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RESUME

Introduction :

Une tentative de fécondation in vitro se déroule en 3 grandes étapes qui classiquement s’enchainent : recueil des ovocytes et des
spermatozoides, mise en fécondation de ces gametes puis transfert d’un des embryons obtenus quelques jours plus tard dans
I’utérus. Malgré tous les efforts pour sélectionner un embryon paraissant évolutif lors du transfert, I’implantation dans I’utérus
échoue dans plus de la moitié des cas. Dans le but d’améliorer ces résultats, une nouvelle stratégie émerge actuellement : Le
transfert embryonnaire différé (« freeze all »). Dans cette prise en charge, le transfert embryonnaire est désynchronisé du reste
de la tentative en congelant tous les embryons pour réaliser le transfert a distance de la stimulation ovarienne sur un endomeétre
plus naturel. En effet dans la littérature, nombre d’articles font part des effets potentiellement délétéres des concentrations
hormonales supra physiologiques sur I’endometre secondaire a la stimulation ovarienne pluri folliculaires. Cependant, il existe
trés peu d’études solides évaluant le bénéfice réel de cette stratégie de prise en charge et I’intérét du transfert embryonnaire

différé reste encore a prouver.
Matériels et méthodes:

Une étude rétrospective de type cas / témoin a été réalisée sur 18 mois a I’hdpital Cochin : 231 tentatives ayant bénéficié d’un
transfert différé pour différentes indications (échecs d’implantation répétés, risque d’hyperstimulation ovarienne, évenements
intercurrents en cours de stimulation) ont été appariées a 231 tentatives ayant bénéficié d’un transfert d’embryons frais. Le
critere de jugement principal était le taux de grossesse clinique (GC) par tentative. Les critéres de jugement secondaires étaient :
le taux d’implantation, le taux de grossesse clinique par transfert, le taux de fausse couche spontanée (FCS) et le taux cumulé de

grossesse clinique par tentative. Une régression logistique a été réalisée pour prendre en compte les facteurs confondants.
Résultats :

En analyse univariée, il n’a pas été observé de différence significative entre les groupes frais et différé en termes de taux de GC
par tentative (respectivement 36% vs 31%, p=0.21), taux d’implantation (20,5% vs 16,6% ; p=0,34), taux de GC par transfert
(39% vs 35%, p=0.38), et taux cumulé de GC par tentative (41,0% vs 40,3%, p=1). Le taux de FCS était par contre lui
significativement plus élevé dans le groupe avec transfert embryonnaire différé (9.5% vs 30%, p=0.003). En analyse multivarié,
le transfert embryonnaire apparait comme défavorable pour la survenue d’une grossesse avec un odd ratio a 0,59 (1C95% 0,48-
0,74, p=0,02).

Conclusion:

Pour les tentatives ou le transfert différé est nécessaire pour raisons médicales notamment lors d’un risque d’hyperstimulation,
cette stratégie permet de sécuriser la prise en charge des patientes en FIV tout en conservant des chances de grossesse trés
satisfaisantes. Par contre, contrairement aux données de la littérature, notre analyse met en évidence une diminution des chances
de grossesse avec cette stratégie. De plus, la crainte d’un effet cytotoxique de la congélation apparait devant I’augmentation du
nombre de FCS dans le groupe transfert différé. Cette étude devra étre poursuivie pour conclure définitivement sur les taux de

naissance vivante par tentative.

MOTS CLES : Transfert embryonnaire différé, réceptivité endométriale, congélation embryonnaire



TITLE :IVF Cycle with differed transfer: a matched case -control study

ABSTRACT
Background:

In Vitro Fertilisation (I\VF) cycle typically consists in three successive steps: Controlled ovarian stimulation
(COS), fertilisation and embryo transfer. Despite medical team efforts to choose an evolutive embryo for
transfer, the implantation process still fails in more than half of the cases. “Freeze all” is a new strategy which
aims to improve implantation rate by using deferred embryo transfer on a natural endometrium. Although many
studies have shown endometrial impairment after COS, more evidences are needed in order to truly conclude on

the potential benefits of this strategy.
Methods:

A retrospective matched case-control study was conducted over a 18 months period at the Hospital of Cochin. A
total of 231 cycles with deferred embryo transfer for different indications were matched with 231 cycles with

fresh transfer. The main outcome measurement was the clinical pregnancy rate by cycle.
Results:

Multiple logistic regression analysis indicated that the “freeze all” strategy is associated with lower chance of
clinical pregnancy (p=0,02). The odd ratio for clinical pregnancy relative to a fresh cycle was 0,59 (95%CI 0,48-
0,74). Moreover spontaneous abortion was significantly higher in the “freeze all” group (29,6% vs 9,5%,
p=0,003). No hospitalization for ovarian hyper stimulation syndrome (OHSS) occurs thanks to this strategy
during the sudy period.

Conclusions:

Using the “freeze-all” strategy for IVF attempts with mandatory deferred transfer (e.g. high risk of OHSS)
secures patient management while preserving acceptable chances of pregnancy. However, unlike most evidences
found in the literature, this work showed that the use of deferred transfer potentially decreases the overall
chances of pregnancy. Moreover, higher spontaneous abortion has been observed in the deferred transfer group,
suggesting potential cytotoxic effects that may be caused by the freezing process. More studies will be needed to

evaluate the effect of “freeze all” strategy on life birth.

MOTS CLES: differed embryo transfer, freeze all, endometrium receptivity, frozen embryo transfer
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La congélation embryonnaire est un outil « clef » en fécondation in vitro (FIV) dont
les bénéfices potentiels sont encore a explorer. Depuis une trentaine d’année, la congélation
des embryons surnuméraires a permis d’augmenter les taux de grossesse par tentative de FIV,
tout en favorisant le replacement d’un seul embryon pour limiter les grossesses multiples. La
congélation de cohorte embryonnaire entiére (transfert embryonnaire différé) a ensuite permis
de préserver les chances de grossesse de tentatives pour lesquelles le résultat était fortement
compromis sur un transfert frais : hyperstimulation, avance de phase lutéale, hydrosalpinx,
probléme endométriale... Aujourd’hui, environ un quart des naissances en FIV est issu d’un
transfert d’embryon congelé.

Avec I’amélioration des techniques de congélation dont la vitrification, les résultats en
transferts d’embryons congelés semblent atteindre les résultats en transfert d’embryons frais.
Les possibilités se sont alors élargies et d’autres indications pour désynchroniser stimulation
et transfert ont percées: échecs d’implantation répétés, endométriose, blastocystes a
développement lent (J6)... Certaines équipes le proposent en systématique aujourd’hui,
cependant aucun consensus n’est encore établi par manque d’études solides.

Le centre d’AMP de I’hopital Cochin, pratique la congélation embryonnaire par vitrification
systématique depuis 2012, et propose le transfert embryonnaire différé dans certaines
indications. L’objectif de ce travail est d’évaluer I’effet de ce transfert différé sur le résultat
des tentatives de FIV comparé aux tentatives ayant des caractéristiques similaires et ayant
bénéficiées d’un transfert d’embryon frais. Le but est aussi d’identifier les indications pour
lesquelles un transfert differé pourrait apparaitre particulierement bénéfique.

Nous poserons, au prealable, la question des arguments scientifiques en faveur du transfert

embryonnaire différé.
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1 Généralités

La fécondation in vitro, consiste a mettre en contact les gametes males et femelles in
vitro afin d’obtenir un embryon qui est ensuite replacé dans I’utérus pour s’implanter. Les
chances de grossesse par embryon replacé étant limitées (= 20% par embryon), il est
nécessaire de disposer d’un nombre suffisant d’embryons pour garantir au couple un résultat
satisfaisant. Les résultats, en France, sont de 1’ordre de 20% de naissance par tentative de FIV
(Rapport ABM 2013). Pour cela, une stimulation de la folliculogénese ovarienne par
gonadotrophines exogénes est réalisée permettant le recueil d’en moyenne 7 a 8 ovocytes par
cycle, 36 heures apres le déclenchement de 1’ovulation. Classiquement, 1 ou 2 des embryons
obtenus sont ensuite replacés dans I’utérus 2 ou 3 jours apres le recueil ovocytaire (au stade
d’embryon clivé précoce) ou 5 a 6 jours apres le recueil (au stade de blastocyste). L’intérét
d’attendre J5 ou J6 est de sélectionner un embryon qui aura évolué aprés activation du
génome embryonnaire et de s’¢loigner de la stimulation ovarienne source de contractions
utérines. La congélation d’embryons surnuméraires (dans environ 25 a 30% des tentatives de
FIV) est proposée au couple pour d’éventuels transferts ultérieurs d’embryons congelés
(TEC), en cas d’absence de grossesse suite au transfert frais ou en cas de désir d’un deuxi¢me

enfant.
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1.1 La congélation embryonnaire

La congélation embryonnaire dans 1’azote liquide (-196°C) va arréter tous les phénomeénes
biologiques et suspendre le temps cellulaire. A cette température, 1’eau est a 1’état solide. Afin
que la cellule survive aux transitions de phase lors de la descente puis de la remontée en
température, 1’adjonction de cryoprotecteurs est indispensable. Ils vont permettre de protéger
la cellule en abaissant la température de cristallisation et en déshydratant les cellules.
Actuellement 2 techniques, pour la congélation embryonnaires, sont disponibles: la
congélation lente, utilisée depuis une trentaine d’années et la vitrification, pratiquée depuis
moins de 10 ans en France. Les 2 techniques utilisent les mémes cryoprotecteurs ; seuls
different les concentrations des molécules, leurs temps d’exposition et la vitesse de descente

en température.

