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I. Introduction 

L’assistance Médicale à la Procréation (AMP) est l’ensemble des pratiques cliniques et 

biologiques permettant la conception in vitro, la conservation des gamètes, des tissus 

germinaux et des embryons, le transfert d’embryons et l’insémination artificielle (1). 

La première naissance obtenue par fécondation in vitro (FIV) date de 1978 (2). Depuis, le 

domaine a connu une expansion spectaculaire au gré des avancées de la recherche, de la 

compréhension des mécanismes physiopathologiques de l’infertilité, des progrès 

technologiques et des évolutions sociétales. Néanmoins l’histoire de l’AMP est antérieure à 

celle de la FIV et s’adosse au développement dans le courant du XXe siècle des techniques 

d’insémination artificielle, ainsi qu’à la recherche de la préservation des tissus gamétiques. 

En effet, cette histoire est intimement liée à celle de cryobiologie, dont les applications 

pratiques ont révolutionné l’industrie de l’élevage dans la deuxième moitié du XXe siècle avec 

la maitrise de la cryopréservation du sperme de bovin. L’application à l’espèce humaine se 

développa en parallèle : dès 1953, la première grossesse après insémination de sperme 

congelé était obtenue (3). 

Ces progrès ont permis l’essor de l’activité de don de gamètes, en rendant possible la 

constitution dès les années 1970 de banques de sperme, permettant l’attribution de 

spermatozoïdes issus d’un même prélèvement à plusieurs receveuses. En France, cette 

activité s’est structurée autour des Centres d’Etudes et de Conservation des Œufs et du 

Sperme humain (CECOS). Fondé par Georges David en 1973, l’objectif du premier CECOS 

était de proposer un cadre éthique pluridisciplinaire autour du don, en imposant les principes 

d’anonymat et de gratuité (4). Dès les années suivantes, plusieurs autres centres furent fondés 

en France et s’organisèrent en 1981 en fédération des CECOS, dont l’objectif est le 

développement et l’harmonisation des pratiques autour du don, le développement de la 

recherche et la promotion de cette activité auprès des instances et du grand public (4). 

Initialement constituée autour du don de sperme, l’activité des CECOS s’est, avec le 

développement de la stimulation ovarienne et de la FIV, étendue au don d’ovocytes (DO) et à 

l’accueil d’embryons (AE). Toutefois, la maitrise et l’introduction en routine de la 

cryopréservation des embryons et des ovocytes fut plus tardive que celle des spermatozoïdes, 

en particulier pour l’ovocyte. Bien que la première grossesse (suivie d’une naissance de 

jumeaux) après fécondation d’ovocytes congelés fut obtenue en 1986 (5), les résultats de la 

congélation ovocytaires furent initialement médiocres et cette technique éclipsée au profit de 

la congélation embryonnaire (6,7). Néanmoins, la congélation embryonnaire ne pouvait 

satisfaire aux exigences de préservation de fertilité de la femme seule, ni aux exigences 

éthiques des pays interdisant la conservation embryonnaire. De fait, les protocoles de 

congélation ovocytaires furent progressivement améliorés au cours des années 90 jusqu’à 

l’aboutissement d’une avancée technique majeure dans le domaine de la cryobiologie : la 

vitrification, permettant de cryoconserver efficacement ovocytes et embryons grâce à un 

refroidissement ultra-rapide et l’utilisation de cryoprotecteurs à concentrations élevées (8–11). 

La vitrification a été autorisée dans la pratique de routine en France à partir de 2011 (12,13). 

Dans le service AMP-CECOS de Clermont-Ferrand, fondé en 1982, l’activité de don 

d’ovocytes était réalisée avant cette date en don d’ovocyte synchrone, c’est-à-dire sans étape 

de cryoconservation ovocytaire. Depuis février 2013, l’autorisation de la vitrification a permis 

la transformation de cette activité dans notre centre en don dit asynchrone, par l’intermédiaire 

d’une banque d’ovocytes vitrifiés. Depuis l’introduction de cette technique, trois générations 
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de kits commerciaux associant des milieux de vitrification et des milieux de réchauffement ont 

été employées successivement dans le centre, au gré des évolutions proposées par le 

fournisseur et de l’optimisation des techniques employées. L’objectif de ce travail de thèse est 

d’évaluer les résultats obtenus en termes de taux de grossesse suite à l’utilisation de ces trois 

kits de vitrification/réchauffement ovocytaire pour la prise en charge en DO au CECOS de 

Clermont-Ferrand sur la période de janvier 2014 à juillet 2020. 

 

I.1. L’Assistance Médicale à la Procréation (AMP) 

I.1.1. Définition et cadre légal 

L’Assistance Médicale à la Procréation s’entend comme l’ensemble des pratiques cliniques et 

biologiques permettant la conception in vitro, la conservation des gamètes, des tissus 

germinaux et des embryons, le transfert d’embryons, l’insémination artificielle (1). 

Son champ d’application défini par les lois de bioéthique applicables à l’heure de l’écriture de 

ce travail s’étend à (14):  

• L’exploration diagnostique et l’assistance thérapeutique aux couples en situation 

d’infertilité (avec utilisation des gamètes en intra-couple ou avec don de gamètes).  

• L’assistance médicale aux couples exposés au risque de transmission d’une maladie 

particulièrement grave :  

• A l’autre membre du couple (maladies infectieuses) 

• A l’enfant (maladies génétiques) 

• La préservation de fertilité des individus exposés à des situations potentiellement 

stérilisantes. 

Son exercice en France est réglementé par les règles de bonnes pratiques cliniques et 

biologiques d’assistance médicale à la procréation, arrêtées en 2008 et révisées en 2017 et 

par les lois de bioéthique, dont la première version fut établie en 1994 (15,16). 

Ces lois sont réévaluées périodiquement, avec deux révisions actées en 2004 et 2011 et une 

troisième révision dont l’adoption est prévue pour l’année 2021 (13,17,18). Ces vagues de 

réévaluations permettent l’adaptation de l’exercice à l’avancée rapide des progrès techniques 

et des changements sociétaux. 

En France, les couples pouvant bénéficier d’une prise en charge en AMP sont des couples 

composés d’un homme et d’une femme vivants, en âge de procréer et consentants au transfert 

des embryons ou à l’insémination. Ces conditions sont susceptibles de changer avec 

l’adoption du projet de révision des lois de bioéthique en 2021 (18). 
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I.1.2. Rappels physiologiques 

 

Figure 1 : cycle ovarien et cycle utérin 

Source : Collège National des Gynécologues Obstétriciens Français (CNGOF) (19) 

 

Le cycle ovarien a une durée de 28 jours. Il débute le premier jour des règles en lien avec 

l’absence de nidation embryonnaire (20). 

Le premier jour des règles marque le début de la phase folliculaire, de longueur variable d’une 

patiente à l’autre, classiquement évaluée à 14 jours, marquée au départ par l’ouverture de la 

« fenêtre de FSH ». L’augmentation des taux circulants de FSH va provoquer la croissance 

des follicules antraux via les récepteurs de la granulosa. Le follicule dont la sensibilité à la FSH 

est la plus élevée présente un seuil de réponse plus bas et donc une croissance plus rapide 

que les autres : il s’agit du follicule dominant ou follicule de De Graaf (20). En réponse à la 

sécrétion de FSH, les cellules de la granulosa vont sécréter des œstrogènes qui vont 

contribuer à l’épaississement de la muqueuse endométriale. L’augmentation des taux 

d’œstrogènes va ensuite provoquer la « fermeture de la fenêtre » par rétro-contrôle négatif sur 

l’axe hypothalamo-hypophysaire (20). La diminution de sécrétion de FSH conduit alors à 

l’atrésie de tous les follicules sauf un : le follicule dominant. Celui-ci continue à se développer, 

en sécrétant une quantité de plus en plus importante d’œstradiol, jusqu’à l’atteinte d’un seuil 

critique (20). Ce seuil critique correspond à une bascule de la régulation endocrine des 

œstrogènes vers le rétro-contrôle positif sur l’axe hypothalamo-hypophysaire (20). Il en résulte 

une sécrétion brutale de LH ou « pic » de LH. Ce pic de LH va agir sur l’ovocyte en réactivant 

son processus de division cellulaire : l’ovocyte quiescent bloqué jusqu’alors en prophase I va 

reprendre la méiose et accomplir la division réductionnelle pour s’arrêter au début de la 

métaphase II, après expulsion du premier globule polaire (21). On obtient alors un ovocyte dit 

« mature », condition obligatoire pour la fécondation. Par ailleurs, l’action de la LH sur les 
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cellules de la thèque va provoquer la rupture du follicule et l’expulsion du complexe cumulo-

ovocytaire (CCO) vers le pavillon de la trompe lors de l’ovulation, dans les 36 heures après le 

début du pic de LH (22). L’ovulation marque le début de la phase lutéale, pour une durée fixe 

de 14 jours. Les cellules de la granulosa et de la thèque subissent une lutéinisation sous 

l’influence de la LH et transforment les restes du follicule dominant en corps jaune, sécréteur 

de progestérone (20). Cette sécrétion de progestérone importante va induire une 

augmentation de l’épaisseur de l’endomètre, le préparant à la nidation. Pendant ce temps, 

l’ovocyte entouré de la corona radiata et du cumulus oophorus est transporté de la trompe 

vers l’utérus. En cas de rapport sexuel la fécondation peut alors se produire dans le tiers distal 

de la trompe (23). À la suite de la fécondation, un embryon se développe et parvient dans la 

cavité utérine vers le troisième jour du développement et va s’implanter dans l’endomètre vers 

le cinquième jour du développement (24). Son implantation entraîne la sécrétion de β-HCG 

qui maintient le corps jaune et permet la poursuite de la grossesse. En l’absence de nidation, 

les cellules du corps jaune s’atrésient et le taux de progestérone s’effondre, entrainant 

l’apparition des règles et le début d’un nouveau cycle (25).  

 

I.1.3. La stimulation ovarienne contrôlée 

Nous venons de voir que le cycle ovarien physiologique aboutit en théorie à l’ovulation d’un 

seul ovocyte sélectionné. Pour la prise en charge en AMP, une stimulation hormonale de la 

croissance folliculaire sera nécessaire afin de recruter et recueillir une cohorte d’ovocytes 

matures pour optimiser les chances de grossesse. Le traitement de stimulation de l’ovulation 

a pour objectif d’inhiber l’atrésie folliculaire, dans le but de parvenir à la croissance de plusieurs 

follicules contenant des ovocytes dit matures. 

La stimulation ovarienne contrôlée repose sur une intervention à trois niveaux (figure 2) : 

- Une administration de FSH exogène est réalisée afin d’obtenir la croissance des 

follicules. Ceci est réalisé par injection quotidienne de FSH recombinante ou de 

ménotropines (HMG), au moyen de stylos pré-calibrés (26). 

- Cette administration va provoquer le développement de multiples follicules 

simultanément. En conséquence, une élévation supra-physiologique des seuils 

d’œstradiol est observée. Comme nous l’avons évoqué précédemment, l’élévation du 

niveau d’œstradiol va entraîner le déclenchement de l’ovulation : il est donc nécessaire 

de prévenir ce déclenchement avant l’obtention de plusieurs follicules matures. La 

deuxième étape consiste donc à bloquer l’ovulation. Ceci peut s’effectuer de deux 

façons : via l’utilisation d’antagonistes des récepteurs à la LH-RH (cétrorélix, ganirélix) 

ou par l’utilisation d’agonistes à ces mêmes récepteurs (triptoréline) (26). 

Enfin, le blocage est temporaire car l’ovulation est nécessaire pour induire la reprise en méiose 

et donc la maturation de l’ovocyte. La croissance des follicules est monitorée au cours de la 

stimulation par échographie, afin de contrôler leur nombre, leur taille et leur localisation. Une 

fois un nombre suffisant de follicules de taille satisfaisante obtenu, la troisième étape consiste 

alors à déclencher l’ovulation. Les molécules utilisées induisent un pic d’activité LH ou LH-like. 

Ce déclenchement est réalisé par l’injection d’HCG (qui possède une affinité importante pour 

les récepteurs à la LH, avec une demi-vie longue) ou par la triptoréline (qui va induire une 

sécrétion de LH endogène) (26). 
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Figure 2 : les trois niveaux de la stimulation ovarienne 

Source : CNGOF (modifié par l’auteur) 

 

A l’issue du déclenchement de l’ovulation, les ovocytes sont prêts à être recueillis lors de la 

ponction ovarienne. 

I.1.4. La ponction ovarienne 

Trente-cinq heures après l’injection de déclenchement, la patiente est prise en charge au 

niveau du bloc opératoire pour réaliser la ponction (26). Il s’agit d’un geste chirurgical réalisé 

sous écho-guidage. Il peut être réalisé sous anesthésie locale, sous sédation profonde ou 

sous anesthésie générale.  

L’objectif est d’aspirer le contenu des follicules ovariens à l’aide d’une aiguille montée sur une 

sonde d’échographie endovaginale. La sonde est amenée au niveau du cul de sac vaginal en 

regard de l’ovaire et l’aiguille vient traverser la paroi du cul de sac en direction du ou des 

follicules. Le gynécologue peut alors aspirer le ou les follicules repéré(s) par échographie. 

Ceux-ci sont recueillis au sein d’un tube préalablement rempli de milieu de recueil ovocytaire, 

maintenu à une température de 37°C. (26) Une fois l’ensemble des follicules repérés drainés, 

la sonde est retirée et le liquide adressé au laboratoire pour recueil des complexes. 

Les ovocytes recueillis en vue de don sont ensuite vitrifiés puis réchauffés le jour de la tentative 

du couple receveur. Nous aborderons ces points ultérieurement. 

I.1.5. La capacitation des spermatozoïdes  

Le jour de la tentative, le conjoint de la patiente receveuse se présente au laboratoire pour 

effectuer un recueil de sperme. Ce recueil ne peut être utilisé en état pour la fécondation : les 

spermatozoïdes doivent d’abord passer par un processus dit de « capacitation ». La 

capacitation s’entend des phénomènes de modifications membranaires et intracellulaires 

permettant aux spermatozoïdes d’acquérir leur pouvoir fécondant, au travers de l’élimination 
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des protéines du plasma séminal et de l’interaction avec l’environnement du tractus génital 

féminin (23). In vivo, ce processus démarre au niveau de la glaire cervicale : les 

spermatozoïdes y sont débarrassés du plasma séminal et la structure en réseau de la glaire 

joue un rôle de filtre pour les spermatozoïdes anormaux et/ou de mobilité réduite (23).  

Ce processus de capacitation et sélection est reproduit in vitro au laboratoire, au travers de la 

réalisation d’un test de sélection ou test de migration-survie (TMS). Le principe est de faire 

passer les spermatozoïdes par centrifugation au sein d’un réseau de microbilles de silice, ce 

qui va permettre de les séparer du plasma séminal ainsi que de trier ceux qui présentent des 

anomalies morphologiques ou de mobilité, incapables de manœuvrer au travers du réseau 

(27). Les spermatozoïdes ayant réussi à traverser le gradient sont ensuite repris dans un milieu 

dit de capacitation qui contribue à leur processus d’activation (27,28). 

La préparation ainsi obtenue permet de procéder à l’étape suivante : la fécondation. 

I.1.6. La fécondation  

La fécondation est le processus de rencontre des gamètes, permettant d’aboutir à la formation 

d’un zygote. 

In vivo, ce processus intervient généralement au niveau du tiers distal de la trompe utérine. 

