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l. Introduction

I.1. Historique

Depuis la naissance du premier bébé issu de Fécondation in vitro (FIV), Louise Brown, née en
1978, suite au travail de Robert Edward (physiologiste a Cambridge) et de Patrick Stepoe
(Gynécologue), les techniques d’Assistance médicale a la procréation (AMP) ont bien évolué.
A l'origine, les premiéres FIV étaient faites sans stimulation hormonale, un seul ovocyte était
prélevé et les chances de succeés restaient infimes. C’est en 1981 qu’a été imaginé le principe
de stimulation hormonale permettant I'obtention de plusieurs ovocytes afin de multiplier les
chances de grossesses a partir d’'une seule tentative. En 1982, naissait en France, grace a la
FIV, Amandine (issue du travail du professeur René Frydman et du docteur Jacques Testard
a I'hépital Antoine Béclére de Clamart).

Enfin, cette hyperstimulation ovarienne, recherchée en FIV, a permis I'obtention sur une
tentative, de plusieurs embryons. Des techniques de congélations ont donc été développées
et ces embryons surnuméraires ont été ensuite transférés. C’est ainsi, qu’en 1984, en
Australie, a eu lieu la naissance du premier enfant issu de transfert d’embryons congelés, suite
au travail d’Alan Trounson. Elle se prénomme Zoé. L’embryon est transféré au stade de 8
cellules (1,2).

1.2. Intéréts du transfert d’embryons congelés

Lors d’une tentative de fécondation in vitro, une hyperstimulation ovarienne contrdlée par des
gonadotrophines est réalisée de maniére a obtenir un certain nombre d’ovocytes matures préts
a étre fécondés en laboratoire par FIV ou ICSI (Injection intra cytoplasmique de
spermatozoides). Cette hyperstimulation a pour but d’obtenir plusieurs embryons afin de
sélectionner le ou les plus aptes a s’'implanter et a donner une naissance. En I'absence de
contre-indication a un transfert, le ou les plus beaux embryons sont transférés a l'issue de la
tentative et les embryons dits surnuméraires sont congelés. Ces derniers pourront étre
transférés ultérieurement.

Cette technique est intéressante car elle nécessite une simple préparation de 'endométre et
est beaucoup moins contraignante pour la patiente. Si la congélation embryonnaire a été
historiquement créée pour pallier aux embryons surnuméraires, d’autres indications ont
émergé plus récemment, telles que la préservation de la fertilité, bien que I'on préfere,
aujourd’hui vitrifier des ovocytes plutét que des embryons, ou le diagnostic préimplantatoire
(DPI), permettant une analyse génétique de 'embryon afin de ne transférer que des embryons
sains dans des familles a risques de transmission de maladie génétique d’'une particuliére
gravité. En outre, dans certains cas il n’est pas possible d’effectuer le transfert aprés la
ponction ovarienne. Cela peut concerner les patientes a risque de syndrome
d’hyperstimulation ovarienne mais aussi celles dont 'endométre n’est pas apte a implanter
(présence d’un polype intra utérin ou d’une hypertrophie endométriale par exemple). Dans ces
cas, tous les embryons issus de la ponction sont congelés et le terme utilisé est « freeze all ».

Ces techniques ont permis de mettre en avant un plus haut taux de naissance vivante pour
les transferts d’embryons congelés chez les populations atteintes du syndrome des ovaires
polykystiques (SOPK) avec moins de fausses couches précoces (3).
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La congélation embryonnaire a permis de conserver les embryons surnumeéraires afin de les
transférer ultérieurement. Le but était d’augmenter les chances de grossesses sans risque et
d’éviter les grossesses multiples résultant du transfert de plusieurs embryons.

Le transfert d’embryons congelés est donc maintenant une pratique courante, associant une
préparation et une synchronisation de 'endométre au transfert d’'un embryon de la meilleure
qualité possible. Ceci est possible grace a un couple clinico-biologique.

Mais c’est au laboratoire que les progrés ont réellement eu lieu ces derniéres années, grace
au développement des techniques de culture embryonnaire in vitro et aux techniques de
congélation, permettant la culture, la sélection et la congélation des embryons obtenus au
stade de blastocyste.

1.3. Législation relative au transfert d’embryons congelés et nombre d’embryons a
transférer

La loi francgaise encadre le transfert des embryons congelés.

Selon la loi, TAMP prend en charge les couples infertiles ou ceux chez qui il existe un risque
de transmission d’'une maladie trés grave a I'enfant. L’homme et la femme formant le couple
doivent étre vivants, en age de procréer, et donner leur consentement. L’age limite de prise
en charge pour la femme est de 43 ans contre 59 ans pour ’lhomme

A propos de la congélation embryonnaire, I’Article L2141-4 modifié par la loi de bioéthique
2011-814 du 7 juillet 2011 (4) énonce que les deux membres du couple soient consultés
chaque année par écrit afin de savoir s’ils maintiennent leur projet parental et la conservation
des embryons.

« S'ils n'ont plus de projet parental ou en cas de déces de I'un d'entre eux, les deux
membres d'un couple, ou le membre survivant, peuvent consentir a ce que » :

- Leurs embryons soient accueillis par un autre couple

- Leurs embryons fassent I'objet de recherche ou a ce que les cellules issues de ceux-
ci soient utilisées en thérapie cellulaire a des fins thérapeutiques

- La conservation de leurs embryons soit arrétée

« Dans tous les cas, le consentement ou la demande est exprimé par écrit et fait I'objet
d'une confirmation par écrit apres un délai de réflexion de trois mois. En cas de déces
de I'un des membres du couple, le membre survivant ne peut étre consulté avant
I'expiration d'un délai d'un an & compter du décés, sauf initiative anticipée de sa part.
Dans le cas ou I'un des deux membres du couple consultés a plusieurs reprises ne
répond pas sur le point de savoir s'il maintient ou non son projet parental, il est mis fin a
la conservation des embryons si la durée de celle-ci est au moins égale a cinq ans. Il en
est de méme en cas de désaccord des membres du couple sur le maintien du projet
parental ou sur le devenir des embryons. Lorsque les deux membres d'un couple, ou le
membre survivant, ont consenti, a I'accueil de leurs embryons et que ceux-ci n'ont pas
été accueillis dans un délai de cinq ans a compter du jour ou ce consentement a été
exprimé par écrit, il est mis fin a la conservation de ces embryons. »
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Actuellement I'objectif est de transférer un seul embryon et d’obtenir une grossesse unique.
Cependant, dans certains cas (échecs de plusieurs tentatives, age de la femme, faible réserve
ovarienne), deux embryons pourront étre transférés. Cette décision se fait en accord avec les
biologistes et les gynécologues du centre.

En effet, pour une population sélectionnée (sur I'age, le nombre de tentatives effectuées, la
qualité des embryons obtenus), une stratégie de SET (Single Embryo Transfer) diminue les
taux de grossesse gémellaire sans réduire ni les taux de grossesse en cours ni ceux
d’accouchement (5).

1.4. Congélation lente versus vitrification

Concernant la congélation embryonnaire, la aussi de nombreux progrés ont été faits. Avant,
les embryons étaient congelés selon une technique de congélation lente. Depuis 2011 en
France, est principalement utilisée la vitrification.

La cryoconservation que ce soit la congélation lente ou la vitrification permet la suspension de
toute activité biologique a des températures allant jusqu’a -196°C (température de l'azote
liquide). Toute sa problématique est d’atteindre et de revenir de ces températures sans
dommage. Il faut ainsi éviter la formation de cristaux et la déshydratation responsable de
Iésions mécaniques et d’'un effet solution qui pourrait dénaturer les molécules et induire une
mort cellulaire.

La congélation lente utilise de trés faibles concentrations en cryoprotecteurs et un
refroidissement trés progressif (0.3° par minute) jusqu’a une température de -30°C.

La vitrification quant a elle permet un passage direct de I'état liquide a un état amorphe sans
formation de cristaux grace a I'utilisation de trés hautes quantités de cryoprotecteurs.

Le réchauffement est une étape cruciale, s'il est trop lent cela se traduira par la formation de
cristaux de glace. Il est donc rapide et utilise une forte concentration de sucrose pour limiter la
formation de cristaux intracellulaires et maintenir 'eau dans le secteur extracellulaire (6).

Au fil du temps la vitrification parait étre la méthode de référence et prouve petit a petit sa
supériorité vis-a-vis de la congélation lente (7). En effet il apparait de meilleurs résultats en
termes de grossesse, de naissance vivante mais également de survie a la décongélation avec
la méthode de vitrification des blastocystes. Cela concerne également les ovocytes pour
lesquels les résultats cliniques sont supérieurs en vitrification comparé a la congélation lente
(que ce soit en termes de grossesse ou de naissance vivante) (8—10). Les résultats seraient
méme pour certaines équipes équivalents voire supérieurs aux transferts d’embryons frais

(11).

I.5. La culture embryonnaire : de ’'embryon J2/J3 au blastocyste

Concernant la culture embryonnaire, les embryons peuvent étre transférés ou congelés a un
stade précoce (J2-J3) ou a un stade tardif, le stade de blastocyste, aprés une culture dite
prolongée (J5-J6). Les taux de naissance vivante et de grossesse clinique par transfert de
blastocyste frais sont significativement plus élevés par rapport aux transferts d’embryons a
J2/J3 (12).

Les taux d'implantation résultant des transferts de blastocystes ont largement augmenté en
comparaison a ceux d’embryons J2-J3, permettant le transfert de moins d’embryons (13).
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De méme il a été retrouvé de meilleurs taux cumulés de naissance vivante par ponction
d'ovocytes lors des transferts de blastocystes en comparaison aux transferts d’embryons
J2/J3 (14).

L’embryon est étudié ainsi: aprés la fécondation de l'ovocyte par le spermatozoide, la
premiére observation se fait au jour n°1, entre 16 et 18h, elle permet de voir s’il y a eu émission
du 2°™ globule polaire dans I'espace péri vitellin et la présence de 2 pronucléi confirmant la
fécondation et la formation d’'un zygote. La fécondation est dite anormale si le nombre de
pronucléi est supérieur a 2 ou s’il n’y en a qu’un (activation du génome sans le concours du
spermatozoide).

La deuxiéme observation se fait au jour n°1, a 24h et permet de visualiser s’il y a eu ou non
un clivage précoce, définit par présence d’'une premiére division cellulaire avant la 25°™ heure.