1.1.1 La congélation lente

La congélation lente vise un équilibre progressif entre les cryoprotecteurs et le compartiment
aqueux des cellules. Le temps d’exposition aux cryoprotecteurs est relativement long avec des
concentrations inférieures a 1,5 molaires. La descente en température est progressive sur une
a deux heures et controlée par un appareil de descente en température jusqu’a -30°C. Un
seeding est réalisé manuellement lorsque la température avoisine les -7°C pour induire la
cristallisation de I’eau en limitant le phénomene de surfusion (réaction exothermique lors de
la transition de phase qui peut engendrer des dégats cellulaires). La décongélation sera en

miroir, elle aussi, progressive.
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1.1.2 La vitrification

La vitrification vise un passage direct de I’état liquide a I’état solide amorphe (dit vitreux)
sans qu’aucun cristal de glace ne se forme. Le temps d’exposition aux cryoprotecteurs est
court avec des fortes concentrations d’environ 7 molaires. La descente en température est trés
rapide par plongée directe de I’embryon, monté sur un support, dans ’azote liquide. Les
dispositifs de stockage des embryons sont de deux types: le systeme fermé qui permet
d’isoler I’embryon de I’azote liquide en enfermant le support embryonnaire dans des paillettes
avant la plongée a -196°C; le systeme ouvert pour lequel le support embryonnaire est
directement mis en contact avec 1’azote liquide. Le systéme fermé permet des descentes en
température de 1’ordre de 2500°C par minute contre 20 000°C par minute en systeme ouvert.
Lors de la dévitrification, la remontée en température est ultra rapide par plongée directe de

I’embryon depuis 1’azote liquide dans un milieu a 37°C.

Dans les 2 techniques les embryons décongelés sont débarrassés des cryoprotecteurs par
passage successifs en bains de concentrations décroissantes en cryoprotecteurs et ringcage.
Leur survie peut étre évaluée soit 2 heures apres la décongélation en évaluant la vitalité sur
’aspect des cellules (figure 1) soit le lendemain sur la reprise des divisions cellulaires car les

dégats cellulaires ne sont pas toujours visibles immédiatement.

Le transfert de I’embryon décongelé sera réalisé sur un endométre préalablement préparé a la

fenétre d’implantation.
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1.2 Physiologie de I'’endomeétre et implantation

1.2.1 L’endometre

L’endometre est I’'un des tissus les plus complexes de 1’organisme avec son fonctionnement
cyclique et sa fenétre d’implantation réduite a 4 jours par cycle. I s’agit d’un épithélium
glandulaire prismatique uni stratifié. Physiologiquement, I’endométre subit des modifications
morphologiques et fonctionnelles sous I’influence des taux d’estrogéne et de progestérone qui
varient au cours du cycle ovulatoire. Cette sécrétion hormonale est le témoin de I’intégrité de
I’axe hypothalamo-hypophyso-ovarien. On identifie une phase proliférative, les 14 premiers
jours du cycle, avec augmentation du volume de la muqueuse endométriale sous 1’action
mitotique des estrogenes secrétés par les cellules de la granulosa des follicules ovariens.
Apres 'ovulation, 1’endométre entre en phase sécrétoire sous 1’influence de la progestérone
sécrétée par le corps jaune : les glandes deviennent sécrétoires avec une décidualisation du

stroma.

Estradiol

Progestérone f—’\‘\
-

Ovaires

L—eEstradiol
——&Progestérone

Figure 1 - Physiologie de I'endométre (C. Bergeron, EMC)
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La fenétre d’implantation se situe en phase sécrétoire intermédiaire, J20-J23 d’un cycle de 28
jours, et est caractérisé par la présence de pinopodes (fines projections membranaires) et de
glycoprotéine de type lectines a leur surface. L’apparition des pinopodes est régulée par la
progestérone et corrélée a la disparition des récepteurs a la progestérone. Cette période est
aussi marquée par une forte infiltration de cellules NK, équilibre immunologique sensible
indispensable a cette greffe semi allogénique qu’est la grossesse. Physiologiquement,
I’embryon arrive dans la cavité utérine au stade de morula, environ 4 jours apreés que la
fécondation ait eu lieu dans la trompe. L’embryon évolue ensuite en blastocyste qui éclot
(sortie de la zone pellucide) au 5°™-6°™ jour post-fécondation et s’implante dans la muqueuse

utérine.

1.2.2 L’implantation

L’implantation commence entre le pdle embryonnaire du blastocyste et les pinopodes des
cellules endométriales. Elle nécessite une interaction complexe, en cascade, entre les cellules
trophoblastiques et les cellules épithéliales. Elle débute par une phase d’apposition du
blastocyste puis un processus d’invasion et d’enfouissement de I’embryon. Cette interaction
en cascade entre les 2 épithéliums fait intervenir des facteurs de croissance (CSF, EGF,
VEGF), des intégrines, des cytokines (IL1, LIF), des adipokines et les hormones (estrogene et
progestérone). Elle n’est possible que lorsque I’endométre est en fenétre d’implantation.
Grace a une activité enzymatique protéolytique contrdlée, le trophoblaste va envahir la
matrice extra cellulaire de I’endometre décidualisé. L’embryon va pouvoir ensuite établir des
relations complexes avec la circulation maternelle dés le 9°™ jour de développement : c’est le
début de la placentation. La qualité de cette placentation va retentir sur le développement
feetal futur. Une invasion insuffisante va étre responsable de retard de croissance in utéro
(RCIU) et d’hypertension artérielle (HTA) gravidique voir de préclampsie alors qu’un exces
d’invasion donnera un placenta accreta ou des moles hydatiformes.

7
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Figure 2 - Eclosion et implantation : Invasion, enfouissement et début de la circulation utéro

placentaire. (C. Bergeron, EMC)

2 Fondements du transfert différé

Une naissance en FIV est obtenue par 1’association de 3 facteurs clefs qui sont : (i) un
embryon évolutif, (ii) un endométre de qualité et (iii) une synchronisation entre ces 2 derniers.
Depuis les débuts de la FIV beaucoup d’efforts de recherche se sont centrées sur le moyen de
sélectionner un embryon évolutif et certaines équipes vont jusqu’au PGS (Screening
Génétique Pré-implantatoire) pour choisir un embryon euploide a transférer (1)(2). Mais
malgré ces progres pour sélectionner les embryons, 1’implantation échoue dans plus de la
moitié des cas. Le transfert différé se propose d’agir sur les 2 autres clefs de la réussite :
I’endometre et la synchronisation embryon/endomeétre. Pour cela, il est proposé aux couples
de désynchroniser le recueil ovocytaire et le transfert embryonnaire. Tous les embryons sont
alors congelés pour réaliser le transfert sur un cycle ultérieur a distance de la stimulation
ovarienne. Cette nouvelle approche doit en grande partie sa place au progres de la congélation

embryonnaire.
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2.1 Lacongélation embryonnaire aujourd’hui

Aujourd’hui, les embryons peuvent étre efficacement cryoconservés a tous les stades de

développement (zygotes, embryon clivé ou blastocyste).

Il n’existe, a ce jour, aucune étude randomisée évaluant le stade embryonnaire le mieux
adapte a la congélation. Chaque centre a fait son expérience et établi ses pratiques qui ne sont
pas forcément extensibles a d’autres équipes. Les résultats sont, ainsi, difficilement
comparables entre les centres car ils sont fonction du stade embryonnaire a la congélation, du
type de cohorte embryonnaire (totale ou surnumeéraire), de la qualité des embryons congelés,
de la technique utilisée (technique lente ou rapide ; systeme de stockage ouvert ou ferme), de
la préparation de I’endometre (naturelle ou artificielle) et de la fagon d’exposer les résultats
(définition de la survie embryonnaire aprés décongélation, définition de la grossesse par

transfert ou par cycle de decongelation).

