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. INTRODUCTION

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

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

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

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

En France, la mise en place du DPI en 1999 reste trés encadrée législativement. L’Agence
de la Biomédecine veille a I'application des recommandations et de la Iégislation au sein des
cing centres francais autorisés actuellement pour le DPI, et analyse les activités et résultats
de chacun [11]. C’est dans le cadre des lois relatives a la bioéthique de 1994, révisée en
2004 puis en 2011, ainsi que I'application du décret de 2006 relatif au DPN et au diagnostic
biologique effectué a partir de cellules biologiques prélevées sur I'embryon in vitro, que la
pratigue du DPI est autorisée a titre exceptionnel pour les couples risquant de transmettre a
'enfant a naitre une maladie génétique grave et incurable au moment du diagnostic. Pour
toute demande de prise en charge, le dossier clinico-biologique complet du couple est étudié
lors d’une réunion de concertation pluridisciplinaire selon des critéres d’éligibilité propres a
chaque centre. La réserve ovarienne de la patiente doit étre suffisante pour obtenir un
maximum d’ovocytes et donc d’embryons a biopsier [12], la mutation a l'origine de la maladie
doit avoir été préalablement identifiée et la technique d’identification de 'anomalie génétique
sur 'embryon doit étre réalisable. Deux grandes types de DPI existent en France selon
l'indication: le DPI moléculaire (DPI-M) et le DPI cytogénétique ou chromosomique (DPI-SR).
Le premier est destiné aux couples présentant une maladie monogénique et la technique
d’analyse génétique utilisée est la PCR associée au séquencage [13]. Le second concerne

essentiellement les anomalies chromosomiques de structure et/ou de nombre (translocations



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

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

blastocystes [21].

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

I'efficience et les résultats cliniques de ces deux stratégies.



II.  MATERIELS ET METHODES

1) Patients

Cette étude rétrospective monocentrique a inclus I'ensemble des cycles de DPI réalisés
dans notre centre entre 2016 et 2019, quel que soit le rang de la tentative et pour toute
indication confondue, cytogénétique et moléculaire Les cycles avec transferts frais ou avec
congélation totale étaient tous inclus dés lors qu’une biopsie embryonnaire avait pu étre
réalisée. Nous avons également pris en compte les transferts d’embryons congelés issus de
ces mémes cycles de DPI (cycles avec congélation totale et blastocystes surnuméraires des
cycles avec transfert frais) et réalisés sur la méme période de 2016 a 2019. Nous avons
exclu les cycles de DPI de 2019 pour lesquels les issues de grossesse n’étaient pas encore
connues, les cycles ou des re-biopsies avaient été nécessaires et les quelques biopsies
réalisées a J4 au stade morula. L’ensemble des données cliniques et biologiques
nécessaires ont été recueillies dans le logiciel Médifirst et anonymisées. Les patients avaient
donné leur accord pour l'utilisation de ces données anonymisées. Deux groupes de
comparaison ont été formés selon le jour ou avait été effectuée la biopsie embryonnaire : J3
ou Js.

2) Stimulation ovarienne

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

17mm de diamétre.

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

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

numéro unique qui suivait ensuite 'embryon tout au long de la procédure de DPI, puis placés



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

prévision du transfert embryonnaire.

4) Organisation générale

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

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

5) Biopsie embryonnaire

Deux opérateurs habilités a la biopsie embryonnaire étaient indispensables. Une double
vérification de l'identification des embryons par leurs numéros était effectuée a chaque étape
critiqgue. Les embryons qui n’avaient pas présenté des divisions anormales au cours des
deux premiers cycles, qui présentaient au minimum six blastoméres de tailles homogénes et
moins de 25% de fragmentation étaient éligibles a la biopsie a J3. Chaque embryon était
placé au maximum dix minutes sous huile dans un milieu de décompaction sans calcium ni
magnésium (G-PGD, Vitrolife®) supplémenté au 1/10°™ avec de I'albumine sérique humaine
(HSA, Vitrolife®). Une bréche était réalisée a I'aide d’'un laser dans la zone pellucide sous
microscope optique (ZilosTK, Hamilton Thorn®, Beverly, MA, USA). La biopsie consistait en
I'exercice d’'une légére pression sur la zone pellucide permettant I'extrusion d’'une ou deux
cellules qui étaient directement transmises au laboratoire de génétique concerné selon
lindication pour analyse. Chaque embryon était rincé dans du GTL puis replacé
individuellement dans son puit de culture correspondant a son numéro dans l'attente du
résultat du diagnostic génétique.