La troisitme observation se fait a J2, 'embryon est au stade de 2 a 4 cellules. Une
classification morphologique de ces embryons est alors définie. Les embryons peuvent étre
transférés s’ils sont de bonne qualité ou placés en culture prolongée selon la décision des
biologistes et les habitudes du centre.

Les critéres morphologiques des embryons sont les suivants :
- Le nombre de cellules, par exemple 2 pour 2 cellules ou 4 pour 4 cellules

- La forme typique, « T » (mémes formes et tailles des cellules) ou atypique, « AT »
(formes et tailles différentes des cellules)

- Le pourcentage de fragmentation par rapport au volume total de 'embryon
- Le score de nucléation

Ces éléments servent a établir une classification permettant de sélectionner 'embryon a
transférer en cas de transfert a J2.

A J3 il est au stade de 4 a 8 cellules (blastoméres).

A J4, il est au stade de morula (supérieur a 16 cellules), aucune classification ne peut étre
établie.

On parle de culture prolongée lorsque les embryons sont cultivés jusqu’au stade de
blastocyste. A J5, le blastocyste correspond a la création d’'une cavité, le blastocéle (B) qui est
entourée par le trophectoderme (TE) et contient la masse cellulaire interne (MCI). Les
embryons sont ensuite évalués selon la classification de Gardner et Schoolcraft (13) et
transférés du stade 3 au stade 6 (expansé ou éclos). La classification qualifie I'expansion du
blastocéle. Les stades 1 et 2 correspondants a une cavité non expansée. Le blastocyste est
dit expansé a partir du stade 3. Ce score qualifie également la qualité du TE et de la MCI en
analysant la cohésion et le nombre de cellules les constituant. Plus un blastocyste est de haut
grade morphologiquement pour ces 3 paramétres et meilleures sont ses chances de
s’implanter (15,16).

Les images correspondant au développement embryonnaire sont présentées dans la figure 7
en annexe 1. Celles correspondant a la classification de Gardner et Schoolcraft sont
présentées dans les figures 8 et 9 en annexe 2.

Ces derniéres années, le développement des embryoscopes (Time lapse) a permis une
meilleure évaluation des embryons, par la prise constante de photos de ces derniers sans
altérer les conditions de culture. Ainsi, I'évaluation se fait de l'intérieur et il n’est pas nécessaire
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d’extraire 'embryon de son milieu a chaque observation, limitant ainsi I'exposition des
embryons aux changements de composition, de température et de mouvement des gaz (17).

Dans notre centre, les temps d’examen sont a J1 : H14-H16 et H24, J2, J3, J4, J5 et parfois
J6. Diverses études ont examiné les temps d’analyse importants, permettant de différencier
plusieurs embryons et d’anticiper leurs prédispositions a s’implanter ou non (18). Ces
parameétres morpho cinétiques permettent de prendre des décisions appropriées concernant
la poursuite de la culture, le transfert ou encore la congélation embryonnaire (19).

Les embryoscopes ont également permis d’associer a la qualité embryonnaire la notion de
clivage précoce, défini par la présence d’'une premiére division cellulaire avant la 25°™ heure,
qui aurait un effet bénéfique sur les taux de grossesse obtenus (20).

1.6. Culture prolongée et blastulation retardée

Enfin et c’est ce qui nous intéresse ici, il est observé chez certains embryons un retard de
développement. Ainsi, il arrive que ce dernier ne soit observé au stade de Morula qu’a J5 et
de ce fait, au stade de blastocyste a J6. Ces embryons seront alors évalués avec la méme
classification de Gardner et Schoolcraft et selon leur qualité, transférés ou congelés a J6.

Certaines études ont retrouvé des résultats supérieurs en termes de grossesse et
d’'implantation selon que I'embryon était transféré frais a J5 plutét que J6 (21).

Concernant les embryons congelés, les résultats seraient également plutét en faveur de
J5 (22).

L’objectif principal de ce travail est d’évaluer les résultats en termes de naissance
vivante, des embryons congelés, transférés a J5 versus J6.

Les objectifs secondaires sont d’analyser ces résultats également en fonction :

- De la qualité embryonnaire au moment de la congélation, selon les stades de
Gardner et Schoolcraft, permettant d’établir un catalogue des embryons les plus
aptes a donner un enfant vivant.

- Du type de préparation endométriale

Enfin, les données néonatales de chaque enfant sont également relevées de maniére a
s’assurer de la sureté de ces techniques.
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Il. Matériel et méthode

Nous avons réalisé une étude rétrospective, monocentrique, au sein du centre de Procréation
Médicale Assistée du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Clermont-Ferrand, incluant
les transferts d’embryons congelés au stade de blastocyste effectués de janvier 2018 a
décembre 2019.

Deux groupes de patients ont été comparés selon le jour de congélation des blastocystes :
ceux congelés a J5 versus ceux congelés a J6.
Il.1. Population étudiée

Durant cette période 1085 embryons congelés ont été transférés, parmi lesquels 997 étaient
des blastocystes. lls provenaient d’embryons surnuméraires congelés soit aprés un transfert
frais d’'embryon au stade J2/J3 ou de blastocyste, soit aprés « freeze all ».

Ont été inclues dans cette étude, les tentatives concernant les transferts uniques d’embryons
congelés au stade de blastocyste, afin de pouvoir étudier la capacité implantatoire propre a
chaque embryon, en fonction de sa qualité.

Les critéres de prise en charge dans les centres de Procréation Médicale Assistée étant
soumis a la législation frangaise, notre étude concerne des embryons issus de femmes
majeures, agées de moins de 43 ans.

Ont été exclus de notre étude :
- Les accueils d’embryons
- Les embryons issus de dons d’ovocytes
- Les transferts d’embryons multiples
- Les embryons congelés par congélation lente

De plus, 2 embryons ont été exclus car les critéres de congélation ne répondaient pas a ceux
utilisés actuellement dans le centre et 2 autres ont également été exclus par manque de
données.

Au total, 766 transferts d’embryons au stade de blastocystes ont donc été inclus dans notre
étude.
I1.2. Caractéristiques de la population étudiée

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

Chaque embryon correspondait a une tentative donnée, appartenant a un couple précis.

Pour chaque patiente ont été recueillis : 'age au moment du transfert, le poids, la taille, 'IMC
(Indice de masse corporelle), la présence d’un tabagisme, le taux de FSH a J3 et le bilan de
réserve ovarienne comprenant le taux d’Hormone Anti-Mullérienne (AMH) et le compte des
follicules antraux (CFA).

De plus, pour chaque couple bénéficiant d’un transfert de blastocyste congelé, nous avons
recueilli 'origine de I'infertilité qui a été répertoriée comme telle :
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- Infertilité de type ovulatoire incluant les SOPK, les aménorrhées hypothalamo-
hypophysaires, les hyperprolactinémies et les dysovulations.

- Infertilité de type ovulatoire due a une diminution de la réserve ovarienne.

- Infertilité de type masculine incluant les anomalies au spermogramme et les dons de
spermatozoides.

- Infertilité de type tubaire, qu’elle soit relative ou totale.
- Infertilité liée a la présence d’'une endométriose.

- Infertilité liée a une anomalie utérine incluant la présence de myomes ou fibromes, de
polypes, de malformations utérines, notamment les utérus distilbénes, d’hyperplasie
de 'endométre.

- Infertilité d’'une autre origine incluant les étiologies sexologiques, les anomalies
génétiques, les cancers ou les malformations non utérines.

- Infertilité idiopathique.

11.3. Méthode de congélation

Tous les embryons de ce travail étaient issus d’'une FIV conventionnelle ou d’'une ICSI. Les
blastocystes ont été congelés a partir du stade B3 de la classification de Gardner et
Schoolcraft, chez des embryons ayant été vus normalement fécondés (zygote a 2PN et GP2).

Au CHU de Clermont-Ferrand, la méthode de vitrification est pratiquée quotidiennement
depuis 2011.

Jusqu’en 2017, la culture était en milieux séquentiels avec changement de milieu au 3°™ jour
de fécondation. Depuis janvier 2018, les embryons sont mis en culture dans un milieu de
culture unique, standardisé (G-TL™, Vitrolife) au sein d’incubateur a 37°C, 6% CO2, 6% 02
et a l'abri de la lumiére. Concernant les milieux de congélation, avant 2018 était utilisé du
Rapid Vit Blast™, Vitrolife (le milieu de réchauffement correspondant était le Rapid Warm
Blast™), aprés 2018, le milieu de congélation était le Rapid Vit Omni™, Vitrolife (le milieu de
réchauffement correspondant était le Rapid Warm Omni™).

Toutes les manipulations ont été faites sous hotte a flux laminaire verticale a régulation
thermostatée, en utilisant du matériel stérile a usage unique. Le contrdle de l'identito vigilance
était respecté a chaque étape. Les embryons ont été vitrifiés dans des paillettes haute sécurité
de type Rapid I™ (Vitrolife), systéme fermé de vitrification.

L’embryon a vitrifier était transféré successivement, selon les recommandations des
fournisseurs, dans 4 puits de solution Rapid Vit Omni™, Vitrolife (ou Rapid Vit Blast™)
contenant des concentrations croissantes de cryoprotecteurs a l'aide d’'une pipette de 20
microlitres. Enfin, grace a une pipette swemed ou ez-grip 'embryon était déposé dans le trou
de la paillette du dispositif Rapid I™ sous contréle d’une loupe binoculaire. Par la suite, le
dispositif Rapid I™ était lui-méme placé immédiatement dans la paillette, en attente dans la
cuve d’azote liquide de la smart box, pour une descente en température ultra rapide.

Enfin, a laide d’'une soudeuse a ultrason, I'extrémité de la paillette était soudée aprés
vérification de lidentitovigilance. Les paillettes étaient alors transférées dans un visotube
d’azote liquide puis stockées dans une cuve dédiée.
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La veille du transfert, 'embryon ayant le meilleur grade, conformément a la classification de
Gardner et Schoolcraft, était sélectionné par les biologistes et le milieu de culture G-TL™ était
préparé.

L’embryon a réchauffer était transféré successivement, selon les recommandations des
fournisseurs dans 4 puits de solution Rapid Warm Omni™, Vitrolife, (ou Rapid Warm Blast™)
préalablement incubé 30 minutes a I'étuve séche, a 37°C et contenant des concentrations
décroissantes de cryoprotecteurs.

Ainsi réchauffé il était rincé et mis en culture dans le milieu G-TL™,

Une réévaluation du grade embryonnaire était faite avant le transfert, permettant d’évaluer la
survie du blastocyste et sa réexpansion suite a I'étape de vitrification/réchauffement.