Les spermatozoïdes sélectionnés vont pénétrer les cellules de la corona radiata grâce à leur 

mobilité activée dite fléchante. Progressivement, les spermatozoïdes vont pénétrer de plus en 

plus profondément, jusqu’à ce que l’un d’entre eux entre en contact avec la zone pellucide 

(ZP) de l’ovocyte. La tête du spermatozoïde va se lier à celle-ci via les récepteurs de liaison 

ZP3 et ZP4, ce qui déclenche l’exocytose du contenu de l’acrosome : c’est la réaction 

acrosomiale. Celle-ci permet la lyse de la ZP par les enzymes acrosomiales d’une part et la 

mise à nu des protéines de la région équatoriale du spermatozoïde qui vont permettre une 

liaison secondaire irréversible de la cellule à la ZP. Ces deux mécanismes permettent 

l’intériorisation du spermatozoïde dans l’espace péri-vitellin et la fusion des membranes 

plasmiques des gamètes. A l’issue de ce processus, l’ovocyte s’active : il termine le processus 

de méiose, aboutissant à l’extériorisation du deuxième globule polaire et procède à la réaction 

corticale. Celle-ci correspond à des modifications de la zone pellucide interdisant toute 

nouvelle liaison d’un spermatozoïde, permettant le blocage de la polyspermie (23). 

Ce processus peut être reproduit in vitro, par fécondation in vitro classique ou FIVc. Les 

complexes cumulo-ovocytaires (CCO) sont placés dans une boite au sein d’un milieu adéquat 

et plusieurs milliers de spermatozoïdes capacités sont déposés au contact des CCO. Les 

gamètes sont alors laissés en incubation pendant plusieurs heures au sein d’une étuve, dans 

des conditions de cultures à température et pH adaptés, sans nouvelle intervention. Passé un 

délai allant de trois heures à vingt-quatre heures selon les équipes, les ovocytes sont 

débarrassés des cellules de la granulosa restantes par décoronisation mécanique à la pipette 

puis mis en culture dans un milieu de culture adapté (26).  

Dans le cadre du don d’ovocyte, un autre type de fécondation est habituellement préféré à la 

FIVc : la fécondation in vitro par injection intra-cytoplasmique de sperme (ICSI).  

Cette technique récente, pour laquelle la première naissance fut obtenue en 1992 (29), 

implique l’injection d’un spermatozoïde directement au sein du cytoplasme de l’ovocyte. Les 

ovocytes réchauffés sont disposés au sein d’une boite de Petri, dans un milieu de culture 

tamponné. Un dépôt de spermatozoïdes préparés est également réalisé au sein de la boite et 

celle-ci est placée sur un microscope équipé d’un système de micromanipulation. Ce système, 
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équipé de deux pipettes, permet l’observation, la sélection et l’injection directe d’un unique 

spermatozoïde dans le cytoplasme de l’ovocyte. Ce processus est répété pour chaque ovocyte 

disponible. Ceux-ci sont ensuite déposés dans un milieu de culture et placés au sein d’une 

enceinte thermostatée pour mise en culture embryonnaire. L’utilisation de l’ICSI est préférée 

à celle de la FIVc dans le cadre du don d’ovocytes car le processus de 

vitrification/réchauffement peut induire des modifications de la composition de la zone 

pellucide, compromettant les chances de fécondation en FIVc (30). L’ICSI permet ainsi de 

contourner cet éventuel obstacle et permet de garantir un taux de fécondation satisfaisant. 

 

I.1.7. Le développement embryonnaire précoce  

Le développement embryonnaire précoce désigne la succession de transformations que subit 

l’ovocyte fécondé pour aboutir à l’embryon pré-implantatoire au cours de la première semaine 

de développement (24). 

Après l’ICSI, les ovocytes micro-injectés sont placés dans un milieu de culture adéquat au sein 

d’une enceinte permettant la stabilité des paramètres de température et de pH du milieu.  

Au cours de la culture in vitro, l’embryon se développe jusqu’à atteindre son stade pré-

implantatoire : le blastocyste. Il doit ensuite s’implanter pour poursuivre son développement. 

Ainsi, l’embryon est conservé in vitro jusqu’à six jours au maximum : il est alors soit transféré 

dans l’utérus, soit congelé pour transfert ultérieur, soit détruit. Le transfert se fait classiquement 

à J2-J3 ou J5-J6 : la durée de la culture dépend des stratégies de transfert du centre (26). 

La première semaine de développement inclut les étapes suivantes (24) (figure 3) : 

- Dans les premières heures de développement, l’ovocyte achève sa deuxième division 

de méiose avec l’expulsion du deuxième globule polaire. Le matériel nucléaire des 

gamètes se décondense et commence à se répliquer au sein des deux pronuclei avec 

la formation d’un zygote 18 heures après la décondensation. Les pronuclei maternel et 

paternel vont se réunir : c’est la syngamie. Après cet évènement, la première division 

cellulaire s’amorce et donne naissance à deux cellules-filles. Le zygote passe alors au 

stade d’embryon dit « clivé ». 

- Du deuxième au troisième jour du développement, les mitoses se poursuivent pour 

aboutir aux stades quatre cellules puis huit cellules, attendus respectivement à J2 et 

J3. Les cellules (appelées blastomères) sont alors totipotentes. Des critères 

morphologiques sont évalués pour définir si l’embryon a des chances élevées de 

s’implanter ou non : nombre de cellules, symétrie de celles-ci et présence de 

fragmentation cellulaire résiduelle aux divisions (31). Le caractère « top » de l’embryon 

permet de désigner un embryon qui a une chance significativement plus élevée 

d’atteindre le stade de blastocyste. Enfin, il est possible de transférer l’embryon dans 

la cavité utérine ou de le congeler à ce stade. 

- Le troisième et le quatrième jour voient l’embryon continuer à se développer et 

atteindre le stade 32 cellules ou morula. C’est à ce moment qu’intervient une étape clé 

du développement embryonnaire : la compaction. Celle-ci correspond à l’activation du 

génome propre de l’embryon (et par extension du génome paternel) : jusque-là, celui-

ci se reposait sur les réserves énergétiques et les transcrits préparés par l’ovocyte 

(génome maternel). A partir de la compaction, l’embryon est capable de transcrire son 

propre génome et développer son propre métabolisme. Ceci aboutit également au 
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premier stade de différenciation cellulaire : deux populations cellulaires se constituent 

et établissent des jonctions serrées et des jonctions communicantes. Ces deux 

populations cellulaires vont donner le trophoblaste, précurseur des annexes et la 

masse cellulaire interne (MCI), précurseur du fœtus. 

- Du quatrième au cinquième jour, une cavité liquidienne se développe au sein de 

l’embryon compacté : le blastocèle. Son apparition définit l’entrée de la cellule au stade 

blastocyste, correspondant au stade implantatoire de l’embryon. Ceci coïncide in vitro 

avec l’arrivée de l’embryon dans l’utérus, à un stade où l’endomètre est à son maximum 

de réceptivité. Parallèlement à la croissance de la MCI et du trophoblaste, l’expansion 

du blastocèle va exercer une pression sur la zone pellucide qui aboutit à sa rupture et 

à l’éclosion du blastocyste. Cette éclosion est nécessaire à l’adhésion du trophoblaste 

à la muqueuse pour permettre l’implantation ; il s’agit alors du dernier stade possible 

de développement in vitro. A ce stade, le blastocyste est évalué selon des critères 

morphologiques pronostiques de ses chances d’implantation et de développement, 

puis transféré dans la cavité utérine, congelé pour transfert ultérieur ou détruit. 

L’évaluation de l’embryon à J5 repose sur la classification du blastocyste de Gardner 

et Schoolcraft (32). Les blastocystes étaient évalués selon : 

o Le stade de développement du blastocèle (B1 à B6) 

o La qualité du développement de la masse cellulaire interne (A, B ou C) 

o La qualité du développement du trophoblaste (A, B ou C) 

 

Figure 3 : la première semaine de développement embryonnaire 

Source : laboratoire AMP-CECOS, CHU Estaing, Clermont-Ferrand 

 

Le transfert utérin peut être réalisé à J2, J3, J5 ou J6 selon le choix des équipes. Il implique 

une préparation endométriale chez la patiente receveuse, obtenue par réalisation d’un cycle 

de stimulation simple, avec administration d’un traitement soutien de la phase lutéale, 

classiquement à base de progestérone. 

 

I.2. Le don d’ovocytes 

I.2.1. Principes généraux 

Le don d’ovocytes s’inscrit en France dans la démarche globale du don de gamètes. Celui-ci 

s’entend en l'apport par un tiers de spermatozoïdes ou d'ovocytes en vue d'une assistance 

médicale à la procréation (33).  
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Alors que le don de sperme est apparu au début vers le début de la deuxième moitié du XXe 

siècle, le don d’ovocyte est plus récent et associé au développement de la FIV. C’est pourquoi 

la première grossesse issue de don d’ovocyte ne fut obtenue qu’en 1983 (34). 

L’accès au don d’ovocytes en France est règlementé depuis juillet 1994 (33) par la Loi relative 

au don et à l'utilisation des éléments et produits du corps humain, à l'assistance médicale à la 

procréation et au diagnostic prénatal, révisée en 2004 et 2011 par les lois dites de Bioéthique 

(13,17). Le don de gamètes est encadré par l’Agence de la Biomédecine et le parcours des 

donneuses ainsi que l’attribution des gamètes sont principalement administrés par les Centres 

d’Etude et de Conservation de l’œuf et du Sperme humain (CECOS). 

Le don de gamètes en France repose sur trois principes fondamentaux : le volontariat, la 

gratuité et l’anonymat (33,35,36). 

- Le don est volontaire, soumis au consentement éclairé de la donneuse.  

- Le don est gratuit, c’est-à-dire que la donneuse ne peut et ne doit pas être rémunérée 

pour son geste. Néanmoins, il peut exister une prise en charge financière des frais 

avancés pour le don (indemnités kilométriques, garde d’enfants…) 

- L’anonymat de la donneuse vis-à-vis du couple receveur et de l’enfant issu du don. 

Une révision de ce principe est envisagée dans le projet de Loi relative à la Bioéthique 

de 2021. Cette révision maintient l’anonymat entre le donneur et le couple receveur, 

mais garantit désormais aux personnes conçues par AMP la possibilité d’accéder aux 

données identifiantes ou non identifiantes du tiers donneur à leur majorité (18). 

La place du don d’ovocyte dans l’activité d’AMP en France reste faible, bien qu’en progression 

sur les dernières années : en 2018, 343 enfants naissaient après don d’ovocyte, soit 1.5% des 

naissances en AMP (37). Ce chiffre est en augmentation depuis 2016, en relation avec 

l’augmentation du nombre de donneuses consécutive à l’ouverture du don aux femmes n’ayant 

pas encore procréé. 

Cette proportion faible du recours au don s’explique d’une part par des indications précises :  

- L’insuffisance ovarienne avec aménorrhée : idiopathique, d’origine génétique 

(syndrome de Turner par exemple), liée à un traitement gamétotoxique (radio- ou 

chimiothérapie) ou chirurgical. 

- Les échecs d’AMP intra-couple à sperme a priori normal. 

- Les indications génétiques avec risque de transmission d’une maladie particulièrement 

grave et incurable. 

Elle s’explique également par le nombre faible de donneuses : en 2018, 777 prélèvements 

d’ovocytes aboutissaient à un don, pour un nombre de couples sur liste d’attente évalué à 

environ 2800. Alors qu’en 2015/2016, le nombre de nouvelles demandes était en relatif 

équilibre avec le nombre de couples ayant bénéficié d’un don dans l’année, le nombre de 

couples demandeurs a dépassé le nombre de couples bénéficiaires en 2017 (1288 vs. 1137 

en 2018).  

I.2.2. Aspects pratiques 

Les parcours de don d’ovocytes sont classés en parcours de don synchrone et asynchrone.  

Le don d’ovocytes synchrone permet la mise en relation directe des ovocytes avec les 

spermatozoïdes du couple receveur sans passer par une étape de congélation potentiellement 
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délétère pour les ovocytes. La stimulation de la donneuse aboutit à la ponction ovocytaire, 

avec mise en fécondation « immédiate » des ovocytes recueillis par ICSI, mise en culture 

embryonnaire et transfert utérin. Ceci implique néanmoins une synchronisation du cycle de la 

donneuse avec celui de la receveuse, pour laquelle la fenêtre implantatoire de l’endomètre 

doit être obtenue entre J2 et J5 de développement embryonnaire. 

De fait, le don frais présente plusieurs inconvénients :  

- La réalisation d’une synchronisation des cycles entre la donneuse et la receveuse n’est 

pas forcément aisée.  

- Si un nombre insuffisant d’ovocytes matures est obtenu le jour du recueil, il expose le 

couple receveur à une diminution de chances de grossesses. En l’absence complète 

d’ovocytes matures, le risque est alors l’arrêt de la tentative. Ceci est particulièrement 

problématique pour les attributions multiples, où deux couples receveurs sont attribués 

à une même donneuse. 

- Enfin, le don synchrone peut constituer une vulnérabilité dans le parcours d’anonymat, 

en réunissant dans un même endroit et dans une fenêtre de temps restreinte la 

donneuse et le couple receveur. 

 

Historiquement, les parcours de don étaient plus souvent synchrones en raison du manque de 

fiabilité de la congélation ovocytaire. Néanmoins, l’essor de la vitrification et de ses résultats 

très prometteurs ont permis le développement d’une stratégie alternative : le don asynchrone 

(38).  

Dans cette situation, les ovocytes de la donneuse sont vitrifiés et conservés à l’issue de la 

ponction et le centre de don peut réaliser l’attribution à une date ultérieure en fonction des 

demandes en cours des couples receveurs. Il suffit alors de réchauffer les ovocytes et 

procéder à une ICSI avec les spermatozoïdes de l’homme du couple receveur.  

Ceci permet donc de lever les inconvénients majeurs du don synchrone : la stimulation 

ovarienne peut être réalisée selon les disponibilités de la donneuse et de la receveuse, l’échec 

de récupération d’ovocytes matures chez la donneuse n’a plus de conséquence directe envers 

le couple receveur et l’anonymat est préservé en permettant le cloisonnement spatial et 

temporel du don et de la tentative d’AMP. Par ailleurs, la congélation permet la mise en 

quarantaine sanitaire des prélèvements (39). 

Toutefois, le don d’ovocytes congelés a introduit un inconvénient majeur : le risque de lyse 

des ovocytes lors du processus de vitrification/réchauffement. Ceci aboutit à une diminution 

du nombre d’ovocytes disponibles pour le couple receveur. Ce nombre d’ovocyte disponibles 

étant corrélé aux chances de grossesse (40), la conséquence en est une perte de chances 

vis-à-vis du don synchrone. Cet écueil semble cependant moins important pour les ovocytes 

vitrifiés que pour les ovocytes conservés par congélation lente (41). 
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I.3. La vitrification ovocytaire 

I.3.1. Principes généraux de cryobiologie 

On entend par congélation les techniques visant à faire passer un liquide à un état solide par 

refroidissement (42). L’utilisation de la glace pour conserver les aliments est ancestrale et 

depuis le développement de la réfrigération artificielle dans la deuxième moitié du XIXe siècle, 

l’idée de conserver des tissus animaux et humains (dont les gamètes) s’est rapidement 

développée. 