Ainsi, il est difficile de dire aujourd’hui quelle est la meilleure technique de congélation. Les
méta-analyses de Loutradi et al., de Kolibianaki et al. et de Abdelhafez et al. qui comparent la
congélation lente et la vitrification ont rapidement conclu a la supériorité de la vitrification
pour tous les stades embryonnaires(3)(4)(5). Cependant, devant le nombre restreint d’études
incluses et leurs méthodologies critiquables ou obscures (effectifs restreints, absence ou
pseudo randomisation, variabilité de I’expression des résultats), leurs conclusions ne devraient
pas étre retenues. A I’inverse, 2 études randomisées, publiées aprés ces méta-analyses, n’ont
pas pu mettre en évidence de supériorité de la vitrification au stade d’embryon clivé en termes
de taux de survie et de taux de grossesse (6)(7). Si la littérature ne peut finalement pas
conclure clairement, les centres francais ont évalué chez eux, quelle technique donnait les
meilleurs résultats dans leurs conditions. Ainsi, beaucoup de centres se tournent actuellement

vers la vitrification notamment pour la congélation des blastocystes mais aussi de plus en plus
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pour les autres stades embryonnaires (Journée des Techniciens et des Biologistes, Blefco

2013).

Aujourd’hui, Cobo et al. présente des résultats enviables avec des taux de survie de 95% et
des taux de naissance de 38% apres vitrification des embryons au stade clivé et au stade

blastocyste (8).

L’un des réelles bénéfices de la vitrification pourrait étre une meilleure préservation du
potentiel développemental des ovocytes et des embryons (9). Cela est probablement lié a la
quasi absence de cristaux de glace dans les cellules et aux moindres concentrations
intracellulaires des cryoprotecteurs potentiellement cytotoxiques avec la technique de
vitrification comparé a la congélation lente (10). Il est intéressant de noter que la double

vitrification (ovocytes puis embryons) n’altére pas les résultats (11)(9).

Aujourd’hui plusieurs équipes retrouvent des résultats aussi bons en TEC qu’en transfert
embryonnaire frais voir meilleurs. Les résultats les plus intéressants sont ceux de B. Shapiro,
qui a comparé le transfert unique de blastocystes frais et congelés issus de cohortes
embryonnaires entieres (12). Le taux de grossesse était pour les blastocystes a J5 de 61%
apres congélation et de 56,5% en frais. La force de cette étude est d’avoir apparié les groupes
sur la qualité des blastocystes. Mais il faut bien noter que 1’auteur choisit une stratégie peu
classique : la congélation lente de tous les zygotes a J1 suivit d’une une culture prolongée post
décongélation. Ceci lui permettrait de ne transférer que des embryons évolutifs, indemnes de

la congélation, et donc d’avoir de trés bon taux d’implantation.

Quel que soit le mode de congélation, si celui-ci est performant, il offre la possibilité de
replacer un embryon dans un milieu plus naturel, loin de la tempéte hormonale de la

stimulation et de ces effets potentiellement déléteres sur ’endometre et le myometre.
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2.2 Effet de la stimulation sur ’endometre

Apres stimulation ovarienne, I’hyper ovulation est responsable d’une hyper estrogénémie et
hyper progestéronémie non physiologiques. Cela n’est pas sans conséquence sur la muqueuse
endométriale. 1l a été mis en évidence : i) des perturbations histologiques avec une avance
d’apparition des pinopodes (13), ii) une avance de disparition des récepteurs a la progestérone
(14), i) des modifications immunologiques (15), iiii) des modifications du profil
d’expression génétique (16)(17). L’endomeétre est donc perturbé aprés stimulation ovarienne
avec une avance d’environ 1 a 2 jours comparé a I’endométre physiologique (18)(19).
Certaines équipes retrouvent une altération plus marquée du profil d’expression génétique
avec les protocoles de stimulation utilisant des agonistes du Gn-RH qu’avec les protocoles
utilisant des antagonistes (16). Plus la stimulation est intense, plus 1I’endométre est perturbé. Il
est décrit une absence d’implantation totale lorsque que I’endomeétre présente une avance de 3
jours (20). On imagine aisément que cette avance dans la fenétre d’implantation peut étre
particulierement défavorable pour des embryons plus lents. Hors, les conditions de culture in
Vvitro sont peut étre responsables d’un développement embryonnaire plus lent comparée aux
conditions naturelles. La désynchronisation embryon / endometre est probablement

responsable d’une partie des échecs d’implantation en FIV.

2.3 Lasynchronisation embryon/endometre

Lors d’un transfert d’embryon frais post ponction, il existe une corrélation positive entre la
vitesse de développement du blastocyste et son implantation (J5>>J6) et une corrélation
négative avec la progestéronémie au déclenchement. Ainsi les facteurs prédictifs d’une
grossesse en FIV sont : un embryon de développement rapide associé a un endometre peu

avancé (21).
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Lors d’un don d’ovocytes frais, donc lors du transfert d’un embryon frais sur une muqueuse
non stimulée, ces corrélations disparaissent. Les résultats entre transfert a J5 et a J6 sont
comparables (22) et la progesteronémie haute au déclenchement de la donneuse pourrait
méme avoir un role positif sur les résultats (23)(24). Il en est de méme lors des transferts
d’embryons congelés: il n’y a plus de corrélation entre I’implantation et le jour de
congélation, J5=J6 (22)(12)(25)(26)(1), ni entre I’implantation et la progesteronémic au
déclenchement. De plus, lors d’un partage d’ovocytes d’une méme ponction entre 2 patientes
(la donneuse d’ovocytes et la receveuse), les taux de grossesse semblent moins bons chez la
donneuse exposée a la stimulation ovarienne que chez la receveuse dont I’endométre n’a pas

été exposé (27).

Entre ces différents schémas observés, frais/don/congelé, c’est I’exposition, ou non, de
I’endometre a la stimulation ovarienne qui semble modifier les résultats. L’embryon J6 ne
serait pas un embryon moins évolutif mais son échec d’implantation serait lié a sa
désynchronisation avec 1’endométre post stimulation ovarienne. D’ailleurs 1’équipe de
Capalbo et al. retrouve des taux d’aneuploidie équivalents entre J5 et J6, ne pouvant pas

expliquer les échecs d’implantation lors d’un transfert frais (1).

Le fait de différer le transfert embryonnaire sur une muqueuse non stimulée pourrait donc
améliorer les résultats notamment dans les cas a risque de désynchronisation :
progesteronémie élevee (>1ng/ml) (28) et embryon a développement lent (J6)(29). Mais dans
tous les cas, différer le transfert permet une implantation dans une muqueuse non stimulée et
donc  probablement une meilleure placentation, ¢élément indispensable pour 1’issue

obstétricale.
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2.4 Issues obstétricales en FIV

Le premier enfant né apres FIV a aujourd’hui 36 ans, le premier né aprés un TEC a 30 ans et
le premier né apres transfert d’un embryon vitrifié a 14 ans. Aujourd’hui plus de 4 millions
d’enfants sont nés par assistance médicale a la procréation et pourtant les interrogations sur
les risques a court et long termes persistent. Malgré les difficultés méthodologiques, de
grandes études menées par nos collegues nordiques, ont pu nous rassurer sur la santé des
enfants nes par FIV. La principale crainte des anomalies congeénitales est modérée puisque
I’on retrouve une incidence d’environ 4.5% contre 3% dans la population générale, soit un
risque relatif allant de 1.3 a 1.7 dans les différentes études (30)(31). Ces anomalies
congénitales semblent surtout affecter le systeme urogénital. A noter que cette augmentation
se retrouve aussi en insémination intra utérine et qu’elle correspondrait au risque de la
population générale avec un délai nécessaire pour concevoir (DNC) supérieur a 12 mois en
conception naturelle (32). La part de I’infertilité parentale ou des techniques d’AMP est donc
difficile a évaluer. Quoi qu’il en soit, la congélation des embryons n’augmente pas Ce risque
d’anomalies congénitales (30). Par contre, il est maintenant établi que les enfants nés par FIV
ont un poids de naissance plus bas, et que le risque de prématurité, de césarienne en urgence
et de mortalité périnatale est plus élevé (33)(34)(31). Ces retards de croissance sont, pour la
majorité, in utero et I’enfant rattrape son retard apres la naissance contrairement a un retard de
croissance d’origine constitutionnel. Des études récentes ont pu montrer des poids de
naissance plus €levés avec moins de prématurité chez les enfants nés apres un TEC comparer
a ceux nés apres un transfert frais incriminant ainsi 1’altération endométriale par les protocoles
de stimulation qui serait responsable de trouble de la placentation (30)(35)(36). Une étude a
pu mettre en évidence un risque diminué de pré éclampsie en TEC comparé au transfert frais
lors d’hyperstimulation (37) mais une autre retrouve aussi un sur-risque de mal placentation

en TEC avec plus d’HTA d’origine placentaire et de placenta acreta (38). De plus, plusieurs
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de ces études retrouvent une augmentation des enfants nés post terme ainsi qu’un risque accru
de macrosomie avec toutes les complications périnatales qui en résultent (39)(38)(40).
D’autres études seront nécessaires pour affirmer ce risque car les études actuelles ne prennent
pas toujours en compte certains facteurs confondants tels que 1’indice de masse corporelle
maternel (IMC), la parité, le rang de la demande ou 1’existence d’un diabéte gestationnel. De
facon beaucoup moins consensuelle, certaines équipes décrivent un risque de grossesses
ectopiques plus bas (41), certains décrivent une diminution du taux de FCS apres transfert
d’embryons congelés (42) alors que d’autre retrouve un taux de FCS augmenté (43). En
conclusion, la santé des enfants nés aprés TEC est rassurante et le fait de différer le transfert

pourrait globalement améliorer les issus obstétricales (44).