Dans notre étude, 11 blastocystes ont été congelés selon les principes de congélation lente
utilisée auparavant dans le centre, ils appartenaient a 4 couples différents. Parmi ces 11
embryons, 7 ont été congelés non expansés (correspondant au grade 1 ou 2 de la
classification de Gardner et Schoolcraft). Nous avons donc décidé de les exclure.

La congélation lente a pour principe une diminution lente des températures, par automates,
comportant 3 phases distinctes jusqu’a une température de -196°C, afin de controler la
formation des cristaux. C’est une méthode semi automatisée, un seeding manuel intervenant
autour de -6, -7°C, en fonction des protocoles, et permettant une induction uniforme de la
cristallisation des cellules. Elle utilise de moins fortes concentrations en cryoprotecteurs que
la vitrification.

Il.4. Préparation endométriale

Concernant la préparation endométriale, cette derniére a été choisie en fonction des habitudes
de notre centre et des caractéristiques de chaque patiente. Trois schémas de traitements
étaient possibles : cycle artificiel, cycle stimulé ou cycle semi-naturel.

Le cycle artificiel est la méthode de stimulation de 1°® intention pour les transferts d’embryons
congelés au CHU de Clermont-Ferrand. Il est en effet moins contraignant pour les patientes
et évite une stimulation ovarienne.

Chaque patiente débutait par 'administration d’cestrogénes per os (OROMONE® 2mg) le
2&me jour des régles, a la posologie de 2 comprimés par jour jusqu’au 7°™ jour inclus puis la
dose était augmentée a 3 comprimés par jour pendant 7 jours, répartis de maniére homogéne.

Le premier contrdle échographique avait lieu au 14°™ jour du cycle. Il permettait de visualiser
I'aspect de 'endomeétre mais également son épaisseur. Dés que ce dernier atteignait 7-8 mm,
la patiente débutait la progestérone (PROGESTAN® 200 mg a raison de 3 ovules par jour
répartis de maniére homogéne).

Les transferts des blastocystes congelés a J5 ou J6 étaient effectués au 5°™ jour de prise de
progestérone. Le but étant de resynchroniser 'embryon avec I'endométre.

Les patientes poursuivaient ensuite leur traitement (OROMONE® + PROGESTAN®) jusqu’a la
prise de sang (dosage des BHCG) qui était effectuée 9 a 10 jours apres le transfert. Si la
grossesse était confirmée, les patientes continuaient le traitement jusqu’a I'échographie du 1*
trimestre de grossesse (environ 12 semaines d’aménorrhée).

Pour les patientes n’ayant pas ou peu répondu au cycle artificiel, une stimulation hormonale
était alors proposée lors des transferts d’embryons congelés ultérieurs.
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Le cycle stimulé consistait en une stimulation légére par Gonadotrophines, débutée au 8™
jour du cycle (FSH recombinante de type BEMFOLA® ou GONAL F®). La surveillance
échographique commencait au 10°™ jour des régles et avait pour but de surveiller la
croissance d’au moins un follicule et celle de 'endométre ainsi que son aspect. Dans certains
cas (chez les patientes ayant une ovulation précoce), un antagoniste de la GnRH
(FYREMADEL®) pouvait étre rajouté a partir du moment ou un follicule commencgait a étre
recruté (soit a partir de 13 mm de diamétre).

Dés lors que I'endomeétre avait un bel aspect, dit en triple feuillet, avec une épaisseur de 7-
8mm et qu'il existait au moins 1 follicule de 17 mm, un déclenchement par HCG (OVITRELLE®)
était prescrit le soir de I'échographie. Un bilan hormonal pouvait étre ajouté lors de la
surveillance afin d’apporter un argument supplémentaire a la décision de déclenchement
(dosage de la LH, de I'cestradiol et de la progestérone), mais il n’était pas systématique.

Le transfert d’'un blastocyste J5 ou J6 avait lieu 7 jours aprés le déclenchement.

Enfin pour les patientes ayant une contre-indication absolue ou relative a la stimulation
hormonale (cancers hormonaux dépendant) ou dont lindication d’AMP était strictement
masculine, un cycle semi naturel pouvait leur étre proposé.

Il consistait en un monitorage de I'ovulation avec une surveillance échographique et parfois un
bilan hormonal associé (comprenant le dosage de la LH, de I'cestradiol et de la progestérone).

Pour ces patientes, 'ovulation était déclenchée a l'aide d’'HCG (OVITRELLE®).
Le transfert d’'un blastocyste J5 ou J6 avait lieu 7 jours aprés le déclenchement.

Dans ces deux protocoles, du fait du déclenchement de I'ovulation par HCG, il n’était pas mis
en place de soutien de la phase lutéale par progestérone.

Pour chacune des patientes, si le premier taux de BHCG était positif, un deuxiéme était
effectué 48h aprés afin d’évaluer la cinétique des BHCG. Cela définissait la grossesse
biochimique. Si ce taux doublait en 48h, une échographie de datation était prévue entre 7 et 8
semaines d’aménorrhée. 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'’échographie.

IL.5. Politique de transfert du centre

Dans le centre ’AMP du CHU de Clermont-Ferrand, les embryons transférés a J2 doivent
avoir une cinétiqgue de développement normale, soit un zygote normalement fécondé a J1 et
au moins 4 blastoméres typiques avec moins de 30% de fragmentation. Chez toutes les
patientes, si plus de 4 TOP embryons sont obtenus, tous sont systématiquement mis en culture
prolongée jusqu’au J5. Depuis 2019, chez les patientes jeunes (moins de 35 ans), lors des
premiéres tentatives, tous les embryons sont poussés jusqu’au J5, a partir d’'un seul TOP
embryon a J2.

Ainsi, les embryons surnuméraires sont placés en culture prolongée jusqu’au J5 ou J6 et sont
congelés au stade de blastocyste. En cas de «freeze all » (par exemple, lors d'une
hyperstimulation ovarienne ou d’anomalies endométriales), tous les embryons sont également
poussés jusqu’au J5.
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I1.6. Objectifs principaux et secondaires

L’objectif principal de cette étude est de comparer le taux de naissance vivante, définit par
I'accouchement d’un ou plusieurs enfants vivants issus des transferts d’embryons congelés a
J5 versus J6.

Les objectifs secondaires sont les suivants.

Concernant les issues des tentatives, nous avons comparé pour les blastocystes congelés a
J5 versus J6 :

- Les taux de grossesse biochimique (BHCG positifs).

- Les taux de grossesse clinique ou encore grossesse dite évolutive (présence d’'un
embryon avec activité cardiaque).

- Les taux de fausse couche précoce, étant définie par la perte d’'une grossesse avant
14 semaines d’'aménorrhée.

- Les taux de grossesse extra utérine (GEU).

- Le nombre de fausses couches tardives correspondant a la perte d’'une grossesse
aprés 14 semaines d’aménorrhée.

Concernant les embryons, nous avons compare :

- Les qualités embryonnaires des Blastocystes congelés a J5 versus ceux congelés a
J6 (incluant d’'une part I'expansion du blastocéle et d’autre part I'aspect de la MCI et
du TE conformément a la classification de Gardner et Schoolcraft) et leur impact sur
les issues des tentatives. Cela afin d’évaluer plus précisément I'intérét des embryons
de qualité médiocre.

o Les embryons de bonne qualité étaient définis par un couple MCI/TE de grade
AA, AB, BA ou BB.

o Ceux de qualité moyenne étaient définis par un couple MCI/TE de grade AC,
CA, BC ou CB.

o Enfin les embryons de mauvaise qualité correspondaient aux blastocystes CC.

- La présence d’'un clivage précoce et son impact sur les résultats en termes de
grossesse biochimique et de naissance vivante.

- L'effet du milieu de congélation (Rapid vit Blast™ versus Rapid Vit Omni™) sur les
résultats en termes de grossesse biochimique, naissance vivante et fausse couche
précoce.

Concernant la préparation endométriale, nous avons analysé :

- L’impact des traitements (artificiel versus stimulé versus semi-naturel) sur 'endométre
(moyenne de I'épaisseur de 'endométre).

- L’impact des traitements sur les résultats en termes de grossesse biochimique, de
naissance vivante et de fausse couche précoce.

Concernant les résultats néonataux, nous avons décidé de comparer la moyenne des poids
et tailles des enfants a la naissance issus des transferts d’embryons congelés a J5 versus
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ceux congelés a J6, ainsi que le sexe de chacun. De plus nous avons également comparé les
modes d’accouchements (voie basse spontanée ou aprés extraction et césarienne) et les
termes.

I.7. Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Stata (version 15, Stata Corporation,
College Station, USA) pour un risque de premiére espéce bilatéral de 5%. Les variables
quantitatives sont décrites, au regard de leur distribution statistique, par la moyenne et écart-
type ou la médiane et intervalle interquartile. La normalité (distribution Gaussienne) a été
étudiée par le test de Shapiro-Wilk. Concernant les données répétées (plusieurs données pour
une méme patiente, i.e. pour l'individu statistique blastocyste), les analyses statistiques ont
considéré des modéles mixtes permettant d’effectuer les différentes comparaisons,
notamment selon vitrification a J5 ou J6, tout en modélisant la variabilité inter et intra patiente.
Ces mémes modéles ont été mis en ceuvre pour les analyses multivariées proposées afin de
comparer les résultats en termes d’issue selon le jour de congélation, en ajustant sur les
possibles facteurs confondants retenus au regard des résultats d’analyse univariée et de leur
pertinence clinique. Pour les comparaisons pour lesquelles I'individu statistique est la patiente,
le recours aux tests statistiques suivants a été proposé : 1) pour les variables quantitatives :
ANOVA ou test de Kruskal-Wallis si les conditions de 'ANOVA n’étaient pas respectées
(homoscédasticité étudiée par le test de Bartlett), et 2) pour les variables catégorielles : test
du Chi2 ou test exact de Fisher. Des analyses de sensibilité ont été réalisées notamment en
retirant des analyses les grossesses en cours.
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lll. Résultats

lll.1. Population étudiée
Le flowchart de I'étude est détaillé dans la figure 1.

Durant |la période étudiée, de janvier 2018 a décembre 2019, 1164 embryons congelés ont été
choisis pour étre transférés au sein du centre d’AMP du CHU de Clermont-Ferrand. Parmi eux,
105 ont été transférés au stade J2/J3. 1059 blastocystes ont alors été retenus. 62 n’ont pas
survécu a la décongélation. Nous avons exclu 14 blastocystes issus d’accueil d’embryons, 36
issus de dons d’ovocytes et 166 blastocystes transférés par 2. De plus nous avons également
écarté 11 blastocystes ayant été congelés par congélation lente, 2 ne répondant plus aux
critéres de congélation actuels et 2 pour lesquels des données manquaient.