Pour les biopsies a J5, une breche par laser dans la zone pellucide était systématiquement
réalisée au troisieme ou quatrieme jour de développement. Les blastocystes candidats a la
biopsie devaient présenter une expansion supérieure au stade B2 et une masse cellulaire

interne et un trophectoderme notés A ou B selon la classification de Gardner (24). La biopsie

5



était réalisée directement dans une goutte du milieu de culture embryonnaire. Deux
techniques pouvaient alors étre pratiguées: soit par aspiration du fragment du
trophectoderme qui commencait a éclore a travers la bréeche associée a des impulsions laser
aux niveau des jonctions cellulaires ; soit mécaniquement par frottement/cisaillement entre

les pipettes de contention et d’aspiration (flicking) (25).

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

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

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

expansion dans les deux heures suivant le réchauffement étaient transféreés.



7) Outils statistiques et expression des résultats

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

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

biopsiés.

. RESULTATS

1) Caractéristiques des patients et des cycles de DPI

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

Les deux groupes étaient comparables statistiquement concernant la plupart des facteurs
confondants en AMP a savoir I'adge de la patiente a la ponction, I'indice de masse corporelle
(IMC), 'AMH, le type d’infertilité et le tabagisme chez I'un des membres du couple. La
majorité des cycles de DPI réalisés avaient une indication moléculaire (56,9%). La biopsie

embryonnaire était majoritairement réalisée a J3 quelle que soit I'indication. La biopsie J5



était plus souvent réalisée dans des indications cytogénétiques du fait d’'une validation de la

technique plus précoce que pour les indicatinos moléculaires.

966 cycles de DPI

de 2016 a 2019 EXCILUSIONS:
toute indication Biopsies J4

tout rang Re-biopsies

Biopsies J3 Biopsies J5
697 cycles 65 cycles

Transferts Transferts

TEC

TEC

frais frais
344 cycles 3343%32:Ies 12 cycles w4 %ylcles
421 b 17 b
embryons embryons embryons embryons

Figure 2 : Schéma d'inclusion.

Nombre total de cycles (n) 697 65

Nombre de couples (n) 417 64

Indication du DPI
DPI moléculaire (%) 59,6 27,7
p=7.10-7*

DPI cytogénétique (%) 40,4 72,3

239+4,7 247+58 p=0,2283
Tabac actif chez les femmes (%) 13,4 9,4 p=0,4415

Type d'infertilité du couple
Primaire (%) 34,5 37,5 p= 0,6809
Primo-secondaire (%) 25,7 29,7 p=0,4611
Secondaire (%) 39,8 32,8 p=0,2877

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

AMH : hormone antimullérienne



2) Comparaison des deux stratégies de biopsies embryonnaires

Au total, 3218 embryons avaient été biopsiés a J3 alors que seulement 276 blastocystes
avaient été biopsiés a J5. Le nombre d’ovocytes ponctionnés, injectés et d’embryons
obtenus étaient similaires dans les deux groupes (Tableau 2).

Les doses de gonadotrophines étaient similaires dans nos deux groupes (2295,7 + 860,3
unités de FSH dans le groupe des biopsies J3 pour 2107,3 + 802,5 dans le groupe des
biopsies J5).

Le nombre d’embryons biopsiés a J3 et a J5 étaient similaires, tout comme le nombre
d’embryons diagnostiqués dans les deux groupes, les taux d’embryons utiles et les taux
d’embryons biopsiés inutilement. Enfin, nous avons également calculé le nombre
d’embryons biopsiés a J5, qui avaient été congelés immédiatement aprés en accord avec
notre politique de freeze all dans l'attente des résultats génétiques, mais qui finalement
s’étaient avéré atteints ou non diagnostiqués. Il y avait ainsi eu 118 embryons congelés
inutilement dans ce cas de figure, ce qui représentait 42,8% parmi 'ensemble des embryons
biopsiés a J5. Au contraire parmi les biopsies J3, seuls les embryons sains/équilibrés non
transférés étaient congelés vu que leurs statuts génétiques étaient connus a J4. En

revanche, le taux de cycles avec congélation embryonnaire totale était plus élevé dans le

groupe J5 que le groupe J3 (p= 6.10-9).