Le principe général consiste à utiliser le froid pour bloquer temporairement les activités 

biologiques par abaissement de la température en dessous du point de fusion de l’eau. La 

diminution du mouvement moléculaire ainsi obtenue permet une inhibition des réactions 

chimiques et enzymatiques intracellulaires et de ce fait une « mise en pause » du métabolisme 

(43). De nos jours, la température de conservation employée pour le stockage à long terme 

est celle de l’azote liquide (LN2), soit -196°C (7). 

Les objectifs de la congélation cellulaire sont : 

- L’arrêt réversible du métabolisme. 

- Le maintien de l’intégrité cellulaire aux très basses températures. 

- Le maintien de l’intégrité du génome (au niveau chromosomique et épigénétique). 

Les avancées en cryobiologie datent majoritairement du XXe siècle : la première congélation 

lente de sperme animal remonte à 1949 et d’un embryon de mammifère à 1972 (44,45).  

Pour l’humain, la première congélation lente de sperme remonte à 1953 et les premières 

naissances après congélation d’un embryon et d’un ovocyte datent respectivement de 1983 

et 1986 (46–48). La vitrification, processus étudié en parallèle, apparait dès les années 80 

avec une première naissance sur embryon vitrifié en 1990 et sur ovocyte vitrifié en 1999 (9,49). 

Son emploi en routine n’est autorisé en France qu’en 2011 (12,13).  

La congélation lente et la vitrification sont les deux techniques les plus utilisées en AMP de 

nos jours. Elles reposent sur des principes fondamentaux communs que nous allons aborder. 

I.3.2. La vitesse de congélation 

La congélation d’un tissu ou de cellules implique la formation de glace dans le milieu. 

L’abaissement de la température permet la formation de liaisons hydrogènes entre les 

molécules d’eau adjacentes. Ces liaisons induisent la formation d’une structure stable et 

organisée, classiquement à partir d’un motif hexaédrique : il s’agit du cristal de glace (50) 

(figure 4).  
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Figure 4 : un cristal de glace structuré à partir d’un motif basal hexamèrique. Les molécules d’eau sont 

reliées aux molécules avoisinantes par des liaisons hydrogènes. Source (51) 

Le développement de ces cristaux dans un milieu de conservation a un impact péjoratif sur la 

survie des cellules. En 1972, Mazur formulait une double hypothèse sur les mécanismes 

principaux des lésions liées à la congélation (52) : 

- Les cristaux de glace extracellulaires, formés pour des vitesses de congélation lentes, 

excluent les solutés présents dans le milieu. Dès lors, la formation de cristaux dans 

une solution entraîne une concentration progressive des solutés dans la fraction 

résiduelle d’eau liquide où baignent les cellules à préserver. Ceci aboutit à un stress 

hyperosmotique : une fois les mécanismes de résistance des cellules à cette 

hypertonicité dépassés, les ions vont progressivement pénétrer la cellule et être 

responsables d’une toxicité intracellulaire, aboutissant à la lyse de la cellule. Ce 

mécanisme fut mis en évidence dès les années 1950 par Lovelock qui identifie le 

chlorure de sodium comme élément majeur responsable de ce choc (53). Ce 

phénomène est d’autant plus important que la vitesse de refroidissement est lente.  

 

- D’autre part, la formation de cristaux de glace intracellulaires, formés lors des 

descentes en température rapides, aboutit à une destruction de l’architecture de la 

cellule et notamment du cytosquelette. Ce phénomène est peu observé à des vitesses 

de refroidissement basses, car la cellule va se déshydrater progressivement en 

réponse à l’hyperosmolarité extérieure. En revanche, à des vitesses de refroidissement 

très importantes où la déshydratation cellulaire ne peut se faire progressivement, on 

peut observer une cristallisation de l’eau intracellulaire et une diminution de la survie 

cellulaire. 

 

Ainsi, il se dégage de l’hypothèse de Mazur qu’il existe une vitesse de refroidissement 

optimale, permettant de limiter à la fois la prolifération de cristaux extracellulaires (et 

l’hyperosmolarité résultante) et la prolifération de cristaux intracellulaires (figure 5). 
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Figure 5 : vitesse de refroidissement et lésions cellulaires 

Source : Jang et al, 2017 (54) 

 

Néanmoins, la vitesse de congélation n’est pas le seul paramètre à prendre en compte, car 

elle doit être adaptée à l’utilisation de composés essentiels à la cryopréservation : les agents 

cryoprotecteurs. 

I.3.3. Les cryoprotecteurs 

 

En raison de la formation de cristaux de glace passé le point de congélation, la recherche d’un 

abaissement de celui-ci, permettant de conserver les plus longtemps possible un 

refroidissement en phase liquide, a amené à l’introduction de solutés dans les milieux de 

congélation. Formalisé par Raoult en 1878 (55), l’abaissement du point de congélation en 

présence d’un soluté a amené les cryobiologistes à étudier les comportements des milieux de 

congélation en présence d’une augmentation croissante de solutés de nature variable : sels, 

sucres, alcools… 
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D’autre part, en raison de l’hyperosmolarité produite par la formation de cristaux de glace, ces 

molécules devaient pouvoir efficacement « tamponner » le choc osmotique et permettre une 

déshydratation cellulaire contrôlée. En 1948, Polge, Smith et Parkes tentaient de 

cryoconserver des spermatozoïdes de gallinacés à -70°C à l’aide d’un sucre, le lévulose.  Ce 

serait par inadvertance qu’ils auraient remplacé celui-ci par une solution contenant du glycérol 

et de l’albumine : ce fut le premier cas décrit de survie cellulaire après congélation et la 

découverte des propriétés cryoprotectrices du glycérol qui lancèrent par la suite l’ère de la 

congélation et de la vitrification (55).  

En 1969, Karow définissait les agents cryoprotecteurs (CPA) comme tout soluté dont l’addition 

dans un milieu de cryopréservation entraîne une amélioration des taux de survie après 

réchauffement (56).  

En pratique, les cryoprotecteurs sont des solutés dont la présence va s’opposer à la formation 

de glace et prévenir la toxicité induite par celle-ci en équilibrant les phénomènes osmotiques. 

Leurs modes d’actions sont multiples et complexes et vont jouer à plusieurs niveaux. 

L’une des premières propriétés, postulée par Nash (57), est la capacité d’établir des liaisons 

hydrogène avec les molécules d’eau. Cette eau « liée » est une eau non osmotiquement 

efficace et indisponible pour la formation de cristaux de glace. De fait, les CPA augmentent la 

viscosité de la solution en ralentissant et perturbant le mouvement des molécules d’eau qui 

sont donc moins disponibles pour contribuer à la croissance des cristaux. En conséquence, 

les cryoprotecteurs vont diminuer la formation de cristaux par abaissement du point de 

congélation et augmentation de la viscosité. Ils vont également tamponner l’osmolarité extra-

cellulaire. 

L’autre propriété extensivement recherchée est l’interaction propre des cryoprotecteurs avec 

les membranes cellulaires. Celles-ci ont été mises en évidence comme cible privilégiée des 

lésions dues à la congélation et plusieurs auteurs ont modélisé des phénomènes de protection 

membranaire liés aux cryoprotecteurs (57,58). 

Par ailleurs, les CPA semblent posséder des propriétés intrinsèques d’interaction avec les 

composants intracellulaires. Ces propriétés sont toujours étudiées aujourd’hui (57,59). 

Enfin, Karow, dans ses travaux sur la pharmacologie des cryoprotecteurs, a défini deux 

classes majeures de molécules (56) :  

- Les CPA de bas poids moléculaire ou agents pénétrants : ces molécules vont diffuser 

à l’intérieur des cellules préalablement déshydratées par exposition à un milieu 

hypertonique. Les CPA vont pénétrer à l’intérieur de la cellule et « remplacer » une 

partie de celle-ci. Ceci permet le contrôle de la déshydratation et le maintien de 

l’équilibre osmotique avec limitation de la formation de cristaux intracellulaires (58). En 

fonction de la molécule, des interactions spécifiques sont décrites avec les organelles 

et le cytosquelette des cellules congelées. Les CPA pénétrants les plus utilisés sont le 

diméthyl-sulfoxide (DMSO), l’éthylène glycol (EG), le propylène glycol ou propanediol 

(PROH, PG) et le glycérol (7). 

 

- Les CPA non pénétrants jouent quant à eux un rôle essentiel de prévention de la 

cristallisation extracellulaire par augmentation de l’osmolarité de la solution. Ils facilitent 

la vitrification en augmentant la viscosité du milieu et jouent enfin un rôle de de tampon 
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osmotique. En effet, lors de l’étape du réchauffement, la sortie des CPAs et l’entrée 

d’eau dans la cellule peuvent entrainer un stress osmotique car l’eau pénètre plus 

rapidement la membrane plasmique que les cryoprotecteurs. Dans les protocoles de 

congélation lente, la fonte des cristaux de glace peut amplifier ce phénomène en 

libérant de l’eau osmotiquement active à proximité de la cellule et entrainer une dilution 

localisée du milieu (7,58). L’adjonction de bains successifs de CPA non pénétrants 

permet la désescalade contrôlée en retenant l’eau pour prévenir ce stress (58). Les 

CPA non pénétrants présentent également des propriétés de stabilisation de la 

membrane cellulaire externe. Il s’agit le plus souvent de sucres (sucrose, tréhalose), 

polysaccharides (Ficoll) ou polymères (7). 

En raison des capacités d’interaction propres des cryoprotecteurs avec les membranes, 

organelles, enzymes et molécules intra- et extracellulaires, des phénomènes de toxicité ont 

été également décrits pour chaque molécule, à différents niveaux de l’activité cellulaire (60–

62) rajouter principles of cryopreservation by vritrification. Ceci a conduit les biologistes à 

chercher à diminuer la durée d’exposition ainsi que les concentrations employées, notamment 

en associant les CPA. Aujourd’hui, la majorité des kits employés reposent sur des associations 

de CPA. 

Le développement des agents cryoprotecteurs et la maitrise de la vitesse de congélation ont 

abouti au développement des deux grandes techniques employées de nos jours : congélation 

lente et vitrification. 

I.3.4. Congélation lente et vitrification 

I.3.4.1. La congélation lente 

En regard de la double hypothèse de Mazur et de la nécessité d’employer une vitesse de 

refroidissement optimale, la première stratégie de congélation employée en cryobiologie de 

routine fut la descente en température contrôlée ou congélation lente (7). 

Cette descente progressive en température permet de prévenir la formation de glace 

intracellulaire en assurant une déshydratation optimale de la cellule. Néanmoins, la formation 

de glace extracellulaire va provoquer une augmentation progressive de l’osmolarité et 

potentiellement des dommages mécaniques directs. La congélation lente consiste donc à 

contrôler cette formation de cristaux pour prévenir ces lésions. 

Pour cela, les protocoles de congélation lente s’appuient sur le principe de la surfusion : une 

solution liquide portée en dessous de son point de congélation, mais qui n’est pas encore 

solidifiée est dite dans un état « métastable ». Cela signifie que la réaction de cristallisation ne 

se produit pas immédiatement de façon spontanée, mais elle peut néanmoins être précipitée 

par un facteur extérieur (par exemple un choc mécanique) (57). Cette technique, appelée 

« seeding », est appliquée à un temps précis et à distance de la cellule afin de la protéger de 

la croissance du cristal, mais également de la réaction exothermique induite par la 

cristallisation. Parallèlement, on observe une pénétration progressive des CPA en réponse 

aux modifications progressives de l’osmolarité et de la température. Ceci garantit une bonne 

équilibration osmotique intracellulaire. Une fois cette équilibration réalisée, la solution est 

rapidement refroidie jusqu’à la température de l’azote liquide (figure 6). Ainsi, la congélation 

lente repose sur une stratégie de contrôle de la cristallisation et l’emploi de cryoprotecteurs à 

basse concentration. 
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Figure 6 : exemple de protocole de congélation lente 

Source : J. Mandelbaum-Bleibtreu (modifié) (63) 

 

I.3.4.2. La vitrification 

 

La vitrification repose sur une stratégie opposée à celle de la congélation lente : l’objectif est 

d’éviter complètement la formation de cristaux de glace. Comme nous l’avons vu, la glace est 

une structure organisée ou cristal. Par opposition, la vitrification aboutit à la formation d’un 

verre, au sens de solide amorphe, c’est-à-dire de structure non organisée.  

Pour ce faire, la vitrification nécessite de « prendre de vitesse » le réarrangement des 

molécules d’eau en glace et atteindre le point de vitrification (« glass transition ») de la solution. 

Cette zone de transition est retrouvée pour de basses températures, dans des solutions de 

concentration élevée (57). 

La probabilité de vitrification d’une solution repose sur trois facteurs (7): 

- Une vitesse de refroidissement brutale (- 2 000 à -20 000 degrés par minute) (figure 7) 

limitant le temps disponible pour la réorganisation moléculaire, obtenue par contact 

direct avec l’azote liquide. 

- L’augmentation de la viscosité du milieu, s’opposant également aux mouvements 

moléculaires. Ceci impose l’emploi de concentrations élevées de CPA. 

- L’emploi d’un volume minimal de solution (facilitant les échanges thermiques). 
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Figure 7 : comparaison des méthodes de cryopréservation. 

Source : J. Mandelbaum-Bleibtreu (modifié) (63) 

 

La figure 8 propose une application d’un protocole de vitrification classique. Dans la figure, la 

zone de surfusion (entre Tm et Th) indique un état où l’eau ne cristallise pas spontanément 

rapidement (état métastable). La zone en dessous de Th (le point de nucléation homogène) 

correspond à un état instable, où l’eau cristallise spontanément et rapidement. Le protocole 

de vitrification implique donc d’élever progressivement la concentration de la solution à 

température ambiante, puis de la plonger dans l’azote liquide pour permettre la transition 

vitreuse en évitant la zone critique de nucléation homogène et donc la formation de cristaux 

de glace (7,57). 

 

Figure 8 : exemple de protocole de vitrification d'une solution de glycérol et d'eau. Tm = point de 

fusion, Th = point de nucléation homogène, Tg = transition vitreuse. Source : Wowk et al (57) 
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En pratique, le protocole classique de vitrification comporte une première phase d’exposition 

de l’ovocyte à des bains de concentrations progressives de cryoprotecteurs, à température 

adaptée au cryoprotecteur utilisé, afin de permettre la déshydratation intracellulaire par 

pénétration du CPA. Une fois l’équilibration terminée, la cellule est déposée sur un support de 

vitrification puis plongée directement dans l’azote liquide. Les cellules sont à ce moment 

déshydratées et « figées » dans une matrice amorphe. L’absence de formation de cristaux de 

glace intracellulaires garantit une préservation des organelles et des membranes et l’absence 

de cristallisation extracellulaire prévient l’accumulation toxique de solutés autour de la cellule.  

I.3.5. Les supports de vitrification 

L’emploi d’un volume de solution minimal est déterminant pour la réussite du processus de 

vitrification. En effet, la diminution du volume accélère les échanges thermiques et contribue 

directement à l’augmentation de la vitesse de refroidissement (7). De fait, un facteur technique 

entre en ligne de compte dans le parcours de vitrification : le choix du support.  

En 1990, la première naissance sur embryon vitrifié fut obtenue à partir d’un protocole de 

conservation en paillettes de 250 microlitres, bien que le volume exact de la solution montée 

dans la paillette n’ait pas été détaillé (49). Six ans plus tard, des ovocytes de bovins étaient 

efficacement conservés par vitrification avec l’emploi pour support de grilles de microscopie 

électronique. Le volume était alors inférieur au microlitre (7,64). Rapidement, ces systèmes 

furent remplacés par les systèmes modernes de stockage et la première naissance à partir 

d’ovocyte virtrifié fut obtenue à l’aide du système Open Pulled Straw (OPS) qui consiste en 

une paillette dont l’embout extrêmement fin permet la conservation de gouttes de 1 à 2 

microlitres (9). En 2005, Kuwayama décrivait le système Cryotop (65), dont la mise sur le 

marché a lancé l’ère de la vitrification de routine, avec un large nombre d’études menées à 

partir de ce support et du protocole associé (66,67). 