Nous avons donc étudié 766 transferts uniques de blastocystes congelés. 198 blastocystes
appartenant au groupe J6 et 568 appartenant au groupe J5.

1164 embryons congelés

A 4

Exclusion de 105 embryons au stade J2/J3

1059 embryons au stade de blastocyste (J5 ou J6)

A 4

62 embryons n’ayant pas survécu a la décongélation

A

997 blastocystes transférés

| 14 accueils d’'embryons
"| 36 issus de dons d’ovocytes

947 Blastocystes transférés

166 embryons transférés par 2

11 embryons congelés par congélation lente

2 embryons dont les critéres de congélation ne
répondaient pas aux critéres habituels

2 embryons exclus par données manquantes

A 4

\4

766 transferts uniques de blastocystes congelés a J5 ou J6 inclus dans I'étude

A 4 v

568 blastocystes J5 198 blastocystes J6

Figure 1. Diagramme de flux d'inclusion des patients
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lll.2. Caractéristiques des patients
Les caractéristiques des patients sont présentées dans le tableau 1.

Nous n’avons pas observé de différence significative concernant 'age au moment du transfert,
la moyenne des IMC, la présence d’un tabagisme actif, le CFA et le taux ’AMH de chaque
patiente entre les 2 groupes comparés.

A propos des causes d’infertilité des couples, il n’a pas été retrouvé de différence significative
pour les infertilités ovulatoires dues a une baisse de la réserve ovarienne, celles liées a la
présence d’endométriose, celles d’origine tubaire, celles liées a une anomalie de la cavité
utérine, celles d’origine masculine, celles dues a une autre étiologie et pour les infertilités
idiopathiques. Cependant, nous avons retrouvé plus d’infertilités ovulatoires (dues a un SOPK)
dans le groupe J5.

Il 'y avait pas de différence significative concernant la durée d’infertilité, le mode de
préparation endométriale et I'épaisseur de 'endométre avant transfert. Il n’y en avait pas non
plus pour le type de cathéter utilisé lors du transfert.

Tableau 1. Description de la population

Données relatives aux femmes

Blastocystes vitrifiés a Blastocystes vitrifiés a

J5 (n=379) J6 (n = 157) P
Age (en années) 33,15 +/- 4,55 33,8 +/- 4,29 ns
IMC (en kg/m?) 24,43 +/-5,43 24,18 +/- 5,85 ns
Tabac 99 (27,5%) 48 (33,33%) ns
CFA 23,75 +/- 13,4 21,42 +/-12,3 ns
AMH (en ng/mL) 3,96 +/- 3,98 3,93 +/-41 ns

Données relatives aux couples
Infertilité ovulatoire 99 (26,12%) 28 (17,83%) 0,04
Infertilité ovulatoire liée a la
réserve ovarienne 17 (4,49%) 5(3,18%) ns
Endomeétriose 94 (24,8%) 38 (24,2%) ns
Tubaire 117 (30,87%) 45 (28,66%) ns
Anomalie utérine 49 (12,93%) 18 (11,46%) ns
Infertilité masculine 174 (45,91%) 86 (54,78%) ns
Autre 11 (2,9%) 6 (3,82%) ns
Idiopathique 27 (7,12%) 11 (7,01%) ns
Durée infertilité (années) 5,68 +/- 3 5,8 +/- 2,77 ns

Données relatives aux tentatives

Cycle artificiel 505 (88,91%) 175 (88,38%) ns
Cycle stimulé 55 (9,68%) 21 (10,61%) ns
Cycle semi-naturel 8 (1,41%) 2 (1,01%) ns
Taille de I'endométre (mm) 9,19 +/- 1,81 9,33 +/-1,73 ns
Cathéter Frydman 164 (28,87%) 58 (29,29%) ns
Cathéter T.D.T 404 (71,13%) 140 (70,71%) ns

Les résultats sont décrits en moyenne (+/- écart-type) ou en pourcentage.
p<0,05 a été choisi comme seuil de significativité, ns = non significatif.
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lll.3. Impact du jour de congélation des blastocystes sur les issues des tentatives et
les données néonatales

Le taux de naissance vivante était significativement plus élevé dans le groupe J5 comparé au
groupe J6 (16,55% versus 7,58%, avec p = 0,004). L’analyse de sensibilité excluant les 16
grossesses actuellement en cours et considérées comme naissances vivantes a également
confirmé cette supériorité (14,44% versus 6,63% avec p = 0,009). (Figures 2 et 3).
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0,00%
Blastocystes vitrifiés a J5 Blastocystes vitrifieés a J6
(n=568) (n=198)

Figure 2. Taux de naissance vivante dans la population totale (n = 766)
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Blastocystes vitrifiés a J5 Blastocystes vitrifiés a J6
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Figure 3. Taux de naissance vivante aprés exclusion des grossesses en cours (n = 750)

Concernant le taux de grossesse biochimique, il est la encore significativement supérieur dans
le groupe J5 comparé au groupe J6 (24,82% versus 12,12% avec p < 0,001). Le taux de
grossesse clinique définie dans notre étude comme grossesse évolutive (présence d’un
embryon avec activité cardiaque) était lui aussi significativement plus élevé dans le groupe J5
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comparé au groupe J6 (16,9% versus 7,58% avec p = 0,001). Il différe peu du taux de
naissance vivante car seulement 2 fausses couches tardives ont été constatées.

Il n’a pas été retrouvé de différence significative concernant le taux de fausse couche précoce
et le taux de GEU entre le groupe J5 et le groupe J6 (7,04% versus 4,55% avec p = 0,118 et
0,88% versus 0% avec p = 0,99).

A propos des données néonatales, celles-ci concernaient les 93 tentatives ayant donné lieu a
une ou plusieurs naissances. Nous avons constaté deux grossesses gémellaires parmi ces 93
tentatives. Par conséquent, ces données portaient sur 95 enfants vivants. Nous avons di
exclure les 16 grossesses en cours pour lesquelles les données néonatales n’étaient pas
encore disponibles.

Il n’y avait pas de différence significative des poids et tailles de naissance entre le groupe J5
et J6. De plus, il n’y avait pas de différence dans la répartition des sexes. Par ailleurs, nous
n’avons pas retrouvé de différence significative dans le mode d’accouchement et les termes
de naissance entre le groupe J5 et le groupe J6. Enfin aucune malformation n’a été constatée,
que ce soit dans le groupe J5 ou dans le groupe J6.

L’ensemble de ces résultats est résumé dans le Tableau 2.

Tableau 2. Issues des tentatives

Population totale n = 766

Issues des tentatives J5 (n = 568) J6 (n =198) p
Grossesse biochimique 141 (24,82%) 24 (12,12%) <0,001
Grossesse évolutive 96 (16,9%) 15 (7,58%) 0,001
Naissance vivante 94 (16,55%) 15 (7,58%) 0,004
Fausse couche précoce 40 (7,04%) 9 (4,55%) ns
Fausses couches tardives 2 0 -
GEU 5 (0,88%) 0 (0%) ns

Données néonatales et liées a I'accouchement (exclusion des 16 grossesses en

cours)

(n =95) J5 (n=81) J6 (n =14)
Poids (en g) 3348 +/- 568,50 3166,07 +/- 301,36 ns
Taille (en cm) 50,71 +/- 2,14 50,36 +/- 1,49 ns
Sexe féminin 42 (51,85%) 9 (64,29%) ns
Sexe masculin 39 (48,15%) 5 (35,71%) ns
Issues obstétricales (n=93) J5 (n=80) J6 (n=13)
Accouchement voie basse 34 (42,50%) 5 (38,46%) ns
Extraction 16 (20%) 4 (30,77%) ns
Césarienne 30 (37,50%) 4 (30,77%) ns
Terme (en SA) 39,44 (+/- 2,14) 40,29 (+/- 1,08) ns

Les résultats sont décrits en moyenne (+/- écart-type) et en pourcentage.
p<0,05 a été choisi comme seuil de significativité, ns = non significatif

Il.4. Evaluation de la qualité embryonnaire et du milieu de congélation

I n’a pas été retrouvé de différence significative du degré d’expansion du blastocéle
(conformément a la classification de Gardner et Schoolcraft.) sur les taux de naissance vivante
et de grossesse biochimique. Concernant la qualité embryonnaire (MCI et TE), le taux de
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naissance vivante était significativement supérieur pour les embryons de bonne qualité en
comparaison a celui des embryons de mauvaise qualité (18,25% versus 7,59% avec p = 0,019
et 13,91% versus 7,59% et p < 0,001). Plus la qualité de la MCI était élevée, meilleur était le
taux de naissance vivante. Il en était de méme pour les blastocystes présentant un TE de
grade A et B comparé aux grades C. La présence d’'un clivage précoce a été significativement
associée a un plus haut taux de naissance vivante (18,64% versus 12,45% avec p = 0,036).

Enfin il n’a pas été retrouvé de différence significative du taux de fausse couche précoce selon
la qualité embryonnaire.

Les résultats concernant la population totale sont décrits dans le tableau 3.

Tableau 3. Impact de la qualité embryonnaire dans la population totale

Degrés d'expansiondu B3 B4 B5
blastocéle (n = 354) (n = 336) (n=76) P
Grossesse biochimique 70 (19,77%) 75(22,32%) 20 (26,32%) ns
Naissance vivante 43 (12,15%) 51 (15,18%) 15 (19,74%) ns
Qualité embryonnaire Bonne ? Moyenne®  Mauvaise °

(n = 389) (n=151) (n = 224)
Grossesse biochimique 104 (26,74%) 33 (21,85%) 28 (12,50%) <0,001 2b>°
Naissance vivante 71(18,25%) 21 (13,91%) 17 (7,59%) 0,001 *>°
MCI A’ B® c*

(n =186) (n =290) (n = 288)
Grossesse biochimique 59 (31,72%) 63 (21,72%) 43 (14,93%) 0,017 #b>c
Naissance vivante 42 (22,58%) 40 (13,79%) 27 (9,38%) 0,021 2>bc
TE A? B® ce°

(n =169) (n = 284) (n=311)
Grossesse biochimique 49 (28,99%) 70 (24,65%) 46 (14,79%) <0,001 *P>°
Naissance vivante 33 (19,53%) 48 (16,90%) 28 (9%) 0,004 >
Clivage précoce Oui Non

(n = 220) (n = 546)
Grossesse biochimique 57 (25,91%) 108 (19,78%) ns
Naissance vivante 41 (18,64%) 68 (12,45%) 0,036

MCI = masse cellulaire interne, TE = Trophectoderme. A, B, C = classification de la MCI et du TE selon
Gardner et Schoolcraft.