2.5 Les études comparatives « transfert frais/transfert différé »

Il existe 2 études randomisées évaluant 1’effet du « freeze all » ayant donné lieu a la méta
analyse de Roque et al. en 2013 (45). Cependant 1’étude d’Aflatoonian et al. a été retirée
pour des raisons méthodologiques (46). Il n’est donc plus possible de tenir compte de ses
résultats. Demeure I’étude de shapiro et al., publiée en 2011, qui rapporte la supériorité de la
stratégie « freeze-all » sur le transfert frais avec des taux d’implantation de 63% et 37%
respectivement chez des patientes normo répondeuses prises en charge pour une premiére
tentative (53 transferts frais contre 50 transferts différés), p<0.0001 (47). A noter que, cette
équipe congele tous les embryons au stade zygote puis effectue une culture prolongée post
décongélation pour un transfert au stade blastocyste. La technique de congélation utilisée était
la congélation lente avec des taux de survie communiqués de 1’ordre de 90%. D’aprés les
auteurs, le potentiel développemental des zygotes est alteré par la congélation lente, avec en
moyenne 0.7£1.4 blastocystes obtenu apreés réchauffement contre 1,8+2.3 blastocyste en frais,

p=0.0034. Cependant, malgré ces pertes, les résultats demeurent tout de méme meilleurs dans
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le groupe «transfert différé ». La méme équipe, avec la méme stratégie de congélation, a
aussi montré au travers d’une étude rétrospective, la supériorité du transfert différé aprés au

moins un échec d’implantation (27% contre 46% de taux cumulés de naissance) (48).

D’autres études randomisées enregistrées sont en cours et trés attendu (NCT00823121,

NCT01841528, NTR3187 sur https://clinicaltrials.gov/).

Ainsi les arguments sont la: de bons résultats en transfert d’embryon congelé avec
potentiellement de meilleures issues obstétricales. Cependant les études comparatives solides

manquent et pour le moment aucun consensus n’existe sur les indications du transfert différe.

Le centre d’AMP de Cochin propose aux couples qu’il prend en charge une désynchronisation

entre la stimulation ovarienne controlée et le transfert des embryons dans 2 situations :

- De maniere anticipée, apres 2 échecs d’implantation.

- De manicere tardive, en cours de stimulation, face a un risque d’hyperstimulation

ovarienne ou tout évenement intercurrent compromettant les chances de grossesse.

Nous nous proposons, dans cette étude, de mener une analyse comparative cas / témoins des
tentatives d’AMP avec transfert embryonnaire frais ou différé réalisées dans le centre entre
janvier 2013 et mai 2014. Ceci permettra d’apporter des informations sur : (i) I’'impact de la
congélation de cohortes embryonnaires entieres sur les chances de grossesse et (ii) les

indications du « freeze all »

15



Matériels et méthodes

Nous avons réalisé une étude comparative rétrospective analysant les tentatives de FIV
avec transfert embryonnaire frais ou différé réalisées entre janvier 2013 et mai 2014 dans le

centre d’AMP de I’hopital Cochin a Paris.

1 Population

Les indications du transfert embryonnaire différé au moment de 1’étude étaient:
- Tentative apres au moins 2 échecs d’implantation.
- Risque d’hyperstimulation ovarienne : estradiolémie >3000pg/ml ou plus de 15
follicules >15 mm au moment du déclenchement.
- Evénements péjoratif survenant en cours de stimulation : hydrosalpinx, endométre

trop fin ou anormal (<7mm, polype...), lame liquidienne intra utérine, métrorragies.

Au moment de I’analyse des données, 448 tentatives avec transfert différé avaient été
réalisées sur la période étudiée. Quatre-vingt-treize patientes n’avaient pas encore réalisé leur
1 transfert embryonnaire alors que des embryons avaient été congelés. Sur les 355 tentatives
restantes, 115 présentaient trop de données manquantes sur les variables a analyser lors de
I’extraction des données du logiciel Médifirst® pour étre incluses dans 1’analyse statistique
multivariee. Apres veérification, les caractéristiques de ces 115 tentatives ne différaient pas de
celles des autres tentatives de transfert différé en termes d’age moyen des femmes et de taux

de grossesse. Nous avons donc fait le choix d’exclure de I’analyse comparative ces 115
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tentatives. Au final, sur les 240 tentatives avec transfert embryonnaire différé retenues, 231
tentatives ont pu étre appariées a 231 tentatives similaires avec transfert embryonnaire frais.
Les annulations de transfert pour absence d’embryon transférable dans les 2 groupes ont été

incluses dans 1’analyse.

Tentatives de janv. 2013 a mai 2014
n=1662

Tentatives avec
transfert frais

n=1214

Tentatives avec
transfert différé

n=448

Tentative sans
Tentatives avec au moins transfert encore
1 transfert effectué effectué

n=355 n=93

Tentative avec données
- manquantes

n=115

Tentative sans donnée
manquante

n=240

Tentatives avec
transfert frais
appariées
n=231

Tentatives avec
transfert différé
appariées

n=231

Tentatives avec

transfert différé

non appariables
n=9

Figure 3 - Diagramme des flux de population
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2 Protocole de FIV

2.1 Stimulation

Les parameétres du bilan féminin déterminaient le choix du protocole de stimulation ovarienne
qui était de 3 sortes. (i) Le protocole agoniste standard : blocage de 1’axe hypothalamo-
hypophysaire par agoniste de la GnRH (Décapetyl®, Ipsen, France) puis debut de la
stimulation ovarienne 2 semaines apres le blocage. (ii) Le protocole Micro Flare : agoniste de
la GNRH débuté 2 jours avant la stimulation ovarienne. (iii) Le protocole antagoniste :
stimulation ovarienne a partir de J2 puis début d’un antagoniste de la GnRH (Cetrotide®,
Serono, France) a J6. Dans tous les cas, la stimulation ovarienne était réalisée par injection
quotidienne de FSH recombinante (Gonal-F®, Serono, France ou Ménopure®, Ferring,
France) dont les quantités étaient adaptées en fonction de la réponse ovarienne (monitoring
échographique et estradiolémie). Le déclenchement de I’ovulation était réalis¢ par hCG
recombinante (Ovitrelle®, Serono, France) ou par agoniste du Gn-RH lorsque qu’au moins 3
follicules dépassaient 15mm associés a une estradiolémie supérieure & 1000pg/ml. Le recueil
ovocytaire était effectue 36 heures apres le déclenchement. Un soutien de la phase lutéale par
progestérone intra vaginale (Estima® ou Progestan®) était débuté des le soir de la ponction
et poursuivi a la dose de 3 ovules/jour jusqu’au dosage de la B-hCG plasmatique 12 jours

apres le transfert.

2.2 Mise en fécondation et culture embryonnaire

En fonction des parametres spermatiques, la mise en fécondation était réalisée par FIV
classique ou avec micro injection dans les 3 a 5 heures suivant le recueil ovocytaire. La
fécondation était attestée 16 a 18h apres I’insémination par 1’observation de 2 pronuclei et de

2 globules polaires (= zygote). La culture embryonnaire était réalisée en gouttes de 25 pl de
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milieu de culture Global® (LifeGlobal, JCD, France) sous huile minérale. Les embryons
¢taient évalués a J2 pour le transfert d’1 ou 2 embryon(s) tandis que les embryons
surnumeéraires étaient placés en culture prolongée (CP) en goutte de 50 pl de milieu sous
huile. A J2, la qualité embryonnaire était appréeciée selon la classification suivante: nombre de
cellules, clivage typique/atypique, volume occupé par les fragments cytoplasmiques : type A
(<10%), B (10-30%), C (30-50%), D (>50%). La classification de Gardner et Schoolcraft
était utilisée au stade de blastocyste a J5 et J6 (49). Elle est présentée dans la figure 4. Seuls
les blastocystes ayant atteint une expansion stade 3 et présentant au moins une masse

cellulaire interne ou un trophectoderme ayant atteint le grade B (>B3 IC TC) étaient

Cryoconserves.