Ainsi, de nos jours, trois types de supports sont retrouvés dans les protocoles de vitrification 

de routine (7) : 

- Les paillettes de stockage creuses, dont le système Cryotip (dérivé du système OPS) 

(65,68). 

- Les paillettes de stockage planes, dont les systèmes Cryotop et Cryolock, où la goutte 

est déposée sur une surface extrêmement fine (69). 

- Les paillettes de stockage sur anneau de nylon (système Cryoloop) (70). 

La figure 9 présente ces différents types de supports. 
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Figure 9 : différents systèmes de support : a) grille de microscopie électronique, b) système OPS, c) 

Cryotop et d) Cryoloop. Source : Patrick Quinn (7) 

 

Par la suite, en raison du risque théorique de contamination des prélèvements par l’azote 

liquide, ces systèmes furent déclinés en versions dites « ouverte » ou « fermée » (figures 10 

et 11). 

Les systèmes ouverts se distinguent par un contact direct de la goutte de milieu avec l’azote 

liquide lors de la plongée. Ceci garantit une vitesse de de congélation maximale (-20 000 

degrés par minute (71)), mais expose au risque de contamination du prélèvement par de 

l’azote liquide. 

A l’opposé, les systèmes fermés sont constitués d’une gaine ou fourreau et de la paillette 

support. Le fourreau est préalablement maintenu au contact de l’azote liquide pendant le 

processus d’équilibration de l’ovocyte. Ce dernier est ensuite placé sur le support et le support 

est à son tour inséré dans le fourreau. Le système est alors scellé, ce qui empêche tout contact 

direct du prélèvement avec l’azote liquide. En revanche, la présence d’une interface entre la 

goutte et l’azote liquide entraine une diminution de la vitesse de congélation (de l’ordre de -

2 000 degrés par minute) (71). 

Bien que le risque de contamination croisée n’est à ce jour que théorique (aucun cas de 

contamination croisée par stockage dans l’azote liquide n’a pour l’instant été rapporté) (38,72), 

le risque de contamination bactérienne ou fungique d’un prélèvement par une cuve souillée a 

quant à lui été démontré (73). Les recommandations européennes sur l’obtention et le contrôle 

des tissus d’origine humaine recommandent l’emploi de techniques garantissant l’asepsie (74) 

En dehors de cette recommandation, il n’existe pas de cadre légal strict interdisant l’emploi 

des systèmes ouverts et leur utilisation reste largement répandue en raison de la supériorité 

des vitesses de refroidissement et de réchauffement. L’impact réel de cette différence sur les 

résultats est encore sujet à débat dans la littérature (75). 
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Figure 10 : système fermé Rapid-i™, Vitrolife 

A : le fourreau (en haut) et le dispositif-support (en bas). La zone de dépôt du dispositif-support est 

mise en évidence par le cercle blanc. 

B, C, D : dépôt de deux embryons sous contrôle microscopique au sein de la zone de dépôt. 

Source :  Larman et Gardner (76) 

 

 

Figure 11 : système ouvert VitriFit™, CooperSurgical® 

Source : CooperSurgical® (77) 

 

I.3.6. Le réchauffement  

Lors du réchauffement, le support de vitrification est extrait de l’azote liquide et immédiatement 

déposé dans une solution de réchauffement constituée d’un CPA non pénétrant à haute 

concentration. La cellule est ensuite exposée à des bains de concentration décroissante, afin 

de contrôler la réhydratation de la cellule et de limiter le choc osmotique (7).  

Le CPA employé est habituellement un sucre, le plus souvent le sucrose. Récemment, certains 

fournisseurs ont remplacé le sucrose par le tréhalose (78,79). 
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Le réchauffement est aujourd’hui considéré par de nombreux auteurs comme la partie la plus 

critique du processus de cryopréservation (7,80,81), car le réchauffement est une situation 

plus à risque de cristallisation que la descente en température. 

Cela s’explique par le fait que la nucléation initiale des cristaux de glace a lieu pour des 

températures inférieures aux températures favorables à la croissance des cristaux. En effet, 

cette croissance nécessite une certaine quantité de mouvement moléculaire pour permettre 

aux molécules de venir se greffer sur les points de nucléation. Néanmoins, une telle quantité 

de mouvement rend ces points de nucléations instables et ceux-ci ont donc tendance à 

apparaître pour des températures plus basses. 

 

Figure 12 : nucléation et croissance. La flèche bleue indique la descente en température et la flèche 

rouge indique le réchauffement. Source : Wowk et al (modifié) (57) 

 

La figure 12 illustre ce phénomène : la flèche bleue montre que, lors de la descente en 

température, la nucléation survient après la transition de la solution dans la zone critique de 

croissance des cristaux. A l’inverse, au moment du réchauffement (flèche rouge), la nucléation 

précède la croissance des cristaux et le risque de lésion cellulaire par « recristallisation » est 

donc maximal. 

I.3.7. Comparaison des protocoles 

Depuis la première naissance sur ovocyte vitrifié, de nombreux articles ont décrit des cohortes 

avec naissances d’enfants en bonne santé, principalement dans des programmes de don et 

la vitrification est devenue une technique accessible, considérée comme sûre (82) et donc 

employée en routine. 

Toutefois, il existe encore une hétérogénéité entre les protocoles employés à travers le monde. 

Les différences varient entre la composition de la solution de base, la nature et la concentration 
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des cryoprotecteurs utilisés, la méthode d’équilibration, la nature du support utilisé et le type 

cellulaire concerné. 

En effet, la cryopréservation en AMP peut concerner différents types de cellules : les 

spermatozoïdes, les ovocytes, les embryons à différents stades (zygote, stade clivé, stade de 

blastocyste) (66). En raison de la mauvaise résistance de l’ovocyte à la congélation lente et 

de la faible proportion du recours à la culture prolongée dans les années 1990, les principaux 

milieux de cryoprotection employés concernaient principalement le zygote et l’embryon clivé 

en congélation lente (6). 

Vers la fin des années 1990, l’optimisation des protocoles de vitrification, le développement 

du support OPS et l’essor de la culture prolongée ont entrainé l’émergence de protocoles de 

vitrification dédiés aux blastocystes (ainsi qu’aux autres stades de développement 

embryonnaire) au début des années 2000 (6). Cinq ans plus tard, le développement du 

protocole Cryotop appliqué à l’ovocyte démocratisait quant à lui la vitrification ovocytaire (6). 

Le marché s’étoffait alors de milieux spécifiques à la vitrification ovocytaire ou embryonnaire.  

L’application de ces milieux à différents types cellulaires a par la suite permis, moyennant 

l’adaptation des protocoles d’exposition, le développement de milieux de vitrifications dits 

« universels », permettant la cryopréservation à la fois des ovocytes et des embryons (80). 

Ces kits sont intéressants car ils permettent l’homogénéisation du matériel employé (milieux, 

supports) et donc l’optimisation de la gestion des stocks dans un laboratoire en AMP. Ils 

permettent également en théorie une meilleure maitrise de la procédure qui est similaire entre 

la vitrification ovocytaire et embryonnaire. Aujourd’hui, la plupart des fournisseurs proposent 

un kit de milieux universels, comme le montre le tableau 1.  

Les principaux milieux de vitrification employés sur le marché emploient une association de 

deux CPA pénétrants : éthylène glycol (EG) et diméthylsulfoxyde (DMSO) ou propanediol 

(PROH)), additionnés d’un cryoprotecteur non pénétrant (sucrose, tréhalose ou Ficoll) 

(78,79,83,84). La combinaison de ces CPA permet de diminuer la part relative de la toxicité 

individuelle spécifique de chacun d’entre eux. L’éthylène glycol est majoritairement employé 

en raison d’une bonne pénétrance intracellulaire et d’une faible toxicité rapportée. En 

association, le DMSO est employé dans les milieux dérivés du protocole Cryotop. Néanmoins, 

en raison d’effets toxiques rapportés dans la littérature, des milieux « DMSO-free » ont été 

commercialisés. Ces derniers emploient majoritairement le propanediol en substitution.  

Par ailleurs les concentrations en CPA ne sont pas toujours fournies par le fournisseur, de 

même que la présence éventuelle d’autres éléments tels que le calcium, des protéines « anti-

gel » ou des protéines évoquées comme « neutralisantes » de la toxicité spécifique des CPA.  

Les protocoles d’exposition aux solutions de cryoprotection varient dans le nombre et la 

concentration des bains successifs, les temps de contact et les modalités de passage d’un 

bain à l’autre. Pour un même milieu, ces modalités peuvent varier entre différents types 

cellulaires. 
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Fournisseur Nom du 
milieu 

Cryoprotecteurs 
employés 

Types cellulaires concernés 

Vitrolife RapidVit™ 
Oocyte 

EG – PROH 
Sucrose 

Ovocyte 

Vitrolife RapidVit™ 
Cleave 

EG – PROH 
Ficoll – Sucrose 

Embryon clivé 

Vitrolife RapidVit™ 
Blast 

EG – PROH 
Ficoll 

Blastocyste 

Vitrolife RapidVit™ 
Omni 

EG – PROH 
Sucrose 

Ovocyte – embryon clivé – blastocyste  

Kitazato® VT601 
Kitazato 
Vitrification 
Solution 

EG – DMSO 
Tréhalose 

Ovocyte – zygote – embryon clivé – 
blastocyste  

Fujifilm - 
Irvine 
Scientifics 

Vit Kit-NX EG – DMSO 
Tréhalose 

Ovocyte – zygote – embryon clivé – 
blastocyste 

Cryothech® Cryotech® 
Vitrification 
Kit 101 

EG – DMSO 
Tréhalose 

Ovocyte – embryon clivé – blastocyste 

Cooper 
Surgical® 

SAGE™ 
Vitrification 
Kit 

EG – DMSO 
Sucrose 

Ovocyte (US seulement) – zygote – 
embryon clivé – blastocyste 

Cooper 
Surgical® 

MediCult 
Vitrification 
Cooling 

EG – PROH 
Sucrose  

Ovocyte – embryon clivé – blastocyste (EU) 
Embryon clivé (US) 

Tableau 1 : principaux milieux de vitrification disponibles sur le marché. 

EG : éthylène glycol, DMSO : dyméthylsulfoxyde, PROH : propanediol. 

 

Le tableau 2 présente les différents milieux, protocoles, supports et résultats retrouvés dans 

la littérature. 



 

 

Année Auteur Milieu de vitrification Milieu de réchauffement Système 

2008 Cobo et al. (67) EG + DMSO 7,5% // EG + DMSO 15% + 0,5 sucrose Sucrose 1M // Sucrose 0,5M Cryotop (ouvert) 

2009 Chian et al. (85) EG + PROH 7,5% // EG + PROH 15% + sucrose 0,5 Sucrose 1M // Sucrose 0,5M // Sucrose 0.25M Cryoleaf (ouvert) 

2009 Cao et al. (86) EG + PROH 7,5% // EG + PROH 15% + sucrose 0,5 Sucrose 1M // Sucrose 0,5M // Sucrose 0.25M Cryoleaf (ouvert) 

2010 Rienzi et al. (82) EG + DMSO 7,5% // EG + DMSO 15% + 0,5 sucrose Sucrose 1M // Sucrose 0,5M Cryotop (ouvert) 

2010 Smith et al. (41) EG + DMSO 7,5% // EG + DMSO 15% + 0,5 sucrose Sucrose 1M // Sucrose 0,5M CryoTip (fermé) 

2010 Cobo et al. (87) EG + DMSO 7,5% // EG + DMSO 15% + 0,5 sucrose Sucrose 1M // Sucrose 0,5M Cryotop (ouvert) 

2011 Paffoni et al. (88) EG + DMSO 7,5% // EG + DMSO 15% + 0,5 sucrose Sucrose 1M // Sucrose 0,5M CryoTip (fermé) 

2011 Paffoni et al. (88) EG + DMSO 7,5% // EG + DMSO 15% + 0,5 sucrose Sucrose 1M // Sucrose 0,5M Cryotop (ouvert) 

2011 Parmegiani et al. (89) EG + DMSO 7,5% // EG + DMSO 15% + 0,5 sucrose Sucrose 1M // Sucrose 0,5M Cryotop (ouvert) 

2011 Trokoudes et al. (39) EG + DMSO 7,5% // EG + DMSO 15% + 0,5 sucrose Sucrose 1M // Sucrose 0,5M Cryotop (ouvert) 

2012 Stoop et al. (81) EG + DMSO 7,5% // EG + DMSO 15% + 0,5 sucrose Sucrose 1M // Sucrose 0,5M CBS haute sécurité (fermé) 

2012 Rienzi et al. (90) EG + DMSO 7,5% // EG + DMSO 15% + 0,5 sucrose Sucrose 1M // Sucrose 0,5M Cryotop (ouvert) 

2012 Cai et al. (91) EG + PROH 7,5% // EG + PROH 15% + sucrose 0,5 Sucrose 1M // Sucrose 0,5M // Sucrose 0.25M JY straws (ouvert) 

2013 Machac et al. (92) EG + PROH + sucrose (RapidVit™ Oocyte) Sucrose (RapidWarm™ Oocyte) Rapid-i (fermé) 

2015 Cobo et al. (93) EG + DMSO 15% // EG + DMSO 30%  Tréhalose Cryotop (ouvert) 

2016 De Munck et al. (94) EG + DMSO 7,5% // EG + DMSO 15% + 0,5 sucrose Sucrose 1M // Sucrose 0,5M CBSvit (fermé) 

2016 De Munck et al. (95) EG + DMSO 7,5% // EG + DMSO 15% + 0,5 sucrose Sucrose 1M // Sucrose 0,5M Cryotop (ouvert) 

2016 De Munck et al. (95) EG + DMSO 7,5% // EG + DMSO 15% + 0,5 sucrose Sucrose 1M // Sucrose 0,5M CBSvit (fermé) 

2016 Papatheodorou et al. (96) DMSO + EG 1,25 % - 2,5 % - 5 % - 10 % // DMSO 20% EG 20% + sucrose + Ficoll Sucrose 1M // Sucrose 0,75M // Sucrose 0,5M // Sucrose 0.25M Vitrisafe (fermé) 

2016 Braga et al. (97) EG + DMSO 7,5% // EG + DMSO 15% + 0,5 sucrose Sucrose 1M // Sucrose 0,5M Cryotop (ouvert) 

2017 Cobo et al. (98) EG + DMSO 15% // EG + DMSO 30% Tréhalose 1M // tréhalose 0,5M Cryotop (ouvert) 

2018 Seshadri et al. (99) DMSO + EG (Kitazato Vitrification Solution) Tréhalose (Kitazato Warming Solution) Cryolock (ouvert) 

2019 Pujol et al. (100) EG + DMSO 7,5% // EG + DMSO 15% + 0,5 sucrose Sucrose 1M // Sucrose 0,5M Cryotop (ouvert) 

2019 Pujol et al. (100) EG + PROH + sucrose (RapidVit™ Oocyte) Sucrose (RapidWarm™ Oocyte) Rapid-i (fermé) 

2020 Rienzi et al. (101) EG + DMSO 7,5% // EG + DMSO 15% + 0,5 sucrose Sucrose 1M // Sucrose 0,5M Cryotop (ouvert) 

2020 Gala et al. (102) EG + DMSO 7,5% // EG + DMSO 15% + 0,5 sucrose Sucrose 1M // Sucrose 0,5M Cryotop (ouvert) 

Tableau 2 : Revue des milieux et supports utilisés pour la vitrification des ovocytes. Les études surlignées en orange utilisent le diméthylsulfoxide comme 

cryoprotecteur (DMSO), les études surlignées en bleu utilisent le propanediol (PROH). Les supports de vitrification utilisés surlignés en vert sont des supports 

ouverts, les supports surlignés en jaune sont des supports fermés. 