Bonne qualité = AA, AB, BA et BB ; Qualité moyenne = AC, CA, BC et CB ; Mauvaise qualité = CC.
Les résultats sont décrits en pourcentage. p<0,05 a été choisi comme seuil de significativité, ns = non
significatif. Les éléments en exposant #>¢ définissent la significativité.

Les mémes résultats ont été recherchés lors des analyses en sous-groupes (groupe J5 et

groupe J6). lIs sont détaillés dans les tableaux 12 et 13, en annexe 3.1 et 3.2.

Concernant le groupe J5, il n'a pas été retrouvé de différence significative du taux de
naissance vivante et de grossesse biochimique selon le degré d’expansion du blastocéle
(conformément a la classification de Gardner et Schoolcraft). Le taux de naissance vivante
était significativement supérieur pour les embryons de bonne qualité en comparaison a celui
des embryons de mauvaise qualité (19,62% versus 9,59% avec p = 0,013). Il était
significativement supérieur pour les blastocystes présentant une MCI de grade A en
comparaison a ceux présentant une MCI de grade C (22,64% versus 11,96% avec p = 0,017)
et pour ceux présentant un TE de grade A et de grade B comparé a ceux présentant un TE de
grade C (20,71% versus 11,32% avec p = 0,025 et 19,16% versus 11,32% avec p = 0,038). Enfin,
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la présence d’'un clivage précoce a été significativement associée a un plus haut taux de
naissance vivante (21,39% versus 14,17% avec p = 0,044).

Concernant le groupe J6, les blastocystes B5 avaient un taux de grossesse biochimique
significativement plus élevé que les blastocystes B4 (23,33% versus 9,18% avec p = 0,047).
Ni la qualité embryonnaire, niles grades de la MClI et du TE pris individuellement n’ont impacté
le taux de naissance vivante. La présence d’un clivage précoce n’a pas impacté le taux de
naissance vivante.

Nous avons également comparé la qualité embryonnaire entre le groupe J5 et J6. Les résultats
sont présentés dans le tableau 4.

Il y avait plus de blastocystes B5 dans le groupe J6 comparé au groupe J5 (15,15% versus
8,1% avec p = 0,004) et les embryons étaient de meilleure qualité dans le groupe J5 (55,83%
versus 36,87% avec p <0,001). Il y avait plus de clivages précoces dans le groupe J5 comparé
au groupe J6 (32,92% versus 16,67% avec p <0,001). Ces différences concernant la qualité
embryonnaire se répercutent sur les taux de grossesse et de naissance vivante plus élevés
dans le groupe J5.

Tableau 4. Comparaison de la qualité embryonnaire et des issues de grossesse

Blastocystes vitrifiés Blastocystes vitrifiés

a J5 (n = 568) a J6 (n=198)
Expansion du blastocele B3 284 (50%) 70 (35,35%) <0,001
Expansion du blastocéle B4 238 (41,9%) 98 (49,49%) ns
Expansion du blastocele B5 46 (8,1%) 30 (15,15%) 0,004
Bonne qualité 316 (55,83%) 73 (36,87%) <0,001
Qualité moyenne 104 (18,37%) 47 (23,74%) ns
Mauvaise qualité 146 (25,8%) 78 (39,39%) <0,001
Clivage précoce 187 (32,92%) 33 (16,67%) <0,001
Grossesse biochimique 141 (24,82%) 24 (12,12%) <0,001
Grossesses évolutive 96 (16,9%) 15 (7,58%) 0,001
Naissance vivante 94 (16,55%) 15 (7,58%) 0,004

Les résultats sont décrits en moyenne (+/- écart-type) et en pourcentage.

p<0,05 a été choisi comme seuil de significativité, ns = non significatif

Puis, nous avons comparé le taux de naissance vivante entre le groupe J5 et le groupe J6 de
maniére générale mais aussi selon la qualité embryonnaire. Pour les embryons de bonne
qualité, le taux de naissance vivante était de 19,62% pour le groupe J5 contre 12,33% pour le
groupe J6, sans que la différence ne soit significative (p = 0,158). Pour les embryons de qualité
moyenne et de mauvaise qualité la différence n’était pas significative (17,31% versus 6,38%
avec p = 0,119 et 9,59% versus 3,85% avec p = 0,135). Les résultats sont présentés dans les
figures 4, 5 et 6.
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Figure 4. Taux de naissance vivante chez les blastocystes de bonne qualité
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Figure 5. Taux de naissance vivante chez les blastocystes de qualité moyenne
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Figure 6. Taux de naissance vivante chez les blastocystes de mauvaise qualité

Pour finir, nous avons voulu analyser I'effet du milieu de congélation sur les résultats. Les
résultats sont présentés dans les tableaux 5, 6 et 7. Avant 2018, le milieu utilisé était le Rapid
Vit Blast™, Vitrolife et aprés 2018, le Rapid Vit Omni™, Vitrolife. Le taux de grossesse
biochimique (22,25% versus 17,48% et p = 0,011), de grossesse clinique (17,5% versus 11,2%
et p = 0,014) et de naissance vivante (17,25% versus 10,93% et p = 0,013) étaient
significativement supérieurs pour les blastocystes vitrifiés dans le Rapid Vit Blast™ que pour
ceux vitrifiés dans le Rapid Vit Omni™. Nous n’avons pas retrouvé de différence significative
concernant le taux de fausse couche précoce (7,25% versus 5,46%).

Concernant le groupe J5, les mémes résultats ont été retrouvés. Pour le groupe J6, les
résultats n’étaient quant a eux, pas significatifs.

Tableau 5. Comparaison des issues des tentatives selon le milieu de congélation utilisé

Population totale n = 766 Vitri Blast™ (n = 400) Vitri Omni™ (n=366) p
Grossesse biochimique 101 (25,25%) 64 (17,48%) 0,011
Fausse couche précoce 20 (7,25%) 20 (5,46%) ns
Grossesse clinique 70 (17,5%) 41 (11,20%) 0,014
Naissance vivante 69 (17,25%) 40 (10,93%) 0,013

Les résultats sont décrits en pourcentage.
p<0,05 a été choisi comme seuil de significativité, ns = non significatif
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Tableau 6. Comparaison des issues des tentatives dans le groupe J5, selon le milieu de congélation

utilisé
Blastocystes vitrifiés a J5 Vitri Blast™ (n = 279) Vitri Omni™ (n=289) p
Grossesse biochimique 84 (30,11%) 57 (17,72%) 0,005
Fausse couche précoce 23 (7,52%) 17 (5,88%) ns
Grossesse clinique 59 (21,15%) 37 (12,80%) 0,01
Naissance vivante 58 (20,79%) 36 (12,46%) 0,009

Les résultats sont décrits en pourcentage.
p<0,05 a été choisi comme seuil de significativité, ns = non significatif

Tableau 7.Comparaison des issues des tentatives dans le groupe J6, selon le milieu de congélation

utilisé
Blastocystes vitrifiés a J6 Vitri Blast™ (n =121) VitriOmni™ (n=77) p
Grossesse biochimiques 17 (14,04%) 9 (9,09%) ns
Fausse couche précoce 6 (4,96%) 3 (3,90%) ns
Grossesse clinique 11 (9,09%) 4 (5,19%) ns
Naissance vivante 11 (9,09%) 4 (5,19%) ns

Les résultats sont décrits en pourcentage.
p<0,05 a été choisi comme seuil de significativité, ns = non significatif

lll.5. Impact du mode de préparation endométriale

Si l'analyse globale est en faveur d’un plus grand nombre de grossesses biochimiques en
cycle artificiel, ceci n’a pas de répercussion sur le nombre de naissances vivantes. Enfin
'analyse en sous-groupe (J5 et J6) n’a pas retrouvé de différence en termes de taux de
grossesse biochimique et de naissance vivante selon le type de préparation endométriale.

Les résultats sont présentés dans le tableau 8.
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Tableau 8. Impact du mode de préparation endométriale sur les issues des tentatives

Population totale
cycle artificiel > cycle stimulé ® (s:)e,ﬁ:(ia-naturel -
(n = 680) (n=76) (n = 10)
Grossesse biochimique 152 (22,35%) 9 (11,84%) 4 (40%) 0,041 2°>b
Naissance vivante 98 (14,41%) 9 (11,84%) 2 (20%) ns
Groupe J5
cycle artificiel cycle stimulé (s:)e,ﬁ:(ia-naturel
(n = 505) (n = 55) (n = 8)
Grossesse biochimique 130 (25,74%) 8 (14,55%) 3 (37,5%) ns
Naissance vivante 84 (16,63%) 8 (14,55%) 2 (25%) ns
Groupe J6
cycle artificiel cycle stimulé (s“e,ﬁ:(ia-naturel
(n=175) (n=21) (n=2)
Grossesse biochimique 22 (12,57%) 1(4,76%) 1 (50%) ns
Naissance vivante 14 (8%) 1(4,76%) 0 50%) ns

Les résultats sont décrits en pourcentage. p<0,05 a été choisi comme seuil de significativité, ns = non
significatif. Les éléments en exposant #>¢ définissent la significativité.

Nous n’avons pas retrouvé de différence significative de I'épaisseur de 'endométre avant
transfert selon le type de préparation endométriale, que ce soit dans la population totale ou
dans les analyses en sous-groupe a J5 et J6. Les résultats sont exposés dans le tableau 9.