Grade 1; Blastocyste précoce (blastocéle < 30% du volume)

Grade 2: Blastocyste (blastocéle = 30% du volume)

Grade 3: Blastocyste complet (blastocele remplissant la totalité du volume)
Grade 4: Blastocyste expansé (ZP amincie)
Grade 5; Blastocyste en éclosion (Hemie du trophectoderme au travers de la ZP)
Grade & Blastocyste éclos

Pour les blastocystes grade 3 a 6, évaluation de la masse cellulaire interne (MCT) et du

trophectodermes
MCT:1 Trophectoderme : T
A Beaucoup de cellules denses et Nombrenses callules fortmant un
: groupées épithélium cohésif (aspect festonné)
. . Quelques cellules. Epithélium

B Plusisurs cellules espacdes intermédinine

Triz peu de cellules. Epithélium liche
C Tras peu de cellules (aspect lisse)

Figure 4 - Classification de Gardner et Schoolcraft
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2.3 Transfert

Les embryons étaient transférés a 1’aide des cathéters suivants : Echogyn®, Frydman simple®
ou Set TDT® (Irvine Scientific). Le transfert embryonnaire était réalisé sous échographie. Le

dosage de la B-hCG plasmatique était réalise 12 ou 14 jours apres le transfert.

3 Modalités du transfert différé

En cas de transfert différé, aucun embryon frais n’était transféré. Les embryons étaient
congelés soit tous au stade zygote soit, apres une culture prolongée (CP), au stade blastocyste.
Le choix se faisait en fonction du nombre de zygotes obtenus a J1 et de I’indication du
transfert différé. En effet, le seuil pour effectuer une CP était fixé a 7 zygotes (>) en cas
d’échec d’implantation et a 5 zygotes (>) dans les autres indications. Apres CP, seuls les

blastocystes de qualité suffisante étaient vitrifiés a J5 ou a J6 (> B3 IC TC).

4 Congélation / décongélation des embryons

La congélation/décongélation des embryons était assurée en systéme fermé a 1’aide des Kits
VitFreeze kit® et VitWarm kit® (Irvine Scientific) et des paillettes haute sécurité (CBS®).
Les zygotes étaient montés par 2, dans 2 gouttes distinctes, sur le dispositif CBS® (gouttiéere)
avant d’étre scellé dans la paillette et plongés dans 1’azote liquide (Figure 5). Les blastocystes

étaient, eux, montés individuellement.
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Figure 5 - Dispositif et paillettes CryoBioSytem CBS®

Les zygotes étaient tous devitrifiés la veille du transfert pour un transfert de 1 ou 2 embryons
a J2. Les embryons surnumeéraires étaient placés en CP et les blastocystes obtenus étaient
vitrifiés si la qualité le permettait (\Voir classification). Les blastocystes eux, étaient dévitrifiés
le jour du transfert pour un transfert d’un seul embryon. La survie des zygotes ou des
blastocystes (Figure 6) était observée immédiatement aprés la décongélation et également
juste avant le transfert pour les blastocystes afin d’évaluer le niveau de ré-expansion de la

cavité blastocélique.

Figure 6 - Evaluation de la survie

A: zygote ayant survécu ; B: zygote atrétique ; C: blastocyste ayant survécu ; D: blastocyste atrétique

Les transferts d’embryons congelés étaient programmés sur des cycles substitués en estradiol
(Provames®) pour un endométre supérieur a 7mm suivi d’une substitution en progestérone

intra vaginale (Progestan®, 3 ovules par jour) débutant 4 jours avant le transfert d’un
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embryon J2 et 5 jours avant le transfert d’un blastocyste (J5, J6) et poursuivie pendant 3 mois

en cas de grossesse.

5 Analyse statistique

5.1 Appariement

Les tentatives ont été appariées sur les caractéristiques féminines suivantes : nombre de
zygotes obtenu, age, IMC, FSH et AMH ainsi que sur le rang de la tentative : ceci afin de
limiter les biais liés au caractére rétrospectif de cette étude. L’appariement a été réalisé via la
méthode de « recherche du plus proche voisin ». Un calcul de distance Euclidienne a été
utilisé sur les donnees centrées réduites (age, IMC, FSH, AMH, nombre de zygotes) afin
d’estimer la similarité entre les témoins et le groupe d’étude. Une distance maximale de 3
¢tait autorisée dans I’appariement sur le nombre de zygotes. L’appariement sur le rang de la
tentative a été réalisé si les 2 tentatives étaient de rang inférieur ou égal a 2 ou si leur rang

était supérieur ou égal a 3.

5.2 Critere de jugement principal

Le critere de jugement principal (CJP) était le taux de grossesse clinique (GC) par
tentative sur le 1* transfert (nb de GC en incluant seulement le 1* transfert/231 tentatives). La
grossesse clinique était définie par la présence d’un sac embryonnaire intra utérin avec

activité cardiaque a I’échographie 5 semaines apres le transfert.
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5.3 Criteres de jugement secondaires

Les critéres de jugement secondaires (CJS) étaient le taux de grossesse clinique par transfert,
(nb de GC / nb de transfert), le taux d’implantation (nb de sacs / nb d’embryons transférés), le
taux cumulé de grossesse par tentative (nb de GC en incluant tous les transferts / 156
tentatives achevées) et le taux de fausse couche spontanée (FCS) (nb de FCS / nb de GC). Les
FCS correspondent aux interruptions spontanées de grossesses cliniques. Les fausses couches

biochimiques étaient considérées comme des grossesses négatives.

5.4 Statistiques

La comparaison des variables qualitatives a été réalisée par un test du Chi2 pour variables
appariées (Mc Némar). Lorsque les variables étaient quantitatives, un test de Student pour
variables appariées a été utilisé. Les différences observées étaient considérées comme
significatives pour un p < 0,05.

Une analyse en sous-groupes a été réalisée selon 1’indication du transfert différé (Echec
d’implantation ou risque d’hyperstimulation) et pour les tentatives ayant regus des doses
totales de gonadotrophines importantes (>2500U1).

Une analyse multivariée par régression logistique pour prendre en compte les facteurs
confondants a été réalisée avec les facteurs influengant significativement le CJP : 1’age,
I’IMC, I’AMH, le rang de la tentative, le nombre de zygotes obtenus, la dose totale de
gonadotrophines recue et le protocole de stimulation. Le logiciel « R » a été utilisé pour les

analyses statistiques.
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1 Description des groupes

Les caractéristiques générales des 2 groupes sont résumées dans le tableau 1. L’appariement a
permis de constituer 2 groupes comparables en termes d’age, d’IMC et de rang de tentative
dont les différences étaient non significatives. Par contre, une différence statistiquement
significative a été observée sur I’AMH et sur le nombre de zygotes qui étaient tous les 2, plus
élevés dans le groupe transfert différé (4,6 vs 4,0 pour I’AMH, p<0,001 et 5,9 vs 5,5 pour le
nombre de zygotes, p<0,001). Ceci s’explique sans doute par le biais d’éligibilité des
patientes au transfert différé pour risque d’hyperstimulation. En effet, ces patientes présentent
une réserve ovarienne et un recrutement ovocytaire plus importants que les patientes du
groupe témoin. L’ impact de ces parametres sur le critére de jugement principal sera pris en

compte dans I’analyse multivariée.