.



 

 

Ce tableau souligne l’emploi en majorité du DMSO dans la littérature, dans des protocoles 

dérivés de la formulation proposée par Kuwayama (103). Les données rapportées concernent 

principalement des populations de donneuses jeunes. De très bons résultats sont retrouvés 

en termes de taux de survie, de taux de fécondation et d’issues obstétricales pour les différents 

types de protocoles et de supports et il n’existe pour l’instant pas de milieu « de référence » 

dont l’emploi serait recommandé par rapport aux autres. 

Au laboratoire d’AMP-CECOS du CHU de Clermont-Ferrand, la vitrification a d’abord été 

appliquée à l’embryon en 2011 et les milieux spécifiques RapidVit™ Cleave et Blast ont été 

employés pour la vitrification des embryons respectivement au stade clivé et blastocyste. Le 

choix de ces milieux reposait sur l’absence de DMSO dans leur composition et l’utilisation d’un 

support fermé adapté aux pratiques du laboratoire. Lorsque la courbe d’apprentissage a été 

satisfaisante pour la vitrification embryonnaire pour l’ensemble des techniciennes du 

laboratoire d’AMP, la vitrification ovocytaire a ensuite été mise en place pour la constitution 

d’une banque d’ovocytes donnés à partir de 2013.  

En l’absence de milieu spécifique ovocytaire ou universel « DMSO-free » chez le fournisseur 

(Vitrolife), celui-ci a proposé l’utilisation pour la vitrification ovocytaire d’une combinaison d’un 

milieu de vitrification spécifique de l’embryon au stade blastocyste (RapidVit™ Blast) et d’un 

milieu de réchauffement spécifique de l’embryon au stade clivé (RapidWarm™ Cleave). Nous 

avons donc d’abord employé cette combinaison de milieux pour la vitrification ovocytaire à 

partir de janvier 2013. Le fournisseur a ensuite développé un milieu spécifique ovocytaire 

(RapidVit™ / RapidWarm™ Oocyte, Vitrolife) qui a été appliqué au laboratoire AMP-CECOS 

du CHU de Clermont Ferrand à partir de juillet 2015. Enfin, le fournisseur a développé un 

milieu universel (applicable pour la vitrification de l’ovocyte et de l’embryon (RapidVit™ / 

RapidWarm™ Omni, Vitrolife) appliqué depuis février 2018 pour la vitrification et 

réchauffement des ovocytes donnés. L’emploi de ce milieu universel a cependant donné de 

moins bons résultats que les milieux spécifiques embryonnaires pour la vitrification des 

embryons dans notre centre, ce qui a abouti à l’arrêt de son utilisation. 

De fait, sur une période de sept ans, trois types de milieux de vitrification/réchauffement ont 

été appliqués en don d’ovocyte : des milieux spécifiques à l’embryon, des milieux spécifiques 

à l’ovocyte et des milieux dit universels.  

L’objectif de notre travail est d’analyser les résultats en taux de grossesse en AMP avec 

don d’ovocytes dans le service AMP-CECOS du CHU de Clermont-Ferrand sur la 

période du 30/01/2014 au 02/07/2020 après utilisation successive de trois types de 

milieux de vitrification/réchauffement (embryon, ovocyte et universel) afin d’évaluer 

l’impact potentiel de l’utilisation des différents milieux et notamment des milieux 

universels. 
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II. Objectifs et méthodes 

II.1. Population étudiée et plan expérimental 

Cette étude analyse les résultats des tentatives d’ICSI avec don d’ovocytes pour les 106 

couples receveurs pris en charge dans le service d’AMP-CECOS du CHU de Clermont-

Ferrand entre le 30/01/2014 et le 02/07/2020. 

Pour ces tentatives les ovocytes issus de don ont tous été vitrifiés (108 donneuses, 110 dons). 

Quatre milieux de vitrification et/ou réchauffement ont été utilisés de façon successive sur cette 

période, auquels ont été attribué une lettre (A, B, C ou D) pour des raisons de simplification 

(tableau 3) : 

Lettre 
d’attribution 

Milieu de 
vitrification 

Période 
d’emploi 

Milieu de 
réchauffement 

Période 
d’emploi 

A RapidVit™ 
Blast, Vitrolife 

02/2013 – 
05/2015 

- - 

B RapidVit™ 
Oocyte, 
Vitrolife 

07/2015 – 
01/2018 

RapidWarm™ 
Oocyte, Vitrolife 

03/2016 – 
01/2018 

C RapidVit™ 
Omni, Vitrolife 

02/2018 – 
01/2020 

RapidWarm™  
Omni, Vitrolife 

02/2018 – 
01/2020 

D - - RapidWarm™ 
Cleave, Vitrolife 

01/2014 – 
09/2017 

Tableau 3 : milieux de vitrification employés 

 

Les combinaisons suivantes de milieu de vitrification et de réchauffement ont été appliquées 

successivement sur la période d’étude de janvier 2014 à juillet 2020 : 

- Protocole AD : RapidVit™ Blast et RapidWarm™ Cleave (milieux embryonnaires) 

- Protocole BB : RapidVit™ Oocyte et RapidWarm™ Oocyte (milieux ovocytaires) 

- Protocole BC : RapidVit™ Oocyte et RapidWarm™ Omni (vitrification ovocytaire 

-  + réchauffement universel) 

- Protocole CC : RapidVit™ Omni et RapidWarm™ Omni (milieux universels) 

Au total, 106 couples receveurs ont été pris en charge sur cette période. Les étiologies de 

recours au don des couples receveurs ont été répertoriées de la façon suivante : insuffisance 

ovarienne prématurée, échec de fécondation intra-couple et risque de transmission d’une 

pathologie génétique. 

Les critères d’inclusion des donneuses étaient (1) un âge de 18 à 37 ans, (2) un interrogatoire 

et un examen clinique ne contre-indiquant pas une prise en charge pour stimulation ovarienne, 

(3) une enquête génétique ne retrouvant pas d’argument pour une pathologie grave, (4) une 



 

Maxime LAFONTAINE | Thèse d’exercice | Université de Limoges | 20212021 46 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

évaluation psychologique pour les donneuses n’ayant pas procréé (n=14), (5) un caryotype 

normal et (6) un bilan sérologique infectieux normal. 

Le bilan sérologique infectieux des donneuses inclue la réalisation des sérologies VIH, VHB, 

VHC et syphilis, ainsi que l’établissement du statut sérologique vis-à-vis du CMV, de 

Chlamydia trachomatis et des virus HTLV-I et HTLV-II (15). Les résultats de ce bilan 

sérologique doit être normal dans le délais de trois mois avant le jour de la ponction ovocytaire. 

De plus, des charges virales pour le VIH, le VHB, le VHC et le CMV sont prélevées le jour de 

la ponction ovarienne. 

Sur les 108 donneuses, 94 avaient déjà procréé et étaient mères d’un enfant en bonne santé. 

Neuf d’entre elles ont accompli leur don au cours d’un protocole d’egg-sharing. Parmi les 14 

donneuses n’ayant pas procréé, 6 femmes ont souhaité bénéficier d’une autoconservation.  

Toutes les donneuses ont signé un consentement éclairé pour ce don et les couples receveurs 

ont signé un consentement pour prise en charge en AMP avec don de gamètes conformément 

à la réglementation française (15). 

Les couples receveurs ont été pris en charge en ICSI. Après l’injection par ICSI des ovocytes 

réchauffés, le transfert intra-utérin d’un ou deux embryons était réalisé au deuxième jour de 

développement (stade clivé) ou au cinquième jour de développement (stade blastocyste). De 

2013 à 2016, les transferts embryonnaires ont été essentiellement réalisés au stade clivé. La 

maitrise progressive de la culture prolongée et de la vitrification au stade blastocyste a par la 

suite permis de réaliser plus fréquemment un transfert au stade blastocyste, de 2016 à 2020. 

Neuf à dix jours après le transfert, les patientes ont bénéficié d’un dosage sanguin des beta-

HCG. En cas de résultat positif, un dosage de confirmation était réalisé à 48h, afin d’apprécier 

la cinétique d’évolution. Si ce taux doublait, une échographie de datation était prévue entre 7 

et 8 semaines d’aménorrhée. La présence d’un sac gestationnel intra utérin comportant un 

embryon avec une activité cardiaque à l’échographie définissait alors la grossesse clinique. 

Une persistance de ce sac à l’échographie du premier trimestre (11-12 SA) définissait la 

grossesse évolutive ou grossesse « en cours ».  

De 2013 à 2017, la culture embryonnaire a été réalisée en milieux séquentiels (suite G1™-

G2™, Vitrolife) à 37°C, 6% CO2, 5% O2. Depuis janvier 2018, la culture embryonnaire est 

réalisée en milieu unique (GTL-PLUS™, Vitrolife) à 37°C, 6% CO2, 5% O2. 

Les embryons transférés au stade clivé étaient les embryons considérés comme « TOP », 

c’est-à-dire normalement fécondés, présentant quatre blastomères typiques et moins de 30% 

de fragmentation. Lorsque le transfert embryonnaire était réalisé à J5, le blastocyste choisi 

pour le transfert était au moins de stade B3 pour la classification de Gardner (32) et était 

caractérisé par une masse cellulaire interne et un trophectoderme de grade A ou B. 

II.2. Protocole de stimulation des donneuses 

Deux protocoles de blocage de l’ovulation ont été utilisés : 

- Le protocole agoniste, avec blocage ovulatoire induit par injection de triptoréline LP 

3mg (DECAPEPTYL®) au premier jour du cycle précédent. 

- Le protocole antagoniste, avec blocage ovulatoire induit par injection de cétrorelix 

(CETROTIDE®) ou ganirelix (FYREMADEL®) en dose journalière de 0,25mg à 

compter de l’obtention de follicules d’une taille égale à 14 mm en surveillance 

échographique. 
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La stimulation folliculaire a été réalisée par injections quotidiennes de FSH recombinante 

(Follitropine alpha GONAL-F®, BEMFOLA® ; Follitropine beta PUREGON®) ou de 

ménotropines (MENOPUR®, FERTISTARTKIT®). La dose de départ était déterminée selon 

l’âge et le bilan de réserve ovarienne de la patiente, puis adaptée à la surveillance 

échographique à partir de J8-J10. 

Le déclenchement de l’ovulation était réalisé à partir de l’obtention d’au moins quatre follicules 

de 17mm, par injection de choriogonadotrophine alpha (OVITRELLE® 250 UI) dans les deux 

types de protocole ou de triptoréline (DECAPEPTYL® 0,1mg, 2 ampoules) en cas de protocole 

antagoniste. 

La ponction ovarienne pour recueil des complexes cumulo-ovocytaires par voie transvaginale 

a été réalisée 35 heures après le déclenchement de l’ovulation.  

II.3. Préparation endométriale des patientes receveuses 

La préparation endométriale des receveuses en cycle naturel était réalisée par administration 

d’œstradiol per os (OROMONE®) 2 mg matin et soir à partir de J2 du cycle de la receveuse, 

avec augmentation à trois comprimés à J8. Une surveillance échographique à partir de J13-

J14 permet d’estimer l’épaisseur endométriale. A partir d’une épaisseur de 7-8mm, une 

supplémentation par progestatif intra-vaginal était instaurée (PROGESTAN® 200 mg, 3 ovules 

par jour). Le transfert était alors réalisé à J2 ou J5 de prise en fonction du stade embryonnaire. 

Le traitement était poursuivi jusqu’à la prise de sang de contrôle. 

Pour les patientes faibles répondeuses, un cycle de stimulation artificielle monofolliculaire a 

été réalisé, avec injection de gonadotrophines à partir de J8, blocage de l’ovulation et 

déclenchement de l’ovulation (OVITRELLLE ®) lorsque la maturité endométriale était 

satisfaisante. 

II.4. Protocoles de vitrification et de réchauffement ovocytaire 

Les ovocytes ont été décoronisés (Hyaluronidase 80 UI/mL) deux heures après ponction 

ovarienne. Après évaluation de la maturité nucléaire, les ovocytes en métaphase de 2e division 

de méiose ont été vitrifiés. 

Chaque protocole de vitrification utilise des milieux tamponnés en MOPS, supplémentés par 

de la gentamycine et de l’albumine humaine (HSA). Les cryoprotecteurs contenus dans 

chacun des milieux sont rapportés dans le tableau 4. Les concentrations sont tenues 

confidentielles par le fournisseur. 
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Milieu Blast (A) Temps 
d’incubation 

Oocyte (B) Temps 
d’incubation 

Omni © Temps 
d’incubation 

Bain 
n°1 

Aucun CPA 5 - 20 minutes Aucun CPA 5 - 20 minutes Aucun CPA 5 - 20 minutes 

Bain 
n°2 

Ethylène 
glycol 

Propanediol 

2 minutes Ethylène 
glycol 

Propanediol 

2 – 5 minutes Ethylène 
glycol 

Propanediol 

2 – 5 minutes 

Bain 
n°3 

Ethylène 
Glycol 

Propanediol 

Ficoll 

35 – 45 
secondes 

Ethylène 
Glycol 

Propanediol 

Sucrose 

25 – 35 
secondes 

Ethylène 
Glycol 

Propanediol 

Sucrose 

30 – 45 
secondes 

Tableau 4 : composition et conditions d’utilisation des milieux pour chaque protocole de vitrification 

ovocytaire utilisé.  CPA : agent cryoprotecteur. 

 

Le protocole de vitrification est présenté dans la figure 13. L’ensemble des manipulations est 

effectué à 37°C. Après une incubation de 5 à 20 minutes dans 1mL de milieu de base 

tamponné en MOPS sans cryoprotecteur (bain n°1), les ovocytes sont mis en équilibration 

dans 1 mL de milieu contenant de l’éthylène glycol et du propanediol (bain n°2). Cette 

équilibration dure deux minutes pour le protocole A. Pour les protocoles B et C, l’équilibration 

est objectivée par une rétraction puis réexpansion de l’ovocyte (figure 14), dans les deux à 5 

minutes après l’immersion. Enfin, les ovocytes sont placés dans la solution de vitrification (bain 

n°3). Cette étape se déroule dans une goutelette de 20 µL pour le protocole A, dans 2 gouttes 

successives de 50 µL pour le protocole B et dans une goutte de 20 µL pour le protocole C. 

Les ovocytes son ensuite disposés sur la zone de chargement du support Rapid-i® dans un 

minimum de milieu. La paillette est ensuite immédiatement plongée dans son fourreau 

préalablement immergé dans l’azote liquide au sein d’une Smart-Box (Vitrolife). Le dispositif 

est ensuite scellé à l’aide d’une soudeuse à ultrasons. 

