'égard d’'un méme enfant ; crée un nouveau titre dans le code
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civil, qui regrouperait les dispositions applicables a la filiation en cas de recours a une AMP
avec donneur ; et modifie les conditions requises pour l'adoption afin de permettre

I’adoption de I’enfant issu d’'une AMP par la mére d’intention.

Etant donné ces nouvelles dispositions, nous pouvons, a juste titre, nous questionner
sur I'avenir du don d’ovocytes avec notamment son recrutement de donneuses qui se
verrait probablement affecté par la levée de I'anonymat. De plus, I'acces de la PMA aux
femmes seules et aux couples de femmes induirait-il une augmentation de I’activité et donc
des délais d’attente, qui sont souvent déja trés longs ? Peut-étre trouverons-nous chez ces
futures patientes, de nouvelles donneuses potentielles afin d’alimenter la banque
d’ovocytes, car plus sensibles au don, étant elles-mémes en demande de don de sperme.

Début février 2021, le projet de loi est passé devant le Sénat en 2°™ lecture, et
contre toute attente, rejette entierement l'article 1 qui ouvrait la PMA a toutes les
femmes, aprés avoir exclu dans un premier temps uniquement les femmes seules. Nous
pouvons espérer que dans un avenir proche, une nouvelle révision de la loi soit enfin
promulguée, mais l'extension de la PMA a toutes les femmes ne semble pas faire

I'unanimité pour le moment.

Si I'on revient au contexte actuel de la PMA, il s’agit, a notre connaissance, de la
premiere étude frangaise décrivant les résultats de la vitrification chez les donneuses
d’ovocytes, notre centre étant le pionnier dans le domaine. En effet, celui-ci a mis en place
la vitrification ovocytaire trés rapidement apres 'autorisation légale : les taux de survie
ovocytaire au réchauffement ont rapidement progressés pour atteindre dés 2018 les

excellents taux de survie retrouvés dans la littérature internationale.
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Les effectifs de notre étude sont importants, avec des populations de donneuses
équivalentes dans les 2 groupes (méme proportion d’ovocytes matures par rapport aux
ovocytes ponctionnés: 79,6% dans le groupe frais vs 80,1% dans le groupe vitrifiés,
p=0,797).

De plus, par rapport au seul élément de comparaison que sont les résultats de
I’Agence de Biomédecine, nous obtenons de bons taux de grossesses et d’accouchements,

que ce soit par rapport aux résultats concernant les ovocytes vitrifiés, ou le don d’ovocytes.

Nous retrouvons certaines limites a notre étude. D’une part, il s’agit d’'une étude
observationnelle sans randomisation. D’autre part, nous comparons 2 groupes selon la
technique d’attribution des ovocytes, mais qui comportent d’autres différences, comme les
techniques de conservation des embryons congelés (congélation lente ou vitrification selon
les années), ainsi que la technique de culture embryonnaire (plus de culture prolongée et de
blastocystes dans le groupe vitrifiés) : cela a pu influer sur leur potentiel de grossesse (49).

L'effet temps est un facteur également important a prendre en compte. En effet
notre étude compare 2 populations qui n’ont pas bénéficié du don d’ovocytes au méme
moment : le groupe frais étant de 2009 a 2013 et le groupe vitrifiés de 2014 a 2019.
Pendant ces 2 périodes, ce ne fut pas les mémes opérateurs qui ont effectués les ponctions
et les transferts d’embryons, et techniciennes qui ont injectés les ovocytes. Les indications
d’accés au don d’ovocytes n’étaient également pas les mémes entre les 2 groupes, avec plus
d’échecs intra-couple dans le groupe vitrifiés. Enfin, au sein d’'un méme groupe, comme
dans le groupe vitrifiés, I'effet temps est également trés nettement percu sur le taux de
survie ovocytaire qui s'améliore avec le temps ; par conséquent, nous avons d{i essuyer

guelques échecs de survie ovocytaire au début de la mise en place de la technique.
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Néanmoins, les résultats de notre étude mettent en avant la non-infériorité de la
vitrification concernant les caractéristiques des tentatives (nombres d’ovocytes et
d’embryons obtenus), les taux de grossesses et d’accouchements par tentative. De plus, les
enfants issus de cette technique sont en bonne santé. Les résultats en termes de grossesses
cliniques et naissances vivantes cumulées par couple sont méme meilleurs, I'utilisation de la
vitrification permettant une facilitation dans I'attribution des ovocytes et la programmation
des receveuses qui ont pu bénéficier de plus de tentatives que lors de l'utilisation des
ovocytes frais synchrones. Ces résultats encourageants sont a confirmer par des études de

plus grande envergure et par un suivi régulier des enfants nés issus de cette technique.
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CONCLUSION

La vitrification semble avoir permis d’améliorer la prise en charge des receveuses
d’ovocytes, depuis sa mise en place dans le service en 2013, par rapport a l'utilisation
synchrone d’ovocytes frais de donneuses. Plus d’ovocytes matures sont ainsi attribués dans
le groupe vitrifiés, plus d’embryons sont obtenus et les embryons transférés sont de
meilleure qualité. De plus, les taux cumulés de naissances vivantes sont plus élevés par
tentative dans le groupe vitrifiés sans étre significatif (25,78% vs 13,45%, avec p = 0,053),
mais le sont par couple receveur (35,5% vs 16,2%, avec p = 0,02), la vitrification permettant

de réaliser plus de tentatives par couple.