Tableau 9. Impact du mode de préparation endomeétriale sur I'épaisseur de I'endométre (mm)

Cycle artificiel Cycle stimulé Cycle semi-naturel p
Population totale 9,3 (+/-1,78) 8,9 (+/-1,83) 9 (+/-2,05) ns
Groupe J5 9,2 (+/-1,78) 8,9 (+/-2,00) 8,6 (+/-2,13) ns
Groupe J6 9,4 (+/-1,78) 89 (+/-1,35) 10,5 (+/-0,71) ns

Les résultats sont décrits en moyenne (+/- écart-type).

p<0,05 a été choisi comme seuil de significativité, ns = non significatif

Enfin, nous n’avons pas retrouvé de différence significative du taux de fausse couche précoce
selon le type de préparation endométriale choisie.

lll.6. Analyse multivariée

Aprés analyse multivariée, le taux de naissance vivante restait de maniére significative
supérieur pour le groupe J5, indépendamment de la qualité embryonnaire, du degré
d’expansion du blastocéle, de la présence d’un clivage précoce et de l'origine ovulatoire des
infertilités, avec un odds ratio égal a 2,686, un intervalle de confiance compris entre 1,215 et
5,937 et p = 0,015. La qualité embryonnaire restait elle aussi un facteur de meilleur résultat en
analyse multivariée avec un Odds ratio égal a 0,342, un intervalle de confiance compris entre
0,150 et 0,780 et p = 0,011. Les résultats sont présentés dans le tableau 10.
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Tableau 10.Analyse multivariée sur le taux de naissance vivante

Paramétres Odds ratio Intervalle de confiance 95% p
Blastocystes J5 vs J6 2,686 1,215-5,937 0.015
Bonne vs moyenne qualité 0,704 0,348-1,422 ns
Bonne vs mauvaise qualité 0,342 0,150-0,780 0,011
B3 vs B4 0,992 0,541-1.819 ns
B3 vs B5 1,478 0,591-3,699 ns
Clivage précoce 1,494 0,834-2,676 ns
Infertilités ovulatoires 0,854 0,444-1,641 ns

p<0,05 a été choisi comme seuil de significativité, ns = non significatif

Concernant I'impact de la qualité embryonnaire sur le taux de naissance vivante, aprés
analyse multivariée, la MCI était plus fortement associée aux taux de naissance vivante que
le TE. Les résultats sont présentés dans le tableau 11.

Tableau 11.Analyse multivariée de la qualité de la MCI et du TE sur le taux de naissance vivante

Parameétres Odds ratio Intervalle de confiance 95% p
TEBvsTEA 1,319 0,601-2,893 ns
TECvsTEA 0,68 0,256-1,812 ns
MCI B vs MCI A 0,448 0,204-0,986 0,046
MCI C vs MCI A 0,355 0,138-0,910 0,031

p<0,05 a été choisi comme seuil de significativité, ns = non significatif
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IV. Discussion

Notre étude nous permet de conclure a la supériorité des blastocystes congelés a J5 versus
ceux congelés a J6 en termes de naissance vivante. Elle suit I'hypothése que les embryons
ayant une blastulation retardée seraient moins a méme de donner lieu a une naissance d’'un
ou plusieurs enfants vivants.

Nos résultats vont dans le méme sens que ceux de plusieurs études qui seraient également
en faveur des blastocystes congelés a J5 (22-25) ainsi que la récente méta-analyse de
Bourdon et al. publiée en octobre 2019, reprenant 29 études (26).

Plusieurs hypothéses ressortent pour expliquer ces différences de résultats pour les
blastocystes ne pouvant étre congelés qu’au 6°™ jour de vie. Comme nous l'avons évoqué
précédemment, ces embryons ont une blastulation qui se fait de maniére retardée, cela
pourrait &tre di a la présence d’anomalies concernant leur matériel chromosomique. En effet,
'étude de Taylor et al. a mis en évidence un taux d’aneuploidie supérieur pour ces
blastocystes, 54,6% des embryons biopsiés a J5 étaient euploides contre 42,8% des
embryons biopsiés a J6 (p = 0,023) (27). L’étude de Kaing et al. (28) montre également une
plus forte probabilité d’euploidie chez les blastocystes se développant plus précocement
49,5% pour les J5, 36,5% pour les J6 et 32,9% pour les J7 (p < 0,0001). Cela pourrait affecter
la probabilité de survenue d’une grossesse et d’une naissance vivante. En France, il n’est pas
pratiqué de dépistage génétique pré implantatoire, hormis sur indication médicale, nous
n’avons donc pas réalisé cette analyse sur les embryons.

Ce retard de blastulation pourrait également s’expliquer par un défaut d’activation du génome
paternel, qui apparait au 3°™ jour de développement. Le facteur paternel, apporté par le
spermatozoide, aurait un impact sur le développement embryonnaire et la formation d’'un
blastocyste. (29,30) Dans nos résultats, une partie des blastocystes vitrifiés a J6 (n = 33), ont
tout de méme présenté un clivage précoce mais beaucoup moins que pour les J5, ce qui va
dans le sens d’un retard de développement. Chez ces embryons, ce retard ne semble survenir
que secondairement et pourrait s’expliquer par des difficultés d’activation du génome paternel
n’intervenant qu’au 3éme jour de développement. D’autres investigations seraient nécessaires
afin d’étudier I'association de I'activation du génome paternel avec le retard de développement
des blastocystes. Par ailleurs, nous avons retrouvé plus d’étiologies masculines a linfertilité
dans le groupe J6, sans que cette différence ne soit significative (54,78% versus 45,91% et
p =0,062), ces résultats pourraient appuyer cette hypothése mais des études plus poussées
sur la blastulation et l'infertilité masculine méritent d’étre menées.

Concernant les autres indications d’infertilité, nous avons retrouvé plus d’infertilités ovulatoires
dans le groupe J5. L'’hypothése de l'effet de la qualité ovocytaire sur la blastulation pourrait
étre évoquée. Cependant la littérature ne retrouve rien sur ce sujet. En effet, I'étude de
Delaroche et al a montré que le SOPK, responsable d’une qualité ovocytaire altérée,
n’impactait ni le taux de formation de blastocystes, ni les résultats de la culture prolongée (31).
Ayant plus de blastocystes J5 chez les patientes présentant un SOPK, donnant donc de
meilleurs résultats, nous n’avons donc pas retrouvé, comme dans la littérature d’éléments
péjoratifs a cette infertilité sur le développement embryonnaire.

Néanmoins, d’autres études ont montré des taux similaires de naissance vivante et de
grossesse pour les embryons congelés a J5 versus ceux congelés a J6 (32—34). Dans les
études de Berh et al. (32) et de EI-Toukhy et al. (33) la méthode de congélation utilisée est la
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congélation lente, or nous n’avons étudié que des blastocystes congelés par vitrification. Seule
I'étude de Kayle et al. (34) a inclut des blastocystes congelés par congélation lente et par
vitrification. Si la question peut se poser de I'impact de la technique de congélation sur les
résultats en termes de grossesse pour les embryons a blastulation retardée, dans la méta-
analyse de Bourdon et al. qui inclut 29 études (26), il semble apparaitre une supériorité au J5
en termes de grossesse (figure 10 présentée en annexe 4) que ce soit en congélation lente
(risque relatif = 1,15) ou en vitrification (risque relatif = 1,27).

Nous nous sommes plutét intéressés a la qualité embryonnaire, en effet, comme retrouvé dans
I’étude de Ferreux et al (22), nous avons pu mettre en évidence des embryons de moins bonne
qualité lorsqu’ils étaient congelés a J6 plutdt que J5. Cela pourrait donc, plus que la technique
de congélation, expliquer la différence de résultats entre nos 2 populations. Effectivement,
comme dit précédemment, plus la qualité de 'embryon est bonne, meilleures sont ses chances
de s’implanter et de donner lieu a une grossesse et une naissance (15,16,35,36).

Ainsi, les taux de naissance vivante des embryons de bonne qualité sont largement supérieurs
a ceux de mauvaise qualité (18,25% versus 7,59% avec p < 0,001) et ceux de moyenne qualité
a ceux de mauvaise qualité (13,91% versus 7,59% avec p = 0,019). Se pose alors la question
de vitrifier des blastocystes de qualité CC (conformément a la classification de Gardner et
Schoolcraft). Cependant, quand les chances d’obtenir des embryons de bonne qualité
demeurent infimes, le choix de transférer des embryons de qualité inférieure peut étre la seule
possibilité d’obtenir une grossesse et ainsi une naissance. Ainsi, I'étude de Kirillova et al.
concernant les transferts frais, affirme I'intérét de transférer des embryons de mauvaise
qualité, qu’ils soient a J3 ou a J5 lorsqu’ils sont la seule option (37). Concernant les embryons
congelés, on peut réfléchir ainsi, si plusieurs blastocystes J5 ou J6 sont obtenus, il peut étre
opportun de ne congeler que les bonnes et moyennes qualités et non les mauvaises (CC), en
vue d'un transfert ultérieur. Si un seul embryon de grade CC est obtenu, dans ce cas, sa
congélation peut étre retenue.

Dans I'analyse en sous-groupe (tableaux 12 et 13 présentés en annexe 3.1 et 3.2), la qualité
embryonnaire impacte la encore le taux de grossesse biochimique et de naissance vivante.
Cependant les résultats du groupe J6 ne sont pas significatifs, probablement du fait de faibles
effectifs. Ainsi, nous avons comparé les taux de naissance vivante des blastocystes de qualité
identique et avons constaté un plus haut taux de naissance vivante dans le groupe J5 que
dans le groupe J6, que les embryons soient de bonne (19,62% versus 12,33%), moyenne
(17,31% versus 6,38%) ou mauvaise qualité (9,59% versus 3,85%), mais cette différence
n’était pas significative. Dans I'étude parisienne (22), ayant plus de puissance, elle reste
significative et montre des taux de naissance vivante significativement inférieurs pour le
groupe J6 chez les embryons de bonne qualité (18,7% versus 31%) mais également chez
ceux de faible qualité (13,4% versus 23,5%). Ainsi la qualité embryonnaire semble avoir plus
d’'importance pour les embryons J6 que pour les J5 et l'intérét des blastocystes J6 de grade
CC (selon la classification de Gardner et Schoolcraft) semble minime. Cela nous inciterait a
ne transférer que les embryons de bonne qualité lorsqu’ils présentent un retard de blastulation.
Leur étude montre également un plus haut taux de fausse couche précoce pour les
blastocystes J6, ce qui n'a pas été retrouvé dans notre analyse.

De plus, nous avons mis en évidence que la qualité du TE (a 'origine du placenta), et de la
MCI (a l'origine de I'embryon), auraient toutes deux, indépendamment 'une de I'autre un fort
impact sur les résultats en termes de grossesse biochimique et de naissances vivante.
Cependant, aprés analyse multi variée, la qualité de la MCI serait plus fortement associée a
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une issue positive en termes de naissance vivante, que celle du TE. Ainsi, cet indicateur serait
a regarder en priorité afin de sélectionner le blastocyste le plus prometteur. Nos résultats
different de ceux de la littérature, car a l'inverse de nous, les études de Alhstrom et al, de
Zaninovic et al et de Marshall Thomson et al. montrent toutes les trois un plus grand impact
de la qualité du TE sur les taux d’'implantation et de naissance vivante (15,38,39). Ces données
montrent toute la complexité du choix de I'embryon le plus apte a donner une naissance
vivante.