Chaque paillette contenant un seul ovocyte est au préalable identifiée par un numéro unique. 
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Figure 13 : protocole de vitrification 

 

 

Figure 14 : ovocyte expansé (à gauche) et collapsé (à droite). Source : Smith et al. (43) 

 

Les ovocytes sont ensuite stockés dans une cuve d’azote liquide jusqu’à leur utilisation.  

Pour le réchauffement des ovocytes vitrifiés, trois protocoles ont été employés successivement 

(tableau 5). 
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Milieu Oocyte 
(B) 

Temps 
d’incubation 

Omni 
(C) 

Temps 
d’incubation 

Cleave 
(D) 

Temps 
d’incubation 

Bain 
n°1 

Sucrose 1 min Sucrose 1 min Sucrose 10 – 30s 

Bain 
n°2 

Sucrose 3 min Sucrose 3 min Sucrose 1 min 

Bain°3 Sucrose 5 min Sucrose 5 min Sucrose 2 min 

Tableau 5 : composition et temps d’incubation des bains de réchauffement. 

 

Le protocole de réchauffement est présenté dans la figure 15. Pour les trois protocoles, les 

ovocytes réchauffés sont exposés successivement à des concentrations décroissantes de 

sucrose dans des bains de 1mL à 37°C. Les temps d’exposition sont présentés dans le tableau 

5. Les ovocytes sont ensuite rincés dans des microgouttes de milieu de rinçage (GTL Plus™, 

Vitrolife), puis placés dans une microgoutte de milieu de culture embryonnaire. La survie 

embryonnaire est alors évaluée immédiatement, puis deux heures après. Les ovocytes intacts 

peuvent alors être injectés. 

 

Figure 15 : protocole de réchauffement. 

 

II.5. ICSI et culture embryonnaire 

Après réchauffement, les ovocytes sont ensuite micro-injectés à l’aide d’un microscope avec 

système de micromanipulation. Pour chaque ovocyte intact, un spermatozoïde est sélectionné 

sur des critères de forme et de mobilité et est injecté au sein du cytoplasme. A l’issue de la 



 

Maxime LAFONTAINE | Thèse d’exercice | Université de Limoges | 20212021 51 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

procédure, les ovocytes ainsi fécondés sont disposés dans des microgouttes de milieu de 

culture embryonnaire. Ils sont ensuite placés dans une étuve thermostatée. 

Le développement embryonnaire est ensuite évalué par lecture au microscope ; les 

évènements évalués sont la présence d’une fécondation correcte à J1, la présence d’un 

clivage précoce, la morphologie à J2, J3, J5 et J6. Les embryons sont typés à J2 et J5 pour 

décider d’un éventuel transfert ou d’une vitrification. 

Plusieurs variables ont été évaluées en regard du développement embryonnaire : 

- Le taux de fécondation, défini comme le rapport entre le nombre d’ovocytes 

correctement fécondés (zygotes) sur le nombre d’ovocytes injectés 

- Le taux d’obtention J2, défini comme le rapport entre le nombre d’embryons J2 sur le 

nombre de zygotes 

- Le taux de tops J2, défini comme le rapport entre le nombre de TOP J2 sur le nombre 

d’embryons J2 

- Le taux de blastulation, défini comme le nombre d’embryon ayant au moins atteint le 

stade B1 à l’issue de la culture prolongée (CP) sur le nombre d’embryons ayant été 

mis en CP 

- Et le taux de top J5, défini comme le nombre de blastocystes TOP sur le nombre de 

blastocystes obtenus 

II.6. Transfert embryonnaire et issues de grossesse. 

Le transfert embryonnaire a été le plus souvent réalisé à J2. Un ou deux embryons au 

maximum ont été transférés sur les premières tentatives. Le ou les embryons étaient 

transférés en intra-utérin sous contrôle échographique à l’aide d’un cathéter de transfert 

(Frydman® Classic ou TDT®, laboratoire CDD). La patiente receveuse a bénéficié d’un 

soutien de la phase lutéale par ovules de progestérone. 

II.7. Critères de jugement 

Le critère de jugement principal était le taux de grossesse cliniques par transfert embryonnaire, 

défini comme le nombre de grossesses cliniques rapportées au nombre de transferts 

embryonnaires effectués. 

Les critères de jugement secondaires étaient : 

- Le taux de survie ovocytaire, défini comme le nombre d’ovocytes injectés sur le nombre 

d’ovocytes réchauffés 

- Les paramètres du développement embryonnaire précoce tels que décrits 

précédemment  

- Le taux d’implantation, défini comme le nombre de sacs avec activité cardiaque 

rapporté au nombre d’embryons transférés 

- Le taux d’implantation pour 100 ovocytes réchauffés, défini comme le nombre de sacs 

avec activité cardiaque dans le sous-groupe rapporté au nombre total d’ovocytes 

réchauffés 

- Le taux d’accouchement et le taux de fausses couches par transfert 
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- Les taux de grossesse par cycles frais, cycles cumulés et cycles cumulés complet. Les 

taux de grossesses par cycles frais étaient définis comme le nombre de grossesses 

sur transfert frais sur le nombre de tentatives entamées dans le sous-groupe.  

- Les taux de grossesses par cycles cumulés représentaient le nombre de grossesses 

sur transfert frais et transferts d’embryons décongelés, rapportés au nombre de 

tentatives dans le sous-groupe.  

- Enfin, le taux de grossesses par cycles cumulés complet rapportait au nombre de 

grossesses sur transfert frais et transfert d’embryons décongelés rapportés au nombre 

de tentatives pour lesquelles le cycle était considéré comme complet. Un cycle complet 

était défini comme un cycle où l’ensemble des embryons transférables obtenus avaient 

été transférés ou tout cycle où au moins un accouchement avait eu lieu (104). 

II.8. 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, selon les milieux de vitrification/réchauffement, ont considéré 

des modèles mixtes permettant de prendre en compte les différentes sources de variabilité, 

notamment « données répétées » en termes de donneuses d’ovocytes et de couples 

receveurs.  

Des modèles linéaires (mixtes) ont été mis en œuvre pour les données (dépendantes) de 

nature quantitative et des modèles linéaires généralisés (mixtes) de type logistique pour les 

variables catégorielles.  

Lorsque les analyses ne concernaient pas des données répétées telles que décrites 

précédemment, les comparaisons entre groupes ont été réalisées par le test du Chi2 ou le cas 

échéant par le test exact de Fisher pour les paramètres de nature catégorielle et par ANOVA 

ou test de Kruskal-Wallis si les conditions d’application de l’ANOVA n’étaient pas respectées. 

L’homoscédasticité a été étudiée par le test de Bartlett.  

Tous les tests statistiques ont été réalisés en formulation bilatérale pour un risque d’erreur de 

première espèce de 5% ; quand nécessaire (omnibus p-value inférieure à 0.05), une correction 

de type Sidak a été appliquée afin de prendre en compte les comparaisons multiples.  
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III. Résultats 

III.1. Caractéristiques des couples receveurs et donneuses  

Les caractéristiques des couples receveurs sont présentées dans le tableau 6. 

Nous n’avons pas observé de différence significative concernant l’âge, l’indice de masse 

corporelle (IMC) le rang de tentative, l’épaisseur endométriale à J14 et les paramètres du 

spermogramme des couples receveurs pris en compte dans notre étude dans les 4 groupes 

analysés.  

Il n’a pas été mis en évidence de différence pour les indications de recours au don d’ovocytes 

entre les différents groupes de receveurs analysés (figure 16). 

 

Groupe AD BB BC CC p-
value 

Nombre de tentatives 40 41 39 31  

Age  

(années) 

35,8 ± 4,8 33,7 ± 4,7 36,4 ± 4,1 35,0 ± 4,3 ns 

IMC (kg/m²) 23,8 ± 3,7 23,9 ± 4,8 24,2 ± 4,8 23,8 ± 4,3 ns 

Rang moyen de tentative ICSI 1,3 1,5 1,2 1,3 ns 

Epaisseur endométriale à J14 
(mm) 

7,7 ± 2,2 8,1 ± 2,1 9,0 ± 2,1 8,5 ± 2,7 ns 

Numération spermatozoïdes 
(106) 

196,8 ± 
208,7 

284,1 ± 
225,7 

187,7 ± 
183,9 

232,9 ± 
205,6 

ns 

Concentration 
spermatozoïdes (106/mL)  

65,6 ± 
70,4 

84,3 ± 
66,6 

79,0 ± 
66,6 

77,7 ± 
66,5 

ns 

Mobilité progressive 
spermatozoïdes (%) 

42,0 ± 
12,9 

45,1 ± 
15,0 

41,7 ± 
13,2 

40,6 ± 9,9 ns 

Formes typiques 
spermatozoïdes (%) 

7,8 ± 7,6 6,5 ± 7,6 5,4 ± 5,5 7,0 ± 4,8 ns 

Tableau 6 : caractéristiques des couples receveurs.  

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

Le seuil de significativité est p < 0,05, ns = non significatif 
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Figure 16 : Indications de recours au don d’ovocytes (p=0,29) 

 

Les caractéristiques de la population des donneuses sont présentées dans le tableau 7.  

Il n’est pas retrouvé de différence significative au niveau de l’âge moyen ou de l’IMC des 

donneuses. La proportion de donneuses sans enfant était plus faible au sein du groupe AD (p 

= 0.009).  

A propos du protocole de stimulation, nous n’avons pas observé de différence en regard de la 

dose totale de gonadotrophines administrées, du nombre de CCOs ponctionnés et du nombre 

d’ovocytes vitrifiés. Nous avons observé une augmentation progressive du recours au 

protocole antagoniste dans le temps (p = 0,001) (figure 17). 
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Groupe AD BB BC CC p-value 

Age moyen 
(années) 

31,6 ± 3,0 31,9 ± 3,7 31,6 ± 3,1 31,6 ± 4,0 ns 

IMC (kg/m²) 24,0 ± 3,8 22,9 ± 4,1 23,3 ± 4,6 23,3 ± 3,9 ns 

Part des 
donneuses sans 

enfants (%) 

0 5,1 18,4 19,3 0.009 

Nb receveuses 
allouées 

1,9 ± 0,7 2,1 ± 1,5 1,7 ± 1,0 1,3 ± 0,7 0,027 

Dose totale de 
gonadotrophines 

(UI) 

1803,4 ± 
506,1 

1882 ± 
508,6 

1731,5 ± 
493,8 

1827,0 ± 
518,6 

ns 

Nombre de 
CCOs 

ponctionnés 

15,6 ± 5,9 19,3 ± 12,5 16,5 ± 9,5 14,2 ± 6,6 ns 

Nombre 
d’ovocytes 

vitrifiés 

10,5 ± 3,9 13,1 ± 9,5 12 ± 7,4 10,5 ± 4,8 ns 

Tableau 7 : données relatives à la population des donneuses. 

 

 

Figure 17 : Répartition des protocoles de blocage de l'ovulation utilisés pour les donneuses (p=0,001) 
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III.2. Impact des milieux sur la survie et le développement embryonnaire précoce 

Le tableau 8 présente les résultats des tentatives d’AMP avec ovocytes donnés réchauffés et 

utilisés en ICSI. 156 tentatives ont été analysées.  

L’utilisation des milieux de vitrification spécifique ovocytaire et universels apportent une 

augmentation significative du taux de survie ovocytaire (p = < 10-4, AA : 61.2% ; BB : 75.6% ; 

BC : 85.5% ; CC et 93.7%). En corollaire, le nombre d’ovocytes disponibles pour la micro-

injection a augmenté de façon significative entre les groupes (p = 10-4).  

Il n’existe pas différence significative des taux de fécondation, des taux d’obtention d’embryons 

clivés et de la qualité embryonnaire à J2 entre les groupes analysés.  

A partir de 2016, la culture prolongée a été appliquée pour les tentatives d’ICSI avec les 

ovocytes donnés et réchauffés se traduisant par une augmentation progressive de l’application 

de la culture tardive sur les trois groupes concernés (BB : 63,4% ; BC 74,3%, CC 96,7%). 

Nous n’avons pas observé de différence du taux de blastulation et du taux d’obtention de top 

blastocystes après utilisation des milieux de vitrification spécifiques ovocyte, universels ou la 

combinaison des deux (BB : 41,7%, BC : 37,5%, CC : 44,5%, p > 0,05). 

Groupe AD BB BC CC p-value 

Nombre 
moyen 

d’ovocytes 
attribués 

5,4 6,3 6,4 6 ns 

Taux de 
survie 

61,2 ± 21,9* 75,6 ± 19,4** 85,5 ± 17,5 93,7 ± 10,0** p0.05 

Taux de 
fécondation 

61,7 ± 35,5 68,1 ± 32,4 67,9 ± 23,8 74,9 ± 21,3 ns 

Taux 
d’obtention 
embryons 
clivés (J2) 

88,8 ± 26,8 

 

89,3 ± 24,6 

 

94,6 ± 17,8 

 

97,9 ± 6,5 

 

ns 

Taux de TOP 
embryons J2 

33,2 ± 32,2 38,0 ± 34,2 43,6 ± 31,5 41,6 ± 32,0 ns 

Cycles avec 
culture 

prolongée (%) 

2.5 63,4 74,3 96,7 0.001 

Taux de 
blastulation 

0 41,7 ± 40,6 50,3 ± 37,4 46,6 ± 39,6 ns 

Taux de TOP 
blastocystes 

J5 

/ 27,0 ± 32,2 37,5 ± 39,6 44,5 ± 41,5 ns 

Tableau 8 : Caractéristiques du développement embryonnaire précoce après ICSI avec les ovocytes 

réchauffés pour les couples receveurs 
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III.3. Impact des milieux sur les issues de tentatives 

Les résultats des issues d’AMP avec transfert d’embryons frais sont présentés dans le tableau 

9. 

Le transfert embryonnaire au stade de blastocyste a été appliqué de façon plus fréquente pour 

le groupe universel CC (CC : 17,8%, BC : 2,9%, AA : 0%, BB : 0%, p=0.03) (figure 18). 

Nous avons observé une tendance de taux d’implantation, de grossesses cliniques et 

d’accouchements plus faible lorsque le protocole utilisant le milieu ovocytaire BB était utilisé. 

Lorsque le milieu universel C est utilisé dans un protocole (BC ou CC) les taux d’implantation, 

de grossesses et d’accouchements étaient similaires au protocole utilisant la combinaison de 

milieux embryonnaires AD (p  0.05). 

Le taux de fausses couches est similaire entre les 4 groupes analysés. 

Enfin, l’analyse du taux d’implantation pour 100 ovocytes réchauffés met en évidence une 

tendance au meilleur rendement de la combinaison de milieux spécifiques embryonnaires 

(AD : 7,8%) à la limite du seuil de significativité (BB : 2,0%, BC : 5,0%, CC : 4,9%, p=0,051). 