Les principales indications du transfert différé étaient un antécédent de 2 tentatives avec échec
d’implantation (35%) et le risque d’hyperstimulation ovarienne (33%). Les autres indications
moins fréquentes ont été regroupées (32%) : I’augmentation de la progestérone avant
déclenchement de I’ovulation, I’hydrosalpinx, 1’épanchement intra utérin, les métrorragies en

cours de stimulation ou les anomalies de la muqueuse (épaisseur, polype).
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Tentatives en transfert frais Tentatives en transfert différé p
Nombre 231 231
Age de la femme 349+42 348+45 ns
BMI 23,7+ 3,6 23,6 £3,7 ns
FSH aJ3 7+19 6,9+2 ns
LHaJ3 53,2 £ 28,5 50,3 £ 25,7 ns
Estradiol & J3 454 + 31,2 45,3+ 25,2 ns
AMH (ng/ml) 4+28 4,6 +3,8 <0,001
CFA 43 16,8+94 17+£95 ns
Rang de la tentative 2314 22+12 ns
Protocole Agoniste (%) 19 8 <0,001
Protocole Antagoniste (%) 67 85 <0,001
Protocole MicroFlare (%) 14 7 <0,001
Déclenchement par agoniste (%) 1,3 77 <0,001
Durée de la stimulation (jours) 9,7+37 94+14 ns
Dose totale de gonadotrophines 2481+ 1042 2322+ 836,7 <0,001
FIV avec ICSI (%) 70 68 ns
Nombre d'ovocytes recueillis 945 115+6,9 <0,001
Nombre de 2PN a J1 55+3,8 59+43 <0,001

Tableau 1 - Caractéristique générales des 2 groupes

2 Résultats des congélations/décongélations en transfert
embryonnaire différé.

Sur les 231 tentatives réalisées en transfert différé, 109 ont bénéficié d’une culture prolongée ;

ce qui a conduit a ’obtention de 546 blastocystes a partir des 817 zygotes concernés (taux de

blastulation de 66,8%). Parmi les 546 blastocystes obtenus, 284 étaient éligibles a la

vitrification (taux de blastulation utile de 34 ,8%) (Tableau 2). Vingt-trois tentatives sur les

109 (21,1%) ont présenté un échec de blastulation utile et donc une absence de congélation

embryonnaire. Cent vingt-deux tentatives ont par ailleurs bénéficié d’une vitrification

embryonnaire au stade zygote (415 zygotes vitrifiés).
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Rendement de CP (nb de blastocyste/nb de zygotes) 66,8% (546/817)
Rendement utile de CP (nb de blastocyste congelé/nb de zygotes) 34,8% (284/817)

Tableau 2 - Résultats de la mise en culture prolongée (CP)

Les résultats de la dévitrification embryonnaire sont présentés dans le Tableau 3. Les taux de
survie étaient de 96,3% (389/404) et 93,5% (86/92) pour les zygotes et les blastocystes,
respectivement. Seules 4 tentatives n’ont pas pu bénéficier de transfert embryonnaire apres
décongélation du fait de la lyse de la cohorte embryonnaire a la décongélation. Dans ces 4

cas, la congélation avait été realisée au stade zygote.

Le taux d’implantation des blastocystes décongelés était de 47,7% et le taux d’implantation

des embryons clivés issus de zygotes décongelés était de 16,6%.

Congélation au stade zygotes Congélation au stade de blastocyste

Nb de tentatives avec transfert 122 86 (74 aJ5, 12 a J6)
Tx de survie 96,3% (389/404) 93,5% (86/92)
(au 1er transfert) 93,7% a J5
92,3% a J6
Tx d'implantation 16,6% (33/199) 48% (41/86)
(au ler transfert) 50% (41/86) a J5
33% (4/12) a J6

Tableau 3 - Résultats de la dévitrification embryonnaire
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3 Taux de transfert embryonnaire

Les transferts embryonnaires de chaque groupe sont détaillés dans la figure 7. A la date de
I’analyse, 204 tentatives du groupe transfert différé avaient pu bénéficier d’au moins un
transfert d’embryon décongelé (118 transferts au stade d’embryon clivé et 86 au stade de
blastocyste). L’absence de transfert pouvait étre di soit a une absence d’embryon a congeler
au moment de la tentative (suite a un échec de fécondation ou a 1’absence de blastocyste
congelable a I’issu de la culture prolongée) soit a une absence d’embryon transférable apres
décongélation. Le taux de transfert effectif dans chacun des 2 groupes étaient 204/231 pour le
groupe transfert différé et 218/231 pour le groupe transfert frais soit 90.0% vs 94.4%

(p=0,015).

4 Analyse univariée

4.1 Analyse du critere de jugement principal

Le taux de grossesse par tentative a été calculé et comparé entre les 2 groupes. Aucune
différence significative n’a ét¢ mise en évidence avec 30,7% de grossesse clinique (71/231)

dans le groupe transfert différé et 36,4% dans groupe transfert frais, p=0,21 (tableau 4).
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Transferts
ler transfert .,
=218 d’embryons clivés
~ n=218

Tentatives en transfert
FRAIS
n=231

Absence d’embryon a
transférer

n=8

Absence de transfert
n=13

Absence
de fécondation
n=5

Transferts d’embryons
clivés issus de zygotes

n=86

Tentatives en transfert
DIFFERE

n=231 Absence d’embryon a
transférer apres

décongélation
n=4

Absence de transfert

n=27

Absence d’embryon
congelé

n=23

décongelés
ler transfert n=118
n=204
Transferts de blastocystes
décongelés

Absence de blastocyste a
congeler aprés CP

n=18

Figure 7 - Transferts embryonnaires

4.2 Analyse des critéres de jugement secondaires

Absence de fécondation
n=5

Les taux de grossesse par transfert étaient comparables entre les 2 groupes : soit 35% (71/203)

et 38,5% (84/218) en transfert différé et transfert frais respectivement, p=0,38 (Tableau 4).

La différence entre les taux d’implantation des embryons clivés dans le groupe transfert

frais et le groupe transfert différé était non significative : 20,5% contre 16,6% respectivement,
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p=0,34 (Tableau 4). La comparaison n’a pas pu étre menée pour les blastocyste car le centre

ne pratique pas en routine le transfert de blastocystes frais.

Le taux de grossesse cumulé a pu étre calculé pour 156 tentatives appariées et terminées.
Soixante-quatre grossesses cliniques pour 156 tentatives en frais et 63 grossesses pour 156
tentatives en différé. Aucune différence significative n’a, donc, été observée entre les 2

groupes (64/156 soit 41,0% vs 63/156 soit 40,4% ; p=1) (Tableau 4).

Le taux de FCS était lui, par contre, beaucoup plus élevé dans le groupe transfert différé avec

29,6% (21/71) de FCS contre 9,5% (8/84) dans le groupe transfert frais, p=0,003 (Tableau 4).

4.3 Analyse en sous-groupes

Lorsque I’indication du transfert différé était un risque d’hyperstimulation (n=76), le taux de
grossesse par tentative s’¢levait a 42,1% (32/76) contre un taux de 44,7% (34/76) chez les
témoins appariés, p=0,9 (Tableau 4). 1l n’y a eu aucune hyperstimulation nécessitant une

hospitalisation sur la période d’étude.

Lorsque I’indication du transfert différé était des échecs d’implantation répétés (n=81), le taux
de grossesse par tentative était de 28,4% (23/81) contre 37,0% (30/81) chez les témoins

appariés, p=0,3 (Tableau 4).

Pour les tentatives ayant recus des fortes doses de gonadotrophines (>2500UI) (n=65), les
taux de grossesse par tentatives était globalement plus bas et statistiquement comparables
entre les 2 groupes : 18,5% (12/65) en transfert frais vs 21,5% (14/65) en transfert différe,

p=0,8.
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Groupe Transfert différé  Groupe Transfert frais p
Tx de transfert 90,0% 94,4% 0,0015
Tx de GC par tentative 30,7% 36,4% 0,21
Tx de GC par transfert 35,0% 38,5% 0,38
Tx d'implantation des embryons clivés 16,6% 20,5% 0,34
Tx de GC cumulées par tentative 40,3% 41,0% 1
Tx de FCS 29,6% 9,5% 0,003
Tx de GC dans le groupe "risque d'HSO" 42,1% 44,7% 0,9
Tx de GC dans le groupe "échec d'implantation™ 28,4% 37,0% 0,3
Tx de GC si dose de gonadotrophines recue > 2500UlI 21,5% 18,5% 0,8

Tableau 4 - Résultats des tests univariés

5 Analyse multivariée

Le modéle de régression logistique utilisé intégrait les parameétres pouvant influencer les

chances de grossesses : 1’age, le rang de tentative, I’AMH, le nombre de zygotes obtenus, le

type de protocole de stimulation et la dose totale de gonadotrophines recue. Les résultats sont

présentés dans le Tableau 5. Aprés prise en compte de tous ces facteurs confondants, le

transfert différé apparait comme globalement défavorable pour I’obtention d’une grossesse

avec un odd ratio a 0,59 (1C95% 0,48-0,74 ; p=0,02).