Nos résultats globaux sur les transferts d’embryons congelés étant un peu inférieurs a ceux
de la littérature nationale et internationale, nous nous sommes également intéressés au milieu
de congélation utilisé et avons mis en évidence une franche supériorité du Rapid Vit Blast™,
Vitrolife sur le Rapid Vit Omni™, Vitrolife (étant le milieu utilisé actuellement) en termes de
taux de grossesse biochimique (25,25% versus 17,48% et p = 0,011), de grossesse clinique
(17,5% versus 11,20% et p = 0,014) et de naissance vivante (17,25% versus 10,93% et
p =0,013). L’'analyse en sous-groupe n’a pas retrouvé cette supériorité pour le groupe J6,
mais cela peut étre di a son faible effectif. Les milieux de congélation ont un fort impact sur
les résultats en AMP. Cette étude va donc avoir un effet clinico-biologique pratique immédiat
en nous orientant au laboratoire vers I'utilisation d’'un nouveau milieu de congélation, afin
d’améliorer nos résultats de TEC.

Concernant la préparation endométriale, |a encore la littérature est hétéroclite, la majorité des
études ont utilisé des traitements hormonaux substitutifs (23—-25). Dans notre centre, nous
distinguons trois modes de préparations endométriales différents. Horcajadas et al. ont
analysé la réceptivité de 'endométre et ont montré la présence de modifications biochimiques,
morphologiques et génomiques qui seraient néfastes pour 'endométre aprés une forte
stimulation ovarienne par Gonadotrophines (40). Les transferts d’embryons congelés
permettent de s’affranchir de cette hyper stimulation ovarienne. Nous avons souhaité voir si
un mode de préparation endométrial prévalait sur un autre.

Ainsi, il n’a pas été retrouvé de différence significative concernant le taux de naissance vivante,
selon le type de préparation endométriale choisie. Cependant, les taux de grossesse
biochimique sont significativement plus importants en cycle artificiel plutét qu’en cycle stimulé
(22,35% versus 11,84% avec p = 0,041) et en cycle semi-naturel plutét qu’en cycle stimulé
(40% versus 11,84% avec p = 0,036). Etonnement, nous n’avons par contre, pas retrouvé plus
de fausses couches précoces. Dans notre centre, le cycle artificiel est plus largement utilisé.
Cela peut constituer un biais et expliquer nos différences de résultats avec la méta-analyse de
Yarali et al. qui ne trouve pas de franche supériorit¢ d’'une méthode de préparation
endométriale plutdt qu’une autre mais dans laquelle les résultats des cycles stimulés seraient
légérement supérieurs en termes de taux de grossesse clinique et de naissance vivante, a
ceux des cycles artificiels (41).

Néanmoins, dans de nombreuses études, il n‘apparait pas de franche supériorité d’'une
méthode de préparation endométriale sur une autre (42—47) De plus, nous n’avons pas mis
en évidence de différence d’épaisseur de I'endométre selon le mode de préparation
endométriale.

Une des limites de notre étude concerne le monitorage de la préparation endométriale
précédant les transferts d’embryons congelés. En effet, que ce soit pour le cycle artificiel, le
cycle stimulé ou encore le cycle semi-naturel, il n’est pas réalisé de bilans hormonaux de
maniére systématique lors de la surveillance échographique précédant les transferts
d’embryons congelés. lls sont effectués en cas d’anomalie échographique. Cela peut avoir
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une incidence sur les décisions de transfert et les résultats de ceux-ci. La récente étude de
Cédrin-Durnerin et al. met I'accent sur 'importance de la mesure du taux de progestérone sur
les résultats des transferts d’embryons congelés (48), cependant, la encore la littérature
concernant la progestéronémie pré et post transfert et 'adaptation du traitement hormonal qui
s’ensuit est vaste et hétéroclite. Des adaptations concernant les dosages hormonaux sont
actuellement en cours dans le centre.

Enfin, concernant les résultats néonataux, nous n’avons pas retrouvé de différence de poids
de naissance, de sex ratio et de taille a la naissance entre le groupe J5 et le groupe J6. Or,
les études de Ferreux et al. et de Wang et al. ont mis en évidence des plus gros poids de
naissance pour les blastocystes J6 (22,49). Makinen et al ont également rapporté une
augmentation du poids pour I'dge gestationnel lorsque les cultures embryonnaires étaient
prolongées (50). De méme, Zhu et al. ont étudié les transferts frais et ont mis en évidence un
effet significatif de la culture prolongée sur les poids de naissance (51). Il y aurait aussi une
plus grande proportion d’enfant de sexe masculin pour les blastocystes J6 (49). Les milieux
de culture utilisés en AMP pourraient avoir un impact sur la placentation et affecter les poids
de naissance des enfants issus de transferts d’'embryons congelés (11).

Ces différences de résultats pourraient s’expliquer par un plus faible échantillon. Effectivement
nous avons analysé 93 accouchements, 80 issus du groupe J5 contre 13 issus du groupe J6.

Pour terminer, notre étude met en évidence, en rapport avec les données de la littérature, une
supériorité des embryons J5 en termes de grossesse et de naissance vivante sur les embryons
J6. Cependant, des grossesses sont obtenues avec ces embryons présentant une blastulation
retardée et leur transfert peut étre envisagé dans certaines conditions. Notre étude a montré
'importance de la qualité embryonnaire sur ce type d’embryon. Une sélection plus sévére pour
les blastocystes J6 serait peut-étre a envisager. Une des limites de notre étude est le fait qu’il
s’agit d’'une étude rétrospective. Par conséquent certaines données étaient manquantes. Le
faible échantillon d’embryons congelés a J6 a également pu constituer un biais dans les
résultats. Une étude prospective randomisée comparant les blastocystes vitrifiés a J5 versus
J6 est cependant difficilement envisageable car les embryons poussés au J6 présentent un
retard de développement et ne sont donc pas transférables a J6.

Cette étude orienterait donc vers une sélection plus sévére du blastocyste J6 et un
changement du milieu de congélation. Au vu des dernieres données de la littérature, un
dosage de la progestérone systématique et une adaptation de la synchronisation endométriale
plus suivie dans les cycles artificiels de ce type de transfert, serait a envisager, méme si
aucune différence en termes de synchronisation endométriale n’a été retrouvée sur cet effectif.
Une poursuite de cette étude sur un plus long terme semble donc intéressante.
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Conclusion

Le retard de développement des blastocystes aurait donc un impact négatif sur le taux de
naissance vivante. Plusieurs hypothéses interviennent pour expliquer ces moins bons
résultats. En effet, les embryons congelés a J6 seraient de moins bonne qualité que ceux
congelés a J5. Une sélection plus sévére de ces blastocystes serait a envisager. Néanmoins,
les causes de ce retard de blastulation sont encore méconnues et nécessiteraient des
investigations supplémentaires.

Cette étude a également permis de mettre en évidence I'importance des milieux de congélation
sur les résultats globaux des embryons congelés.

Enfin, les résultats sont moins affectés par le type de traitement précédant les transferts
d’embryons congelés. La réceptivité endométriale étant un facteur important, les protocoles
de préparation endométriale sont en perpétuelle évolution. Mais les études montrant la
supériorité d’'un mode de préparation endométriale sur un autre sont encore peu nombreuses.
Au vu de nos résultats, il parait judicieux de choisir un protocole selon les antécédents de la
patiente en attendant les résultats des nombreuses études en cours sur le taux de
progestérone pré et post transfert.
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Annexe 1. Développement embryonnaire

Figure 7. Développement embryonnaire

a:zygote b : 2 cellules c : 4 cellules d : 8 cellules e : morula f : blastocyste
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Annexe 2. Classification de Gardner et Schoolcraft, 1999

Annexe 2.1. Degré d’expansion du blastocéle

B1:<50% du B4 : expansé,

volume zone pellucide
amincie

B2 :>50% du B5 : en voie

volume d’éclosion
(herniedu TE a
travers la zone
pellucide)

B3 : Expansé B6 : éclosion

> 90% du totale

volume

Zone pellucide

épaisse

Figure 8. Classification de Gardner et Schoolcraft, 1999. Degré d'expansion du blastocele.

Annexe 2.2. Qualité de la Masse cellulaire interne et du Trophectoderme

MClI TE
A : compact, A : nombreuses
nombreuses cellules formant
cellules un épithélium
cohésif

B : Iégérement
regroupées,
plusieurs
cellules

B : peu de cellules
et peu cohésives

C : trés peu de

cellules C : trés peu de

cellules, larges

Figure 9. Classification de Gardner et Schoolcraft, 1999. MCI et TE.
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Annexe 3.

Annexe 3.1. Evaluation de la qualité embryonnaire dans le groupe J5

Tableau 12. Impact de la qualité embryonnaire dans le groupe J5

J5 (n =566)

Degrés d'expansion B3 B4 B5
du blastocéle (n = 284) (n = 238) (n = 46) p
Grossesse biochimique 62 (21,83%) 66 (27,73%) 13 (28,26%) ns
Naissance vivante 38 (13,38%) 46 (19,33%) 10 (21,74%) ns
Qualité embryonnaire Bonne ? Moyenne ° Mauvaise ©

(n = 316) (n = 104) (n = 146)
Grossesse biochimique 91 (28,80%) 26 (25%) 24 (16,44%) 0,006 **°
Naissance vivante 62 (19,62%) 18 (17,31%) 14 (9,59%) 0,013 #°¢
Mmcl A B® c*

(n = 159) (n = 223) (n = 184)
Grossesse biochimique 52 (32,70%) 55 (24,66%) 34 (18,48%) 0,004 *>°
Naissance vivante 36 (22,64%) 36 (16,14%) 22 (11,96%) 0,017 #°¢
TE A? BP ce

(n = 140) (n =214) (n=212)
Grossesse biochimique 42 (30%) 59 (27,57%) 40 (18,87%) 0,02 ab>c
Naissance vivante 29 (20,71%) 41 (19,16%) 24 (11,32%) 0,025 2b>c
Clivage précoce Oui (n=187) Non (n=381)
Grossesse biochimique 54 (28,88%) 87 (22,83%) ns
Naissance vivante 40 (21,39%) 54 (14,17%) 0,044

MCI = masse cellulaire interne, TE = Trophectoderme. A,B,C = classification de la MCI et du TE selon

Gardner et Schoolcraft.