Nombre total d’embryons biopsiés n = 3218 -

16,3+ 7 p=0,0707

Nombre d'ovocytes ponctionnés 1467

Nombre d'ovocytes injectés 11,4 +5,8 12,6 +5,3 p=0,0871
Nombre d'embryons obtenus 71+473 7943 p=0,1418
Nombre d'embryons biopsiés 46+32 4,2+32 p= 0,3696
Nombre d'embryons diagnostiqués 43+3,1 3,8+3,1 p=0,2109

Nombre d'embryons atteints 21+2 20+272 p=0,9639

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

p=0,2444
14,9 (n=481) 11,3 (n=31)  p=0,1098

Nombre total de cycles de freeze all (n) [EELREZILL)) 38 (58.5%) p= 6.10-9*

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



3) Issues des cycles avec transfert frais

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

multiple (tableau 3).

Nombre total de cycles avec transfert

frais (n)
Indication du DPI 63.6 0
DPI moléculaire (%) 36.4 100 p=2,4.10-6*
DPI cytogénétique (%) :
Nombre d'embryon par transfert 1,2+0,4 1,4+05 _
(n= 421] (n= 17] p=0.2249
Nombre de SET (n) 267 7
p=0,1568
Nombre de DET (n) 77 5
Taux d'implantation (%) 21,85 (n=92] 11,77 (n=2] p=0,5454
Taux de grossesse débutante (%) 29,65 (n=102] 16,66 (n=2] p=0,7375
Taux de grossesse clinique (%) 23,26 (n=80] 16,66 (n=2] p=0,7406
Taux de naissance vivante (%) 25,58 (n=88] 16,66 (n=2] p=0,7375
Taux de grossesse multiple (%) 8,82 (n=9] 0 p=1
Taux de fausse couche spontanée (%) ESR(GENE] 0 p=0,1421
Tableau 3 : Issues des cycles avec transfert d’embryon frais en fonction du jour de biopsie
embryonnaire

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

4) Issues des cycles de transfert d’'embryons congelés

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

guant a eux équivalents.

| Biopsieda | Biopsied5 | Significativité
Nombre total de TEC (n) 334 48

Indication du DPI

DPI moléculaire (%) 29,3 68,8
: p=3,5.10-7*
DPI cytogénétique (%) 70,7 31,3
Nombre d'embryon par transfert 12+04 1,304
(n= 384) (n=61)
Nombre de SET (n) 284 35
p= 0,0583
Nombre de DET (n) 50 13
Taux d'implantation (%) 8,33 (n=32) 27,87 (n=17) p= 0,0006*
Taux de grossesse débutante (%) 18,86 (n=63) 37,5 (n=18) p= 0,0344*
Taux de grossesse clinique (%) 9,28 (n= 31) 27,1 (n=13) p= 0,0052*
Taux de naissance vivante (%) 8,98 (n=30) 35,42 (n=17) p= 0,0001*
Taux de grossesse multiple (%) 0 2,22 (n=4) p= 0,0018*
Taux de fausse couche spontanée (%) 6,89 (n= 23) 6,25 (n=3) p=1

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

TEC : transfert d’embryon congelé DPI : diagnostic pré-implantatoire
SET : transfert d’embryon unique ~ DET : transfert de deux embryons

IV. DISCUSSION

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

économique.