Groupe AD BB BC CC p-value 

Nombre moyen 
d’embryons transférés 

1,2 1,2 1,4 1,5 p=0,39 

Taux de transfert frais J5 
(%) 

0 0 2.9 

 

17.8 

 

p=0,003 

Taux d’implantation (%) 32,7 9,4 25 

 

21,4 

 

p=0,084 

Taux d’implantation pour 
100 ovocytes réchauffés 

(%) 

7,8 2,0 5,0 4,9 p=0,051 

Taux de grossesses par 
transfert (%) 

41,4 13,5 29,4 28,6 p=0,09 

Taux d’accouchement (%) 27,5 7,3 15,3 19,3 p=0,157 

Taux de FCS (%) 2,5 4,8 10,2 6,4 p=0,566 

Tableau 9 : issues des tentatives après transfert frais. 
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Figure 18 : Transfert d’embryon réalisé au stade précoce (J2) ou tardif (J5) (*p=0,03) 
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IV. Discussion 

La méthode de vitrification ovocytaire est aujourd’hui largement utilisée dans les centres 

d’AMP pour le don d’ovocytes. Apportant des chances de grossesses similaires à l’utilisation 

d’ovocytes frais (67) elle a pour bénéfice d’optimiser la  gestion de l’appariement avec les 

couples receveurs. Compte tenu de l’application de la vitrification pour la conservation des 

embryons et des ovocytes dans les laboratoires d’AMP, des milieux de vitrification universels 

applicables à l’ovocyte et l’embryon sont apparus sur le marché ces dernières années. Notre 

étude a permis de mettre en évidence l’absence d’influence de l’utilisation du milieu de 

vitrification universel analysé (Omni™, Vitrolife) sur les chances de grossesses en ICSI avec 

don d’ovocyte comparé à l’utilisation d’un milieu spécifique ovocytaire (Oocyte™, Vitrolife) ou 

embryonnaire (Blast™/Cleave™, Vitrolife) dans le service AMP-CECOS du CHU de Clermont 

Ferrand. Nous avons même pu observer une amélioration du taux de survie ovocytaire lorsque 

ce milieu universel était utilisé par rapport aux milieux de vitrification spécifiques ovocytaire et 

embryonnaire. 

 Il est rassurant d’observer que les résultats obtenus dans notre centre avec l’utilisation 

du milieu de vitrification universel sont proches de ceux observés sur le plan national. En effet,  

en 2018, le taux de grossesses cliniques par transfert en AMP pour les receveuses d’ovocytes 

était en France de 24,5% (105) versus 28,6% dans notre centre. Néanmoins, ces résultats 

restent inférieurs à ce qui est régulièrement rapporté dans la littérature internationale (tableau 

10).  



 

 

Année Auteur 

Nombre 
d'ovocytes 
réchauffés 

Taux de 
survie 

Taux de 
fécondation 

Taux 
d'implantation 

Taux de grossesse 
par transfert 

Jour du 
transfert 

Nombre moyen 
d'embryons transférés 

Origine des 
ovocytes 

Age moyen des 
donneuses 

2008 Cobo et al. 231 96,9 76,3 40,8 65,2 J2/J3 2,1 Donneuses 26,7 

2009 Chian et al. 463 81,4 75,6 19,1 44,7* J2/J3 3,5 Autologues 31,5 

2009 Cao et al. 292 91,8 67,9 / / / / 
Don en egg-

sharing / 

2010 Rienzi et al. 124 96,7 79,2 20,4 38,5 J2/J3 2,3 Autologues 35,5 

2010 Smith et al. 349 81,0 77,0 / 38,0* J2/J3 / Autologues 32,0 

2010 Cobo et al. 3286 92,5 74,2 39,9 55,4 J2/J3 1,7 Donneuses 26,7 

2011 Paffoni et al. 261 57,9 57,6 5,8 7,8* J2/J3 / Autologues 34,6 

2011 Paffoni et al. 268 82,8 73,0 13,4 26,4* J2/J3 / Autologues 35,6 

2011 Parmegiani et al. 168 89,9 84,9 17,1 35,5 J2/J3 2,5 Autologues 35,0 

2011 Trokoudes et al. 210 91,4 84,4 24,7 55,6 J2/J3 2,3 
Don en egg-

sharing 29,3 

2012 Stoop et al. 123 90,2 77,5 33,3 50,0 J2/J3 / Donneuses 26,4 

2012 Rienzi et al. 2721 84,7 75,2 / 38,1 
J2/J3 et 

J5/J6 1,9 Autologues 36,0 

2012 Cai et al. 395 83,0 83,8 25,5 42,3 J2/J3 1,9 
Don en egg-

sharing 28,2 

2013 Machac et al. / 94,0 76,0 34,4 51,0 J5/J6 1,8 Donneuses 24,6 

2015 Cobo et al. 42152 90,4 71,2 39,0 50,8 / 59,9***  
J2/J3 et 

J5/J6 1,9 Donneuses 25,9 

2016 De Muncke et al. 793 82,8 76,0 / / / / Donneuses 29,8 

2016 De Muncke et al. 253 93,7 74,3 / 30,0 / 46,2** J2/J3 1,6 Donneuses 28,0 

2016 De Muncke et al. 253 93,7 74,3 16,6 / 27,3** 16,6 / 45,5 ** J2/J3 1,6 Donneuses 28,0 

2016 Papatheodorou et al. 984 92,7 81,6 38,9 58,7* J5/J6 2,0 Donneuses 28,0 

2016 Braga et al. 2770 94,4 80,2 43,0 49,6* J5/J6 1,8 
Don en egg-

sharing 31,3 

2017 Cobo et al. / 94,5 77,1 36,1 / 49,4***  50,7 / 63,9*** 
J2/J3 et 

J5/J6 1,9 / 1,7 Donneuses 26,2 

2018 Seshadri et al. 1490 73,6 66,1 / 51,8 
J2/J3 et 

J5/J6 / Donneuses 26,0 

2019 Pujol et al. 474 88,9 69,8 35,1 50,0 J2/J3 1,9 Donneuses 24,8 

2019 Pujol et al. 498 94,5 54,1 24,2 40,0 J2/J3 1,8 Donneuses 24,8 

2020 Rienzi et al. 1982 86,0* 76,0* / / 
J2/J3 et 

J5/J6 / Donneuses 25,7 

2020 Gala et al. 406 82,3 65,2 21,5 32,3 J2/J3 1,6 Donneuses 31,7 



 

 

Tableau 10 : Principaux résultats rapportés dans la littérature. * résultats par cycle, ** SET vs DET, *** 

transfert J3 vs J5. Les études surlignées en orange utilisent le diméthylsulfoxide comme 

cryoprotecteur (DMSO), les études surlignées en en bleu utilisent le propanediol (PROH) 

 

L’âge de la donneuse est l’un des principaux facteurs prédictifs des chances de 

grossesse en AMP et ceci en raison d’une plus faible réserve ovarienne et d’une dégradation 

de la qualité fonctionnelle ovocytaire avec le temps (106). De ce fait, l’utilisation d’ovocytes de 

donneuses jeunes permet d’améliorer les taux de grossesse, indépendamment de l’âge des 

receveuses (107,108). Le tableau 10 rapporte des résultats en taux de grossesse supérieurs 

à 40% pour les cohortes de donneuses dont l’âge moyen est inférieur à 30 ans. En particulier, 

Cobo et al rapportent un taux de grossesse par transfert de 55% pour une population de 25,9 

ans d’âge moyen (93) par l’analyse de six années d’expérience de leur centre en Espagne. En 

France, l’âge moyen des donneuses est plus élevé. En effet, 67,4% des donneuses en 2018 

avaient plus de 31 ans (109). Les donneuses prises en compte dans notre étude ont un âge 

moyen de 31,7 ans. L’expérience du centre d’AMP de Montpellier publiée en 2020 (102) 

retrouvait un taux de grossesse comparable à celui que nous observons avec l’utilisation du 

milieu universel (31,7%) pour une population de donneuses d’âge moyen identique. Cette 

différence d’âge entre les populations de donneuses françaises et étrangères s’explique sans 

doute du fait de la rémunération du don (110), non autorisée en France (16). 

Le nombre d’embryons transférés est également un facteur déterminant pour les chances de 

grossesses. Le transfert de deux embryons (Double Embryo Transfer, DET) permet l’obtention 

de taux de grossesses plus élevés que le transfert d’un seul embryon (Single Embryo Transfer, 

SET) (111) avec néanmoins un risque de grossesse gémellaire plus élevé.  La majorité des 

centres ont un recours prédominant au DET (tableau 10), avec un nombre moyen d’embryons 

transférés proche de 2 embryons par transfert. Dans notre étude, le nombre moyen 

d’embryons transférés est compris entre 1,2 et 1,5 selon les groupes, ce qui peut expliquer la 

discordance entre nos résultats et ceux rapportés dans la littérature. L’étude publiée par le  

centre de Montpellier (102) retrouvait en effet un taux de grossesse proche de notre groupe 

« milieu universel » (32,3% vs. 28,6%) pour un nombre moyen d’embryons transférés 

semblable (1,6 vs.1,5).  

L’amélioration des conditions de culture prolongée dans les laboratoires d’AMP a conduit à 

l’introduction progressive du transfert au stade blastocyste à J5 dans le service avec la mise 

en place d’une politique de transfert sélective d’un seul blastocyste à J5. Le tableau 10 

rapporte l’application de cette stratégie de transfert dont la prévalence dans la littérature a 

augmenté de façon récente. La réalisation d’un transfert embryonnaire au stade tardif 

(blastocyste, J5) retrouve de meilleurs taux de grossesse comparé au transfert embryonnaire 

au stade clivé (J2-J3) (112). Nos résultats n’ont cependant pas retrouvé d’amélioration 

significative à la suite de l’introduction du transfert à J5 dans les groupes employant le milieu 

universel. Ceci peut être expliqué par la prévalence encore faible du recours au transfert de 

blastocyste dans ces groupes.  

Une attention particulière doit également être portée à la politique d’attribution des ovocytes 

par tentative, car le nombre d’ovocytes attribués au couple receveur pour le don est prédictif 

des chances d’obtention de naissance vivante, avec un seuil rapporté à 8 ovocytes par 

tentative (90,93,101). En effet, plus le nombre d’ovocytes attribué est élevé et plus le nombre 

potentiel d’embryons à transférer augmente. Le nombre d’ovocytes attribués dans notre étude 
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est en moyenne 6 par patiente dans le groupe « milieu universel ». Ceci est en lien avec un 

pool de donneuses et d’ovocytes disponibles moindre au niveau de notre centre. En raison du 

plus faible nombre de donneuses en France, le faible nombre d’ovocytes disponibles implique 

le choix entre une politique d’attribution d’un nombre élevé d’ovocytes pour un nombre plus 

restreint de couples ou l’attribution d’un nombre plus restreint d’ovocytes pour un nombre plus 

élevé de couples, comme c’est le cas dans notre centre. Enfin, il faut mettre en regard le 

nombre d’ovocytes alloués avec le taux de survie ovocytaire. Rienzi et al. suggèrent en effet 

une meilleure efficience d’un programme de don lorsque le nombre d’ovocytes disponibles 

après réchauffement est supérieur ou égal à 7, ce qui correspond à une politique d’attribution 

minimale de 8 ovocytes pour un taux de survie supérieur à 90% (101). Nos résultats retrouvent 

un taux de survie équivalent avec l’emploi du milieu universel, mais une politique d’attribution 

moindre en raison du faible pool de donneuse, ce qui contribue à des résultats inférieurs à 

ceux décrits par Rienzi et al. ou Cobo et al. (Tableau 10). 

Enfin, les modalités de stimulation peuvent avoir un impact sur le nombre d’ovocytes obtenus 

et par conséquent le nombre d’ovocytes disponibles pour le don. Durant notre période d’étude, 

le blocage de l’ovulation a d’abord été majoritairement réalisé par triptoréline. Un protocole de 

type antagoniste a par la suite été progressivement mis en œuvre pour la stimulation des 

donneuses. Nous avons réalisé une analyse multivariée en incluant ce facteur et n’avons pas 

retrouvé d’impact de ces protocoles sur les résultats en termes de taux de grossesses, de 

naissances vivantes et de fausses couches.  

En regard de la qualité ovocytaire, nous avons observé une proportion significativement plus 

faible de donneuses n’ayant jamais procréé dans le groupe employant les milieux 

embryonnaires (0%). Ceci peut avoir eu un impact sur les bons résultats obtenus dans ce 

groupe en termes d’issues, car la présence d’un antécédent d’accouchement est un facteur 

de bon pronostic en AMP (26). A l’époque de l’emploi de ces milieux, le don d’ovocytes était 

interdit en France aux femmes n’ayant pas encore procréé, ce qui explique cette différence. 

L’ouverture du don à ces femmes a été effective à compter d’octobre 2015 (113). 

  

Les milieux de vitrification ovocytaire actuellement présents sur le marché sont 

composés d’une combinaison de deux cryoprotecteurs (CPA) pénétrants. Cette association 

permet de diminuer leur concentration individuelle et limiter leur toxicité spécifique (114). La 

combinaison la plus souvent retrouvée associe l’éthylène glycol, un CPA de pénétrance et 

toxicité faible, à un CPA plus pénétrant mais aussi plus cytotoxique : le diméthylsulfoxyde 

(DMSO) ou le propanediol (PROH). Le DMSO, aujourd’hui majoritairement représenté dans 

les milieux de vitrification commercialisés est utilisé depuis le début des années 1970 (45), 

pour la préservation de différents types de tissus et cellules (58,114). Son utilisation dans les 

protocoles de conservation gamétiques et embryonnaires est restée limitée dans les années 

1980 et 1990 en raison de meilleurs résultats obtenus par le PROH dans les protocoles de 

congélation lente (6,115). Il est admis depuis les années 80 (114) que la toxicité spécifique 

des CPA sur les organes et tissus résulte de mécanismes biochimiques directement liés aux 

propriétés physico-chimiques des molécules employées et de leur interaction avec les 

multiples composants présents dans les tissus et cellules-cibles. Bien que ces mécanismes 

ne soient pas tous élucidés et parfaitement compris pour chaque CPA et chaque combinaison 

de CPA, chacun d’entre eux présente des propriétés  qui leur sont propres et dont l’action est 

majorée par l’élévation de la température du milieu, l’augmentation de la concentration du 

CPA, l’allongement du temps de contact avec la cellule ou le tissu et la nature de ces derniers 
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(58,60,61,66). C’est l’une des raisons pour lesquelles le DMSO, dont les capacités de 

dénaturation protéique, d’interaction avec le fuseau méiotique et potentiellement de 

remaniement épigénétique dans certains types cellulaires (58,61,116) a été longtemps écarté 

des protocoles de cryopréservation gamétique (87,91). Par ses résultats supérieurs, le PROH, 

considéré comme moins toxique, a été largement employé dans les protocoles de congélation 

lente. Toutefois, l’émergence de la vitrification avec la mise en œuvre de temps de contacts 

limités avec les CPA a permis un nouvel essor de l’utilisation du DMSO, notamment suite à la 

description du protocole de vitrification embryonnaire et ovocytaire par Kuwayama (65,103). 

Parallèlement, des protocoles de vitrification DMSO-free ont été décrits (85), donnant 

naissance à l’émergence de kits employant le PROH (MediCult Vitrification Cooling, Cooper 

Surgical® ; RapidVit™ Blast, Vitrolife). Le PROH a pour particularité d’avoir une pénétrance 

optimale à 37°C, tandis que le DMSO a une pénétrance optimale à température ambiante. 

Ceci présente l’avantage de maintenir l’ovocyte ou l’embryon à température physiologique et 

préserve l’organisation du fuseau méiotique, vulnérable aux baisses de température (66). De 

plus, le maintien de la température à 37°C est présenté comme apportant des bénéfices en 

termes de stabilité et de reproductibilité de la technique, comparé à la mise en œuvre de 

protocoles en « température ambiante », ce qui peut désigner une plage de températures 

variables et moins reproductibles. Néanmoins, le maintien de la température à 37° présente 

une contrainte matérielle et technique et augmente également potentiellement la pénétrance 

et la toxicité de l’éthylène glycol. Enfin, le PROH présente lui-aussi des mécanismes de toxicité 

cellulaire. En effet, il lui a été imputé une génotoxicité sur les ovocytes de souris (60), une 

toxicité par production de formaldéhyde intracellulaire (61), une déstabilisation du fuseau 

méiotique et du cytosquelette (7) et une élévation des niveaux de calcium intracellulaire (117). 