Paramétres Odds ratio (1C95%) p

Transfert différé (vs transfert frais) 0,59 (0,48-0,74) 0,02
Age (>37 ans) 0,59 (0,46-0,74) 0,03
Rang (P1-P2) 1,55 (1,22-1,98) 0,07
Nombre de zygote (>10) 2,22 (1,59-3,10) 0,02
IMC (>25) 1,09 (0,86-1,37) 0,72
AMH (>2ng/ml) 1,02 (0,74-1,37) 0,98
Protocole de stimulation (agoniste) 0,35 (0,25-0,50) 0,004
Dose totale de gonadotrophines (>2500U1) 0,41 (0,28-0,61) 0,02

Tableau 5 - Résultats en analyse multivariée
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Discussion

L’impact du transfert embryonnaire différé a pu étre évalué¢ au travers de cette étude
rétrospective de 231 tentatives cas/témoins appariées. Les taux de grossesse par tentative
étaient similaires dans les deux groupes en analyse univariée (30,7% en différé et 36,4% en
frais, p=0,21). Cependant la différence significative du nombre de zygotes, plus élevé dans le
groupe «différé », rendait ces résultats difficilement interprétables. C’est pourquoi une
régression logistique a été utilisee pour prendre en compte les facteurs confondants tels que le
nombre de zygotes mais aussi 1’dge, ’AMH, le rang de la tentative, le protocole de
stimulation et la dose totale de gonadotrophines regue. Les résultats de 1’analyse multivariée
montrent que le transfert embryonnaire différé est globalement défavorable a la survenue

d’une grossesse sur une tentative avec un OR a 0,59 (IC95% 0,48-0,74 ; p=0,02).

Mais grace a cette stratégie de prise en charge, aucune hospitalisation n’a eu lieu pour
syndrome d’hyperstimulation durant la période d’étude & Cochin et le taux de grossesse par
tentative pour les femmes a risque d’hyperstimulation s’élevait a 42,1% contre 44,7% pour les
femmes présentant des caractéristiques similaires et ayant pu bénéficier d’un transfert frais.

Cette différence n’était pas significative en analyse univariée (p=0.9).

Devant ces résultats, deux notions s’imposent a nous : (i) différer le transfert embryonnaire
peut permettre d’éliminer les hyperstimulations ovariennes en FIV tout en maintenant des
taux de grossesse trés satisfaisants mais (ii) différer le transfert diminue les chances de
grossesse par tentative. De plus, le fait de différer le transfert pourrait diminuer les taux de

naissance car le risque de FCS est plus élevé aprés transfert d’embryon dévitrifié (29,5% vs
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9,5%, p=0,003). La question de la cytotoxicité de la congélation est un sujet important. De
nombreuses études s’y sont intéressées mais peu présentent un risque accru de FCS apres
congélation embryonnaire. Nos résultats concordent avec ceux d’Aflatoonian et al., qui
retrouve une augmentation des FCS en transfert d’embryon vitrifi¢ (15% vs 9%, OR=1,44
1C95%1,03-2,03) (46). Une étude récente retrouve aussi un taux plus élevé de FCS apres
vitrification d’ovocytes (30% vs 18%, p<0,01) (50) et deux équipes démontrent une altération
de la méthylation de I’ADN apres vitrification embryonnaire (51,52). Méme si les groupes
analysés ici sont peut-étre des extrémes en termes de FCS, la différence existe bien. En
analysant les taux de FCS en transfert d’embryon frais et en transfert d’embryon vitrifié pour
I’ensemble des tentatives a Cochin sur cette méme période, on retrouve une différence
significative de 12,2% (46/377) versus 20,3% (64/316) respectivement (p=0,005). Cela ne
peut pas s’expliquer par une moins bonne qualité des embryons surnuméraires car dans notre
étude la congélation concerne tous les embryons en premiere intention. Les conditions de
culture prolongée ne semblent pas non plus étre en cause puisque ces FCS se retrouvent aussi
bien apres congélation de zygote (8/21 FCS) que de blastocyste (13/21 FCS). A noter que le
fait de congeler au stade zygote avec culture post décongélation avant transfert ne permet pas
de sélectionner des embryons indemnes de tout dégat lié a la congélation comme le défendait
I’équipe de B. Shapiro (47). En effet, cette équipe a toujours utilisé la stratégie de la
congélation lente au stade zygote suivit d’une culture prolongée post décongélation.
L’évolutivité post réchauffement serait le moyen de sélectionner, pour le transfert, un
embryon indemne de tous dégats cellulaires liés a la congélation. Dans leurs conditions, il
semblerait que cela fonctionne puisque les auteurs présentent des résultats en taux de
naissance vivante toujours supérieur en transfert différé sans décrire precisement leur taux de

FCS. Dans notre centre, il faut envisager que la vitrification, méme au stade zygote, puisse
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étre responsable d’altérations cellulaires qui se manifestent par une légere baisse des taux

d’implantation des embryons clivés mais aussi, aprés I’implantation, par des FCS.

Ainsi, dans nos conditions actuelles, le taux de naissance ne sera pas amélioré par le transfert
différé. Cependant, si les issues obstétricales sont réellement meilleures apres transfert
d’embryon congelé, avec plus de sécurité pour la meére et I’enfant, le taux de naissance
vivante sans complication périnatale pourrait étre amélioré. Cette partie n’a, hélas, pas pu étre
encore analysee a ce niveau de I’étude. 1l sera en effet trés intéressant d’évaluer ces issues
obstétricales dans notre centre en prenant en compte les facteurs confondants qui ne sont pas
intégrés dans la majorité des études publiées : I’age, I’'IMC, le diabete, la parité et la qualité
embryonnaire. Il semblerait cependant que la qualité embryonnaire soit seulement liée aux
chances d’implantation mais pas au devenir clinique aprés implantation comme le montre une
récente étude canadienne (53). Cette étude pilote s’est intéressée au devenir clinique aprés
transfert unique de milliers d’embryons. Si les chances de grossesse augmentaient
significativement avec la qualité embryonnaire, il n’a pas ét¢ mis en évidence de lien entre

morphologie et FCS ou complications périnatales.

L’état de I’art actuel ne nous permet pas de conclure sur le bénéfice réel du transfert difféeré ni
en termes d’issues obstétricales, ni en terme de chance d’implantation. Dans ses études
publiées, 1’équipe de B. Shapiro, phare de cette stratégie, rapporte en premiere intention, un
taux d’implantation embryonnaire globalement supérieur en différant le transfert
embryonnaire (47). Mais lorsque qu’il analyse plus finement ses résultats, 1’auteur rapporte
des taux d’implantation d’embryon a J5 identiques entre les 2 groupes ; la supériorité du
transfert différé se limitant au embryons transférés a J6 (12). 1l faut souligner que la part du
transfert a J6 est particulierement élevée dans son centre, 46%, ce qui n’est pas le cas de la
majorité des équipes pratiquant la culture prolongée. La proportion de blastocystes obtenu a

J6 était de 15% dans notre centre. Les conditions de culture apparaissent comme un élément
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déterminant dans le choix de la stratégie de prise en charge et I’intérét de différer
systématiquement le transfert des blastocystes obtenu a J6 devra étre validé par une étude

randomisée.

Un autre élément déterminant de toute stratégie est la stimulation ovarienne. Certaines
équipes vont stimuler plus fort que d’autres et tireront peut étre un meilleur avantage du
transfert différé par rapport aux équipes pratiquant des stimulations plus douces et donc moins
déléteres pour I’endometre. Cependant le transfert différé n’a pas montré de supériorité dans
notre étude pour les tentatives ayant recues de fortes doses de gonadotrophines (21,5% vs
18,5% en transfert frais, p=0.8). Ces cas doivent correspondre aux femmes « mauvaises
répondeuses » pour lesquelles les qualités ovocytaire et embryonnaire sont probablement
responsables des taux de grossesse abaissés, plus que I’effet délétére des fortes doses de

gonadotrophines sur I’endometre.