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

Il est pourtant difficile de comparer nos résultats a ceux de la littérature, les pratiques restant
divergentes selon les indications, les techniques et la Iégislation. Ainsi, la plupart des centres
internationaux réalisent le DPI-A par biopsie de trophectoderme en routine dans les cycles
de FIV. La généralisation du DPI-A permettrait une augmentation des taux de grossesse
clinique en ICSI par transfert frais a 32,9% et a 27% par transferts d’embryons congelés
selon les derniers chiffres rapportés par I'ESHRE [28]. La revue de littérature de
Mastenbroek [29] n’a initialement pas montré d’amélioration du taux de grossesse grace au
DPI-A, voire méme un effet inverse. Les hypothéses avancées étaient, d’'une part le nombre
restreint de chromosomes analysés par FISH et d’autre part, les taux d’aneuploidie et de
mosaicisme supérieurs dans I'embryon clivé par rapport au blastocyste. Pour exemple, sur
les 1603 embryons analysés par Alder [30], 42% des blastocystes étaient euploides contre
seulement 24% des embryons clivés. Le mosaicisme peut varier de 15 a 75% a J3, mais
passe de 3 a 24% dans le blastocyste [31]. Il aura donc fallu attendre le développement des
techniques de screening du génome entier et la biopsie de blastocyste pour permettre
I'obtention de résultats cliniques prometteurs en toute sécurité [32]. Cependant en France, la
Iégislation restrictive pour I'exercice du DPI permet de rechercher uniquement 'anomalie
préalablement identifiée et causale de la pathologie génétique, et interdit actuellement le
recours au DPI-A, empéchant I'évaluation de l'aneuploidie et du mosaicisme dans les
embryons sains/équilibrés que nous transférons/congelons, ce qui pourrait expliquer nos
taux de réussite clinique faibles aprés transfert congelé d’embryons biopsiés a J3, en plus de
la petite taille de notre échantillon de biopsies J5. Les résultats des transferts d’'embryons
congelés hors DPI pour la méme période (n=2942) étant les suivants : taux de grossesse
clinique par transfert de 27.8% et taux de naissance vivante par transfert de 21%. Ces
résultats sont donc rassurants sur la performance de notre programme de Vvitrification

embryonnaire.

Nous réalisons encore aujourd’hui une majorité de biopsies de blastoméres a J3, avec moins
de 7% des biopsies au stade blastocyste au cours de notre étude, ce qui reste une originalité

par rapport aux autres centres francgais agréés mais trés faible vis-a-vis des 67% de biopsies
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de trophectoderme rapportées par I'ESHRE en Europe en 2017. La biopsie est
généralement réalisée au moment le plus opportun du stade blastocyste (B5), puis tous les
blastocystes biopsiés sont congelés en attendant la transmission des résultats génétiques
[25]. Cette organisation nous parait difficilement applicable, car demandant une
synchronisation totale entre les équipes de génétique et de FIV, un turn-over de personnel
important, des locaux spécifiquement dédiés a l'activité non jumelée a celle de la FIV
classique avec in fine, un colt considérable [33].

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

L’'un des autres avantages de retarder le jour de la biopsie serait de « sélectionner » des
embryons d’emblée plus compétents avec de meilleures chances dimplantation et de
grossesses sachant qu’en moyenne, environ 50% des ovocytes fécondés atteignent le stade
blastocyste en FIV [34]. La culture prolongée permettrait donc de diminuer le nombre
d’embryons a biopsier en se focalisant sur ceux ayant théoriquement le meilleur potentiel
implantatoire. En revanche, le risque d’échec de culture et donc de biopsie pour les femmes
ayant une insuffisance ovarienne précoce ou les femmes plus agées est majoré.
Contrairement a Coll [35] qui retrouvait le double d’embryons a biopsier a J3 par rapport au
nombre de blastocystes biopsiables, nous n’observons pas de diminution du nombre
d’embryons a biopsier au stade blastocyste par rapport au stade de 'embryon clivé et nous
n’avons pas non plus biopsié de maniére inutile plus d’embryons a J3 que de blastocystes.
Cette différence peut s’expliquer par des criteres d’éligibilité a la biopsie qui sont trés
sélectifs & J3 : absence d’anomalie de clivage visualisable en time-lapse, présence d’au
minimum 6 blastoméres. En revanche, plus de cycles sans transferts ou congélation pour
causes d’absence d’embryon sain et/ou de morphologie embryonnaire étaient rencontrés

dans le groupe J3 par rapport au groupe J5 (56,39% contre 23,07%, p= 7.10-7). Le taux

13



d’annulation de biopsie pour cause d’absence d’embryon de qualité morphologique et/ou
morpho-cinétique suffisante était quant a lui comparable entre les groupes : 67 cycles (9.6%)
pour la biopsie J3, 5 cycles (7.7%) au stade blastocyste.