Il est cependant difficile de généraliser ces résultats en regard de la variabilité importante des 

protocoles employés (température, durée d’exposition), parfois relativement éloignés des 

conditions d’emploi réelles en AMP et souvent obtenus après étude de gamètes et/ou 

embryons de souris ou d’autres mammifères. 

Les autres études rapportées dans la littérature employant du PROH comme CPA ont mis en 

évidence des taux de survie supérieurs à 80% (tableau 10), comparables avec nos résultats 

lorsque le milieu universel était employé. Seules deux de ces études rapportent l’utilisation du 

milieu de vitrification RapidVit™ Oocyte (92,100). A notre connaissance aucune étude publiée 

ne rapporte jusqu’alors des résultats après utilisation du milieu universel RapidVit™ Omni pour 

la vitrification ovocytaire. 

Contrairement aux protocoles de congélation lente, aucune association de CPA ne s’est 

imposée sur l’autre pour la vitrification et d’excellents résultats ont été rapportés dans la 

littérature avec des combinaisons différentes (tableau 10). Il n’existe pas à notre connaissance 

d’études rapportant une comparaison stricte de l’emploi de deux combinaisons de milieux de 

CPA pour la vitrification ovocytaire chez l’homme. En 2019, l’équipe de Pujol (100), en 

comparant un système ouvert versus un système fermé, a également comparé deux 

protocoles employant des CPA différents (EG + DMSO vs EG + PROH). L’étude a permis de 

montrer un taux de survie augmenté avec l’emploi du PROH (94.5% versus 88.9%, p=0.002), 

mais un taux de fécondation diminué (57.1% versus 69.8%, p<0.001). De plus, les résultats 

rapportés par cette étude quant au développement embryonnaire et les issues obstétricales 

ne montraient pas de différence significative entre les deux groupes. Il est cependant difficile 

de conclure la supériorité d’une combinaison par rapport à l’autre à partir de cette étude en 

raison de la différence des supports de vitrification (ouverts versus fermés) employés. L’impact 

de ceux-ci sur les résultats est disputé dans la littérature. Une récente méta-analyse montrait 
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une absence de différence sur le taux de survie entre les deux systèmes de support avec 

néanmoins une tendance à de meilleurs taux d’implantation avec les supports dits ouverts 

(118). A ce jour, la supériorité d’un CPA sur l’autre en termes de résultats pour la vitrification 

ovocytaire ne semble donc toujours pas établie et il n’existe de fait pas de recommandations 

claires d’utilisation d’une association de de CPA par rapport à une autre (119). 

Les concentrations des CPA contenus dans les milieux de vitrification n’étant pas transmise 

par les fournisseurs, il est également complexe d’évaluer l’impact éventuel de ce paramètre, 

en particulier dans nos résultats. La concentration des CPA est un paramètre majeur de la 

bonne réussite des processus de vitrification et de réchauffement, car elle permet une 

déshydratation optimale de la cellule (réduisant ainsi le risque de cristallisation intracellulaire), 

une régulation harmonieuse des échanges osmotiques (limitant le risque de choc osmotique, 

particulièrement au réchauffement) et l’augmentation de la viscosité du milieu, ce qui influe 

directement sur la probabilité de vitrification (7,61,62,120). Enfin, cette concentration doit être 

adaptée en fonction de la toxicité des CPA. L’adjonction éventuelle d’autres molécules 

(calcium, molécules antigel), n’est pas mentionnée dans les milieux que nous avons employés 

dans notre étude. Ceci est particulièrement important car les principaux CPA employés dans 

le commerce (DMSO, EG et PROH) peuvent entrainer une augmentation des niveaux de 

calcium intracellulaire dans l’ovocyte, ce qui peut aboutir à une activation ovocytaire avec 

notamment une exocytose des granules corticaux et durcissement de la zone pellucide 

(117,121,122). L’étude de la physiologie de ce mécanisme chez la souris montre une 

correction de ce phénomène avec l’emploi de milieux dépourvus de calcium lorsque l’EG et le 

PROH sont employés, suggérant un mécanisme de toxicité de ces cryoprotecteurs par entrée 

de calcium extra-cellulaire (121). Néanmoins, les études présentées ne définissent pas ce qui 

constitue un milieu « dépourvu de calcium », à savoir si ces milieux ne contiennent qu’un seuil 

minimal d’ions calcium qui serait considéré comme non toxique chez la souris ou n’en 

contiennent pas du tout. En l’absence d’informations sur l’éventuelle présence et concentration 

en ions calcium dans ces différents milieux, il est difficile d’évaluer l’éventuel impact de ce 

dernier sur nos résultats. Il pourrait être intéressant de mesurer la présence de calcium dans 

ces milieux. Enfin, des disaccharides naturels ou des polymères synthétiques peuvent être 

utilisés comme CPA non pénétrants dans les protocoles de vitrification. C’est le cas du Ficoll, 

présent dans le milieu spécifique embryonnaire et remplacé par le sucrose dans les milieux 

ovocytaire et universel utilisés dans notre étude. L’étude du taux d’implantation pour 100 

ovocytes réchauffés permet la comparaison des protocoles en prenant en compte la survie 

ovocytaire, ce qui définit le « rendement » du protocole (7). Nous avons observé avec le milieu 

de vitrification/réchauffement embryonnaire un bon rendement d’implantation malgré une 

survie des ovocytes après réchauffement inférieure aux autres protocoles analysés. 

L’amélioration du taux de survie avec ce protocole pourrait probablement permettre d’obtenir 

de meilleurs résultats. La présence de Ficoll dans le milieu embryonnaire a peut-être eu un 

impact sur la déshydratation ovocytaire lors de l’étape de vitrification. 

 

Outre la composition des milieux de vitrification, il est important de prendre en compte 

les protocoles employés. Ceux-ci diffèrent par les temps d’exposition et les volumes des 

différentes solutions employés (60). Ces paramètres sont fondamentaux car ils conditionnent 

le processus de déshydratation et de remplacement de l’eau intra-cellulaire par les CPA afin 

de favoriser un état vitreux. Ils doivent donc être adaptés pour permettre une pénétration 

complète et contrôlée des CPA et une réhydratation progressive lors du réchauffement 
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(7,66,120). Ceci représente une contrainte particulière pour l’utilisation d’un milieu universel, 

car la perméabilité de l’eau et des CPA est très différente entre l’ovocyte et l’embryon à ses 

différents stades de développement. Les mouvements aqueux et de CPA se font 

préférentiellement de façon passive au travers de la membrane plasmique ovocytaire alors 

que pour le blastocyste ces mouvements sont réalisés par des canaux spécifiques, en 

particulier le déplacement de l’eau par des aquaporines (123). L’ovocyte est l’une des cellules 

les plus volumineuses du corps humain et présente une forme sphérique avec un faible ratio 

surface/volume, ce qui en fait une cellule résistante à la pénétration des CPA. Ceci expose au 

risque de pénétration incomplète, avec développement d’un gradient de concentration de 

l’espace sous-membranaire vers le centre de la cellule (66,120). Le blastocyste est quant à lui 

composé de deux populations cellulaires et seules les cellules du trophoblaste sont 

directement en contact avec le milieu extra-cellulaire ; les cellules de la masse cellulaire 

interne sont exposées à une cavité liquidienne intracellulaire (le blastocèle) et moins aisément 

accessibles pour les CPA. Le blastocèle représente par ailleurs un risque propre lors du 

processus de vitrification/réchauffement. En effet, en présence d’eau résiduelle dans cette 

cavité, il existe un risque délétère de recristallisation lors du réchauffement. C’est pourquoi 

certains fournisseurs recommandent la réalisation d’un collapse mécanique du blastocèle 

avant la vitrification, à l’aide d’une pipette de biopsie ou d’un laser (120,124). En raison de ces 

particularités, les fournisseurs de milieu universel recommandent le plus souvent des durées 

d’exposition différentes selon le type cellulaire (78,84,124). Enfin, les protocoles de vitrification 

des milieux ovocytaires et universels ont souligné l’importance de la prise en compte du 

phénomène de rétractation et ré-expansion de l’ovocyte dans le protocole d’équilibration 

(figure 14). Lors de l’équilibration, l’eau sort plus rapidement de la cellule que ne pénètrent les 

cryoprotecteurs (66). Cela aboutit à un collapsus apparent de l’ovocyte qui reprend sa forme 

dans les secondes ou minutes suivantes au gré de la pénétration des CPA. La bonne ré-

expansion de l’ovocyte est alors le reflet le d’une équilibration complète. Le contrôle de cette 

bonne équilibration n’était pas décrit dans le protocole de vitrification du milieu embryonnaire, 

ce qui peut expliquer le taux de survie plus faible dans ce groupe. Par ailleurs, ce phénomène 

étant peu maitrisé par l’équipe lors de son introduction avec le protocole de vitrification 

ovocytaire, les taux de survie de ce groupe étaient également initialement plus faibles. La mise 

en place d’une action corrective au niveau du centre avec formation spécifique à l’observation 

à la loupe de ce phénomène ont sans doute permis d’optimiser les taux de survie par la suite.  

Pour le réchauffement des ovocytes, il est utilisé dans la majorité des protocoles disponibles 

sur le marché des CPA non pénétrants avec des concentrations décroissantes de sucrose ou 

tréhalose pour optimiser la réhydratation progressive et adaptée des ovocytes. Les travaux de 

l’équipe de Parmegiani et al. (2014, 2018) suggèrent la possibilité d’une interchangeabilité 

entre les kits de réchauffement disponibles sur le marché si le protocole de réchauffement 

utilise des solutions de CPA extracellulaires à concentration élevée (1M puis 0,5M) (125,126). 

Nos travaux semblent confirmer cette conclusion avec des résultats comparables lorsque le 

milieu universel est utilisé pour le réchauffement, indépendamment du milieu de vitrification 

employé (ovocytaire/universel ou universel/universel).  

 

 Le développement de la technique de vitrification/réchauffement dans les laboratoires 

d’AMP a permis d’optimiser de façon importante les taux de survie ovocytaire et les chances 

de grossesses (41). Néanmoins, la vitrification reste une technique manuelle qui nécessite une 

courbe d’apprentissage (7,120,127), ce qui peut constituer un biais dans notre étude et 
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expliquer l’amélioration progressive de nos résultats. Le suivi de critère stricts d’habilitation et 

de maintien des compétences ainsi que le maintien d’une activité adéquate de vitrification et 

réchauffement ovocytaire permettent de maitriser ce biais potentiel. Dans la littérature, les 

équipes spécialisées et présentant un volume d’activité important ont publié des séries 

présentant des résultats excellents en termes de taux de survie et de taux de grossesse 

(87,93,97,99). Le développement récent de systèmes de vitrification semi-automatisés 

permettront très certainement à moyen terme d’éviter la variabilité inter-opérateurs et 

permettre une bonne reproductibilité quel que soit le nombre d’ovocytes vitrifiés. Actuellement, 

le système Gavi® (Genea Biomedx) permet l’équilibration et la vitrification automatisée 

d’embryons (128) et d’ovocytes (129) sur des supports spécifiques (120). Les premiers 

résultats semblent montrer une non-infériorité de la procédure vis-à-vis des pratiques 

manuelles (130). Néanmoins l’intérêt en termes d’efficience est encore à l’étude. Enfin, ce 

système a pour limite de ne pas encore permettre le réchauffement automatisé des gamètes, 

or le réchauffement est une période cruciale du processus de cryopréservation. 
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V. Conclusion 

En conclusion, l’utilisation d’un milieu universel pour la vitrification et le réchauffement 

n’a pas eu d’impact délétère sur les taux de grossesses en AMP avec don d’ovocytes d’une 

part et a permis d’améliorer les taux de survie ovocytaire d’autre part. L’optimisation de la 

composition des milieux et l’apprentissage des techniques de vitrification/réchauffement ont 

sans doute contribué à cette amélioration. L’étude comparative des résultats reste néanmoins 

délicate en l’absence d’une connaissance exacte de la composition des milieux employés 

aussi bien pour la vitrification que le réchauffement. Enfin, cette étude est limitée par son 

caractère rétrospectif : une étude prospective serait ainsi nécessaire pour compléter cette 

analyse. 
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Comparaison de l’impact des milieux de vitrification et de réchauffement ovocytaire sur 
les taux de grossesses en don d’ovocyte. 

Introduction : la vitrification a permis d’optimiser la gestion du don d’ovocytes. Des milieux 
spécifiques à la vitrification de l’embryon ou de l’ovocyte puis des milieux universels ont été 
progressivement mis sur le marché. L’objectif de notre étude est de comparer les résultats que 
nous avons obtenus en taux de grossesse après l’utilisation successive de milieux de 
vitrification/réchauffement spécifiques embryonnaires, ovocytaires puis universels pour le don 
d’ovocytes. 
Matériel et méthodes : il s’agit d’une étude rétrospective monocentrique. 110 dons d’ovocytes 
ont été attribués pour 106 couples receveurs sur la période du 30/01/2014 au 02/07/2020. 156 
tentatives d’ICSI ont été analysées. Quatre sous-groupes ont été comparés en fonction de la 
combinaison des milieux de vitrification et de réchauffement utilisés. 
Résultats : l’introduction du milieu universel a amélioré les taux de survie ovocytaire par 
rapport aux autres combinaisons de milieux (p<0,05). Nous n’avons pas observé de différence 
entre les combinaisons de milieux sur le développement embryonnaire précoce ni sur les 
issues de grossesse. 
Conclusion : l’utilisation d’un milieu universel pour la vitrification et le réchauffement ovocytaire 
n’a pas eu d’impact délétère sur les taux de grossesses en AMP avec don d’ovocytes d’une 
part et a permis d’améliorer les taux de survie ovocytaire d’autre part. L’optimisation de la 
composition des milieux et l’apprentissage des techniques de vitrification/réchauffement ont 
sans doute contribué à cette amélioration. Une étude prospective serait nécessaire pour 
compléter cette analyse. 

Mots-clés : vitrification, don d’ovocyte, milieux de vitrification, cryoprotecteurs, AMP 

Impact of vitrification and warming media on pregnancy rates in an oocyte donation 
program 

Introduction : the use of vitrification has improved the management of oocyte donation 
programs. At first specific embryo and oocyte media were used to vitrify the oocytes. 
Afterwards universal media which may be used for oocyte and/or embryo vitrification were 
commercialized by manufacturers. The aim of this study was to compare the impact on 
pregnancy rates of these three types of media in our oocyte donation program. 
Materials and methods : this is a retrospective and monocentric study. 110 oocyte donations 
were assigned to 106 recipients from 30/01/2014 to 02/07/2020. 156 ICSI cycles were 
included. Data analysis was performed in four subgroups according to the combination of 
vitrification and warming media used at the time of the procedure. 
Résultats : Survival rates were improved when the universal vitrification and/or warming media 
were used (p<0,05). There were no significant differences in embryo development and 
obstetrical outcomes. 
Conclusion : the use of a universal vitrification medium did not hinder pregnancy rates in our 
donation program, and improved oocyte survival rates. The optimization of the media 
composition and experience-related improvement of technical proficiency may explain these 
results. A prospective study seems required to confirm these preliminary data. 
 
 
Keywords : vitrification, oocyte donation, vitrification media, cryoprotectants, CPA, ART 