Bonne qualité = AA, AB, BA et BB ; Qualité moyenne = AC, CA, BC et CB ; Mauvaise qualité = CC.
Les résultats sont décrits en pourcentage. p<0,05 a été choisi comme seuil de significativité, ns = non

significatif

Les éléments en exposant #>¢ définissent la significativité.
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Annexe 3.2. Evaluation de la qualité embryonnaire dans le groupe J6

Tableau 13. Impact de la qualité embryonnaire dans le groupe J6

J6 (n =198)
Degrés d'expansion B3® B4" B5 °
du blastocéle (n=70) (n =98) (n =30) P
Grossesse biochimique 8 (11,43%) 9 (9,18%) 7 (23,33%) 0,047 °*°
Naissance vivante 5 (7,14%) 5 (5,10%) 5 (16,67%) ns
s . Bonne? Moyenne® Mauvaise ©
Qualité embryonnaire (n=73) (n = 47) (n = 78)
Grossesse biochimique 13 (17,81%) 7 (14,89%) 4 (5,13%) 0,02 *>°
Naissance vivante 9 (12,33%) 3 (6,38%) 3 (3,85%) ns
MC| A a B b C c
(n =27) (n = 67) (n = 104)
Grossesse biochimique 7 (25,93%) 8 (11,94%) 9 (8,65%) 0,02 @
Naissance vivante 6 (22,22%) 4 (5,97%) 5 (4,81%) ns
TE A? B® ce°
(n = 29) (n=70) (n=99)
Grossesse biochimique 7 (24,14%) 11 (15,17%) 6 (6,06%) 0,008 2b>°
Naissance vivante 4 (13,79%) 7 (10%) 4 (4,04%) ns
. . Oui Non
Clivage précoce (n = 33) (n = 165)
Grossesse biochimique 3 (9,09%) 21 (12,73%) ns
Naissance vivante 1 (3,03%) 14 (8,48%) ns

MCI = masse cellulaire interne, TE = Trophectoderme. A,B,C = classification de la MCI et du TE selon

Gardner et Schoolcraft.

Bonne qualité = AA, AB, BA et BB ; Qualité moyenne = AC, CA, BC et CB ; Mauvaise qualité = CC.
Les résultats sont décrits en pourcentage. p<0,05 a été choisi comme seuil de significativité, ns = non

significatif.

Les éléments en exposant #>¢ définissent la significativité.
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Annexe 4. Taux de grossesse clinique des transferts de blastocystes J5 versus J6,
selon le type de congélation issu de la Méta-analyse de Bourdon et al (26)

1958 Bourdon et al.

D5 D6 Risk Ratio Risk Ratio

Study or Subgroup  Events Total Events Total Weight M-H, Random, 95%Cl Year M-H, Rand 95% ClI

2.1.1Fiesh

Barrensbea 2005 28 73 7 63 12% 3.45[1.62,7.36/ 2005

Yamamoto 2008 123 290 23 119 30% 2.19(1.48,3.24] 2008 —_—

Elgindy 2012 106 174 6 22 14% 223[112,4.47] 2012

Subtotal (95% C1) §37 204 56% 2.38[1.74, 3.24) <P

Total events 257 36

Heterogeneity Tau*=0.00;Chf=113,¢f=2(P=057);F=0%

Testfor overall effect Z=5.47 (P < 0.00001)

2.1.2 FrozenAitri+slow

Kaye 2017 15¢ 261 112 207 56% 1.09[0.93,1.28] 2017 T

Subtotal (95% C1) 261 207 5.6% 1.09[0.93, 1.28] ’

Total events 154 12

Heterogeneity: Not aoplicable

Testfor overal effect Z=105(P=029)

2.1.3 FrozenAdtrification

Stehik 2005 10 20 5 15 10% 1.50(0.65,3.47] 2005 -

Liebermann 2006 76 158 4?2 93 42% 114[085,150] 2006 T

Yamamoto 2008 89 136 ek} " 42% 1.41[1.07,1.06/ 2008 —

Hitaoka 2009 7144 53 100 46% 1.01(0.79,1.28, 2009 -T-

Liebermann 2009 338 678 Bt TN B1% 1.38(1.22,1 55 2009 -

Van Lancuyt 2011 67 406 20 124 25% 1.02(0.65,1.62] 2011 -

Cobo 2012 295 649 251 583 60% 1.07(094,1.21] 2012 ™

Kang 2013 370 866 64 185 50% 124[100,153 2013 —

Wuthukumer 2013 30 57 15 45 23% 1.561[1.00,2.62 2013

Hzas 2016 240 537 84 254 52% 1.35(1.11,1.65] 2016 -

Desai 2016 17 179 58 145 48% 165(1.31,206] 2016 —

Yang 2016 €40 1374 102 255 56% 1.18[1.00,1.38] 2016 -

coates 2017 29 31 15 20 39% 1.05[0.77,1.42) 2017 -T—

Ferreuy 2018 429 994 95 353 53% 160(1.33,193 2018 —

Subtotal (95% C1) 6233 2976  60.7% 1.27[1.16, 1.39] o

Total events 2815 1098

Heterogeneity Tau*= 0.02; Chif=29 67, df=13 (P = 0.00%); = 56%

Testfor overall effect Z=508 (P < 0.00001)

2.1.4 Frozen/slow freeze

Kosssa 2005 19 36 21 25 34% 0.53[0.44,0.80] 2005 _—

Slehik 2005 4 24 5 27T 05% 0.30[0.27,2.97] 2005 I

Liebermann 2006 8¢ 196 25 53 35% 0.39[0.71,1.39 2006 e

Richier 2006 19 59 75 263 28% 1.15(0.75,1.75] 2006 -T—

Levens 2008 5¢ 100 24 T2 32% 1.62[1.12,2.35] 2008 —

Noyes 2009 32 75 61 283 35% 2.01[1.43,.2.84] 2009 —_—

El-Toukhy 2011 13 313 108 325 50% 1.08(0.87,1.33 2011 -

esul 2011 197 276 175 277 B61% 1.13[1.01,1.27] 2011 I~

Subtotal (95% C1) 1079 1340  28.0% 1.15(093, 1.41] >

Total events §22 495

Heterogeneity. Tau™= 0.06, Chi*=26.14,dI=7 (P=0.000%), "= 73%

Testfor overall effect Z=1.2¢ (P=0.20)

Total (95% CI) 8110 4727 100.0% 1.27 [1.16, 1.39] +
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Figure 3 Forest plot of studies of D5 versus Dé blastocyst transfers for the outcome of CPR, according to the type of transfer.

Figure 10. Taux de grossesse clinique des transferts de blastocystes J5 versus J6 selon le type de
congélation. (Méta-analyse de Bourdon et al.)
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Serment d’Hippocrate

En présence des maitres de cette école, de mes condisciples, je promets et je jure d’étre fidéle
aux lois de 'honneur et de la probité dans I'exercice de la médecine.

Je dispenserai mes soins sans distinction de race, de religion, d'idéologie ou de situation
sociale.

Admis a 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
les crimes.

Je serai reconnaissant envers mes maitres, et solidaire moralement de mes confréres.
Conscient de mes responsabilités envers les patients, je continuerai a perfectionner mon
savoir.

Si je remplis ce serment sans I'enfreindre, qu’il me soit donné de jouir de I'estime des hommes
et de mes condisciples, si je le viole et que je me parjure, puissé-je avoir un sort contraire.
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Comparaison des taux de naissance vivante issue des transferts de blastocystes
congelés a J5 versus J6

Introduction : Certains embryons se développent plus lentement et n’atteignent le stade de
blastocyste qu’au 6°™ jour de développement. Ce travail a pour but d’évaluer I'effet de ce
retard de blastulation sur les résultats des transferts d’embryons congelés et d’analyser la
qualité de chaque blastocyste afin de déterminer les paramétres permettant de sélectionner
'embryon le plus apte a s’'implanter. De plus nous avons étudié I'impact du mode de
préparation endométrial.

Matériel et méthode : Il s’agit d’'une étude rétrospective monocentrique, incluant 766
blastocystes vitrifiés, transférés de janvier 2018 a décembre 2019 dans le centre d’AMP du
CHU de Clermont-Ferrand. Deux groupes ont été comparés, 568 embryons appartenant au
groupe J5 et 166 au groupe J6.

Résultats : Le taux de naissance vivante était plus élevé dans le groupe J5 comparé au groupe
J6 (16,55% versus 7,58%). Il n’y avait pas de différence significative concernant le taux de
fausse couche. Les embryons étaient de meilleure qualité dans le groupe J5 (55,83% versus
36,87%). Le mode de préparation endométrial n’a pas impacté le taux de naissance vivante.
Conclusion : Le retard de développement des blastocystes a un impact négatif sur le taux de
naissance vivante et cela serait corrélé a leur qualité embryonnaire. Les résultats sont par
ailleurs moins affectés par le mode de préparation endométrial. Une sélection plus sévere des
blastocystes présentant un retard de développement pourrait étre envisager mais d’autres
investigations sur les causes de ce retard de blastulation seraient intéressantes.

Mots-clés : Transfert d’'embryon congelé, taux de naissance vivante, blastocystes J5 versus
blastocystes J6, vitrification, qualité embryonnaire

Comparison of live birth rates from frozen blastocyst transfers at D5 versus D6

Introduction: Some embryos develop more slowly and don’t reach the blastocyst stage until
the 6™ day of development. The aim of this work is to evaluate the effect of this blastulation
delay on the results of frozen embryo transfers and to analyze the quality of each blastocyst in
order to determine the parameters for selecting the most suitable embryo for implantation. We
also studied the impact of the endometrial preparation method.

Material and method: This is a monocentric retrospective study, including 766 vitrified
blastocysts, transferred from January 2018 to December 2019 in AMP center of the Clermont-
Ferrand University Hospital. Two groups were compared, 568 embryos belonging to group day
5 and 166 to group day 6.

Results: The live birth rate was higher in group D5 compared to group D6 (16,55% versus
7,58%). There was no significant difference in the miscarriage rate. The embryos were better
quality in group D5 (55,83% versus 36,87%). The endometrial preparation method did not
impact the live birth rate.

Conclusion: Blastocyst development delay has a negative impact on the live birth rate and this
would be correlated with embryo quality. The results are also less affected by the method of
endometrial preparation. A more severe selection of blastocysts with developmental delay
could be considered but more investigations into the causes of this blastulation delay would
be interesting.

Keywords : Frozen embryo transfer, live birth rate, blastocyst day 5 versus day 6, vitrification,
embryo quality