La mise en place de la technique de vitrification dans le cadre du don d’ovocytes
dans le service d’AMP-CECOS n’a donc pas impacté les résultats cliniques en termes de
grossesses et de naissances par tentative par rapport aux dons réalisés de facon synchrone,
et les a méme améliorés par couple receveur. Autre donnée, les enfants nés sont en bonne
santé dans les 2 groupes. Ainsi, les avantages pratiques de cette technique (création d’une
banque d’ovocytes, facilité de programmation et de préparation endométriale de la
receveuse) facilitent I'accés au don d’ovocytes et confortent donc son utilisation au
guotidien, dans les services d’AMP-CECOS autorisés. Les couples peuvent ainsi bénéficier de
plus de tentatives, avec plus d’ovocytes, leur permettant d’augmenter leurs chances

d’obtenir un enfant vivant en bonne santé.
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L'amélioration des résultats des dernieres années (meilleur taux de survie
ovocytaire, augmentation du nombre d’ovocytes attribués et d’embryons obtenus) laisse

entrevoir une belle perspective d’avenir a la vitrification ovocytaire.

Le Doyen de L'UFR de Médecine, La Présidente du Jury,
Pierre CLAVELOU Florence BRUGNON
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ANNEXES

Annexe | : Transferts d’Embryons Frais : Nombre d’embryons transférés et stades de

développement embryonnaire

Annexe Il : Transferts d’Embryons Congelés : Nombre d’embryons transférés et stades de

développement embryonnaire
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Annexe | : Transferts d’Embryons Frais : Nombre d’embryons transférés et
stades de développement embryonnaire

Groupe frais

Groupe vitrifiés

Répartition du nombre d'embryons frais transférés (ET) :

ET = Embryons Transférés.

Tentatives sansET % (n) 7,6% (9/119) 8,6% (11/128)
Tentatives avec1ET % (n) 31,9% (38/119) | 39,8% (51/128)
Tentatives avec2ET % (n) 49,6% (59/119) | 51,6% (66/128) no
Tentativesavec3ET % (n) 10,9% (13/119) 0/128
Stode dedéveloppement embryonnaire on moment du transfert frais :

ETal2 %in) 195/195 97,3% (178/183)

ETA15 % (n) 0 2,7% (5/183) %020
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Annexe Il : Transferts d’Embryons Congelés : Nombre d’embryons transférés et
stades de développement embryonnaire

‘ Groupe frais | Groupe vitrifiés

Répartition du nombre d'embryons congelés (EC) transférés :

Tentatives de TEC sans ET % (n) 31,6% (12/38) 5,5% (3/55)
Tentativesde TECavecl ET % (n) 34,2% (13/38) 78,2% (43/55) | <0,001
Tentatives de TEC avec2 ET % (n) 34,2% (13/38) 16,4% (9/55)

Stade de développement embryonnaire au momentdu TEC:

Embryons ECtransférésal2 % (n) 7,7%(3/39) 0
clives ECtransférésal3 %(n) 92,3%(36/39) | 16,4% (10/61)
<0,001
ECtransférésals %in) ] 59,0% (36/61)
Blastocystes
ECtransférésale %(n) 1] 24,6% (15/61)

TEC = Transfert d’Embryons Congelés, ET = Embryons Transférés, EC = Embryons Congelés.

79



SERMENT D'HIPPOCRATE

En présence des Maitres de cette FACULTE et de mes chers CONDISCIPLES, je promets et je
jure d'étre fidele aux lois de I'Honneur et de la Probité dans I'exercice de la Médecine.

Je donnerai mes soins gratuits a l'indigent et je n'exigerai jamais un salaire au-dessus de
mon travail. Admis dans l'intérieur des maisons, mes yeux ne verront pas ce qui s'y passe,
ma langue taira les secrets qui me seront confiés et mon état ne servira pas a corrompre les
moeurs ni a favoriser le crime.

Respectueux et reconnaissant envers mes MAITRES, je rendrai a leurs enfants l'instruction
gue j'ai recue de leurs péres.

Que les HOMMES m'accordent leur estime si je suis fidele a mes promesses. Que je sois
couvert d'OPPROBRE et méprisé de mes confreres si j'y manque.

80



SERMENT D'HIPPOCRATE

(Conseil national de I'ordre des médecins)

Au moment d’étre admis(e) a exercer la médecine, je promets et je jure d’étre fidele aux lois
de I’"honneur et de la probité.

Mon premier souci sera de rétablir, de préserver ou de promouvoir la santé dans tous ses
éléments, physiques et mentaux, individuels et sociaux.