B. Shapiro a aussi mis en avant un bénéfice potentiel du transfert différé pour les cas d’échecs
d’implantation dans une étude rétrospective avec un taux de naissance de 22% en frais contre
46% en transfert différé (48). Cependant sa définition d’échec d’implantation n’était pas tres
claire car cela concernait les tentatives dés le 2°™ transfert et des FCS pouvaient avoir eu lieu
sur le 1" transfert. De plus, il n’a pas intégré dans son analyse multivariée le jour du transfert
des blastocystes (J5 ou J6) ni le nombre de zygotes qui était pourtant significativement
supérieur dans son groupe « freeze all ». Dans notre centre, le transfert différé n’a pas prouvé
sa supériorité pour les tentatives de rang supérieur ou égal a 3, considérées comme de moins
bon pronostic que les tentatives de rang 1 et 2. Le taux de grossesse clinique semblait méme
plus bas dans le groupe transfert différé avec 28,4% (23/81) contre 37,0% (30/81) en transfert
frais mais sans que cela ne soit statistiquement significatif (p=0,3). Dans certains cas d’échec

lié @ un probleme de qualité embryonnaire, I’ajout de la congélation pourrait étre plus délétére

que le gain éventuel sur la réceptivité de I’endométre en différant le transfert.
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L’indiscutable difficulté du « freeze all » est le choix du stade et la sélection des embryons
pour la congélation, notamment pour les tentatives ou la qualité embryonnaire est
problématique. En général, seuls les embryons juges de qualité morphologique suffisante sont
congelés. La qualité embryonnaire exigée pour la congélation est souvent supérieure a celle
exigée pour le transfert d’embryon frais. Ainsi certains embryons qui auraient pu étre
transférés frais ne seront pas cryoconserveés. Les limites de la morphologie sont pourtant bien
connues et si un blastocyste d’aspect médiocre, a moins de chance de s’implanter qu’un
blastocyste de morphologie optimale, il présente tout de méme environ 20% de chance de
s’implanter (49). Il est cependant certain que plus une équipe congélera largement les
cohortes embryonnaires, plus les résultats par transfert d’embryon congelé diminueront mais
les résultats par tentative pourraient étre améliorés. Ainsi, en plus de la perte embryonnaire
potentielle liée a la technique de congélation en elle-méme, une sur-sélection des embryons
pour les tentatives en transfert différé entrainera potentiellement une perte de chance sur
I’ensemble de la tentative. Le taux de transfert était significativement plus bas dans le groupe
transfert différé (90% vs 94%, p=0,002) témoin de la perte embryonnaire dans cette stratégie.
Cependant cet effet ne retentissait pas sur les taux de grossesse cumulés par tentative qui
étaient comparables en analyse univariée (40% vs 41%, p=1). Une facon de limiter la sur
sélection embryonnaire est de congeler les cohortes entiéres précocement au stade zygote.
C’est une stratégie qui a été employée dans la majorité des cas a Cochin. Cependant, le fait de
devoir recongeler les éventuels embryons surnuméraires et le surcolt financier et humain
d’une telle organisation peut décourager certaines équipes. D’ailleurs ce surcout ne se limite
pas au laboratoire (congélation/décongélation, stockage) car le transfert différé c’est aussi,
une prise en charge supplémentaire cété gynécologique pour préparer le TEC. En effet pour
replacer I’embryon décongelé dans la fenétre d’implantation endométriale, 3 procédures

existent : (i) un cycle stimulé, (ii) un cycle substitué, ou (iii) un cycle spontané. S’il ne semble
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pas exister de supériorité d’un protocole sur ’autre en termes de taux de naissance vivante
(54) mais les couts eux décroissent respectivement et 1’organisation du centre est grandement
facilité par le cycle substitué. Des études randomisées intégrants toutes ces considérations
sont en cours (NCT00492934, NCT01780558 et NTR1586). Ainsi, dans une stratégie ou tous
les transferts embryonnaires seraient différés sur cycle substitué, on pourrait imaginer ne plus

faire de transfert le week-end.

Il faut aussi prendre en compte le fait qu’aucune disposition n’a, a I’heure actuelle, été prise
concernant la prise en charge sociale de ces tentatives a transfert embryonnaire
désynchronisé : le surcout incombera donc, a I’hopital ou au patient. Si ce surcout est
totalement contrebalancé par [’éviction d’une hospitalisation pour hyperstimulation

ovarienne, il faudra pouvoir le défendre sérieusement dans les autres indications.

Ainsi, au vue de cette étude, le « freeze all » n’apparait pas comme la solution pour améliorer
les résultats en FIV dans notre centre mais comme un outil utile et efficace dans certaines
indications. Le déclenchement par agoniste de la GnRH permettant d’éviter la quasi-totalité
des syndromes d’hyperstimulation. D’autres pistes pour améliorer le versant endométrial de la
réussite en FIV sont explorées. Par exemple, le concept de transfert embryonnaire
« personnalisé » par réalisation d’un test de réceptivité endométrial est trés intéressant. Une
analyse transcriptomique de biopsie endométriale permettrait d’estimer précisément la fenétre
d’implantation propre a chaque patiente et donc de mieux synchroniser I’embryon et

I’endomeétre au moment du transfert (55)(56).
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Conclusion

Cette étude rétrospective a permis d’évaluer 1’intérét du transfert embryonnaire différé
dans notre centre. Le bénéfice est indiscutable pour les patientes a risque d’hyperstimulation
ovarienne puisque cette stratégie permet d’¢liminer totalement cette complication classique en
FIV tout en gardant des taux de grossesse satisfaisants. Dans les autres indications, avec les
conditions de culture qui sont propres a notre centre, nous n’avons pas pu mettre en évidence
de supériorité de cette stratégie en termes de taux d’implantation. Le bénéfice éventuel fait sur
la réceptivité endométriale semble contrebalancé par ’effet délétere de la congélation sur
I’embryon. De plus, le taux de FCS étant plus élevé aprés vitrification, la véritable conclusion
ne pourra se faire que sur les taux de naissance vivante. Actuellement, avec les résultats en
vitrification embryonnaire de notre centre, le transfert différé doit étre impératif lors d’un
risque d’hyperstimulation mais d’autres pistes pour améliorer 1’implantation embryonnaire et
les issues obstétricales doivent étre encore explorées (mild stimulation, test de réceptivité

endométriale...).
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Résumé :

INTRODUCTION : Une tentative de fécondation in vitro se déroule en 3 grandes étapes qui classiquement
s’enchainent : recueil des ovocytes et des spermatozoides, mise en fécondation de ces gametes puis transfert d’un
des embryons obtenus quelques jours plus tard dans I’utérus. Malgré tous les efforts pour sélectionner un
embryon paraissant évolutif lors du transfert, I’implantation dans I’utérus échoue dans plus de la moitié des cas.
Dans le but d’améliorer ces résultats, une nouvelle stratégie émerge actuellement : Le transfert embryonnaire
différé (« freeze all »). Dans cette prise en charge, le transfert embryonnaire est désynchronisé du reste de la
tentative en congelant tous les embryons pour réaliser le transfert a distance de la stimulation ovarienne sur un
endometre plus naturel. En effet dans la littérature, nombre d’articles font part des effets potentiellement
déléteres des concentrations hormonales supra physiologiques sur I’endometre secondaire a la stimulation
ovarienne pluri folliculaires. Cependant, il existe tres peu d’études solides évaluant le bénéfice réel de cette
stratégie de prise en charge et I’intérét du transfert embryonnaire différé reste encore a prouver.

MATERIEL ET METHODE : Une étude rétrospective de type cas/ témoin a été réalisée sur 18 mois a
I’hopital Cochin: 231 tentatives ayant bénéficié d’un transfert différé pour différentes indications (échecs
d’implantation répétés, risque d’hyperstimulation ovarienne, évenements intercurrents en cours de stimulation)
ont été appariées a 231 tentatives ayant bénéficié d’un transfert d’embryons frais. Le critere de jugement
principal était le taux de grossesse clinique (GC) par tentative. Les criteres de jugement secondaires étaient : le
taux d’implantation, le taux de grossesse clinique par transfert, le taux de fausse couche spontanée (FCS) et le
taux cumulé de grossesse clinique par tentative. Une régression logistique a été réalisée pour prendre en compte
les facteurs confondants.

RESULTATS : En analyse univariée, il n’a pas été observé de différence significative entre les groupes frais et
différé en termes de taux de GC par tentative (respectivement 36% vs 31%, p=0.21), taux d’implantation (21%
vs 17% ; p=0,34), taux de GC par transfert (39% vs 35%, p=0.38), et taux cumulé de GC par tentative (41% vs
40%, p=1). Le taux de FCS était par contre lui significativement plus élevé dans le groupe avec transfert
embryonnaire différé (10% vs 30%, p=0.003). En analyse multivarié, le transfert embryonnaire apparait comme
défavorable pour la survenue d’une grossesse avec un odd ratio a 0,6 (1C95% 0,5-0,7, p=0,02).

CONCLUSION : Pour les tentatives ou le transfert différé est nécessaire pour raisons médicales notamment lors
d’un risque d’hyperstimulation, cette stratégie permet de sécuriser la prise en charge des patientes en FIV tout en
conservant des chances de grossesse trés satisfaisantes. Par contre, contrairement aux données de la littérature,
notre analyse met en évidence une diminution des chances de grossesse avec cette stratégie. De plus, la crainte
d’un effet cytotoxique de la congélation apparait devant I’augmentation du nombre de FCS dans le groupe
transfert différé. Cette étude devra étre poursuivie pour conclure définitivement sur les taux de naissance vivante
par tentative.

Mots clés : transfert embryonnaire différé, réceptivité endométrial, congélation embryonnaire
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