Je respecterai toutes les personnes, leur autonomie et leur volonté, sans aucune
discrimination selon leur état ou leurs convictions. Jinterviendrai pour les protéger si elles
sont affaiblies, vulnérables ou menacées dans leur intégrité ou leur dignité. Méme sous la
contrainte, je ne ferai pas usage de mes connaissances contre les lois de I'humanité.

Jinformerai les patients des décisions envisagées, de leurs raisons et de leurs conséquences.

Je ne tromperai jamais leur confiance et n’exploiterai pas le pouvoir hérité des circonstances
pour forcer les consciences.

Je donnerai mes soins a l'indigent et a quiconque me les demandera. Je ne me laisserai pas
influencer par la soif du gain ou la recherche de la gloire.

Admis(e) dans I'intimité des personnes, je tairai les secrets qui me seront confiés. Regu(e) a

N

I'intérieur des maisons, je respecterai les secrets des foyers et ma conduite ne servira pas a
corrompre les moeurs.

Je ferai tout pour soulager les souffrances. Je ne prolongerai pas abusivement les agonies. Je
ne provoquerai jamais la mort délibérément.

Je préserverai l'indépendance nécessaire a l'accomplissement de ma mission. Je
n’entreprendrai rien qui dépasse mes compétences. Je les entretiendrai et les
perfectionnerai pour assurer au mieux les services qui me seront demandés.

J apporterai mon aide a mes confreres ainsi qu’a leurs familles dans I'adversité.

Que les hommes et mes confreres m’accordent leur estime si je suis fidele a mes promesses
; que je sois déshonoré(e) et méprisé(e) si j'y manque.

81



UTILISATION DE LA VITRIFICATION OVOCYTAIRE DANS LE CADRE DU DON D’OVOCYTES
EN ASSISTANCE MEDICALE A LA PROCREATION
AU CHU DE CLERMONT-FERRAND :
Etude observationnelle sur 11 ans comparant les résultats du don d’ovocytes
utilisant des ovocytes vitrifiés/réchauffés versus des ovocytes frais.

RESUME :

Introduction : Le don d’ovocytes, initialement réalisé de fagon synchrone avec des ovocytes
frais, est aujourd’hui de plus en plus réalisé avec des ovocytes vitrifiés, permettant ainsi de
constituer une banque d’ovocytes, comme c’est le cas avec les banques de spermes.
L’objectif de ce travail est de comparer les résultats en AMP avec don d’ovocytes vitrifiés
versus ovocytes frais au CHU de Clermont-Ferrand, depuis la mise en place de la vitrification
en 2013.

Matériel et Méthodes : Il s’agit d’une étude comparative monocentrique réalisée au sein du
service d’AMP-CECOS du CHU de CLERMONT-FERRAND du 01/01/2009 au 31/12/2019. Deux
groupes ont été comparés : les couples ayant bénéficiés de tentatives réalisées en don
synchrone avec des ovocytes frais (groupe frais) de 2009 a 2013, versus les couples ayant
bénéficiés de tentatives réalisées avec des ovocytes vitrifiés (groupe vitrifiés) entre 2014 et
2019.

Résultats : 119 tentatives ont été étudiées dans le groupe frais versus 128 dans le groupe
vitrifiés. Le nombre d’embryons obtenus est significativement supérieur dans le groupe
vitrifiés par rapport au groupe frais (3,5 vs 2,9 avec p=0,02). Les taux cumulés de naissances
vivantes par tentative sont similaires dans les 2 groupes (25,78% dans le groupe vitrifiés
versus 13,45% dans le groupe frais (p=ns)). En revanche, par couple, la supériorité du taux
de naissances vivantes dans le groupe vitrifiés devient significative (35,5% vs 16,2%, avec p=
0,002), grace a plus de tentatives réalisées (1,4 vs 1,2, avec p= 0,03). La vitrification ne
semble pas influer sur les issues obstétricales et les données néonatales. Enfin, le taux de
survie ovocytaire post-vitrification/réchauffement est de 76,46% sur les six années de
I’étude, avec une nette progression entre 2014 (65,68%) et 2019 (89,22%).

Conclusion : La mise en place de la technique de vitrification dans le cadre du don
d’ovocytes dans le service d’AMP-CECOS a permis d’améliorer les résultats en termes de
naissances vivantes par couple receveur, et les enfants issus de cette technique semblent en
bonne santé. Ainsi, les avantages pratiques de cette technique (création d’'une banque
d’ovocytes, facilité de programmation et de préparation endométriale de la receveuse)
facilitent I'acces au don d’ovocytes. L'amélioration des résultats des derniéres années laisse
entrevoir une belle perspective d’avenir a la vitrification ovocytaire.

MOTS-CLES : don d’ovocyte; don synchrone ; vitrification ovocytaire ; survie ovocytaire
post-vitrification/réchauffement ; transfert d’embryons ; taux de naissances vivantes.
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