Peu d’études portent sur la comparaison des résultats cliniques selon le jour de biopsie. Coll
n’avait pas retrouvé de différence significative au niveau des taux d’'implantation et des taux
de grossesse clinique (56,1% et 65,3%, 50,3% et 61,4%, respectivement a J3 et J5) aprés
avoir comparé rétrospectivement les résultats de 179 cycles aprés biopsie J3, analyse sur
cellule unique et transfert frais a J5, a ceux de 204 cycles apres biopsie de trophectoderme,
screening chromosomique complet et transfert d’'embryon congelé puis décongelé [35].
Méme si le design de cette étude se rapproche de la nbtre, les enjeux, conditions
d’applications et effectifs ne sont pas les mémes, rendant difficlement comparables nos
résultats. D’autre part, dans son essai randomisé prospectif, I'équipe de Scott [36] a formé
deux groupes, chacun constituant son propre témoin avec transfert sur le méme cycle de
deux embryons a la fois, I'un issu d’'un parcours de FIV classique et I'autre biopsié a J3 ou a
J5, avec strictement les mémes conditions de culture et le méme nombre de manipulations
hormis le geste de biopsie pour les deux embryons. Des analyses génétiques postérieures
permettaient de savoir quel embryon était a l'origine de la grossesse. En conclusion, la
biopsie de trophectoderme n’avait aucun impact contrairement a la réduction significative de
39% des taux d’'implantation et des taux de grossesse qui ressortait entre les embryons
biopsiés a J3 des embryons non-biopsiés. Cette méme équipe a montré qu’'un blastomére
représente 13% de la surface totale de 'embryon clivé contre seulement 2 a 3% de celle du
blastocyste. Le retrait d’'une ou deux cellules pourrait également entrainer un retard dans la
compaction et la blastulation comme la constaté I'équipe de Bar-El [37] grace au suivi
continu de 366 embryons par time-lapse.

Appliquant les recommandations de 'ESHRE [38], nous procédions a I'extrusion de deux
cellules dés lors que I'embryon en posséde huit, une seule si moins de 8. Les analyses
cytogénétiques faites sur un blastomére sont confirmées par les résultats obtenus sur le
deuxiéme et les embryons non transférables/non congelables pour des critéres morpho-
cinétiques ou suivants leur statut génétiqgue sont systématiquement ré-analysés par PCR
pour les indications de biologie moléculaire. Nous retrouvons ainsi des taux d’implantation
corrects pour les embryons biopsiés a J3 (21,9%) par rapport aux 23% publiés par 'TESHRE
en 2017. Dans notre étude, le nombre d’embryons biospsiés était similaire a J3 et J5 tout
comme le nombre de blastocystes utiles a J5 malgré le prélévement de deux blastoméres a
J3.Enfin, le taux de reprise de développement embryonnaire post-biopsie est bon (95,8%) a
la fin de 'année 2019. Ces résultats nous prouvent que le jour choisi pour réaliser la biopsie
n’a affecté ni la faisabilité de nos tests génétiques ni les taux de succes cliniques aprés

transfert frais.
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Toujours pour respecter la balance bénéfice-risque du geste de biopsie, les biologistes et
techniciens de notre centre ont été habilités aprés avoir recu une formation pointilleuse et
standardisée ; un programme de maintien des compétences a été mis en place avec suivi
des indicateurs de performance individuels. Concernant les biopsies de blastoméres, la zone
pellucide (ZP) est ouverte a l'aide d’'un laser comme recommandé et pratiqué dans la
majorité des centres européens [38]. Pour les biopsies de trophectoderme, la bréche est
réalisée au troisieme jour de développement pour faciliter I'éclosion précoce du blastocyste.
Ce choix pourrait étre remis en cause du fait des inconvénients associés : I'exposition a un
stress supplémentaire pour I'embryon par modification du milieu de culture et les
manipulations extérieures, I'impossibilité de repérer la position future de la masse cellulaire
interne et donc le risque de la léser lors du prélévement ultérieur [25]. Il est également
possible de réaliser I'ouverture de la ZP et la biopsie immédiatement a J5 comme le veut le
protocole séquentiel. Le peu d’études comparatives publiées sur la réalisation de la bréche
restent contradictoires : Rubino [39] montrait dans son étude rétrospective des différences
significatives sur les taux d'implantation, de grossesse clinique et de naissance vivante en
faveur du protocole séquentiel (65,3 % contre 55,1 %, 58,4 % contre 46,8 % et 58,9 %
contre 46,2 % respectivement, p< 0,0001] contrairement a I'essai prospectif randomisé de
Zhao [40] portant sur 221 cycles qui ne montrait aucune amélioration des taux de succes

clinigue avec le protocole séquentiel.

Plusieurs hypothéses peuvent étre évoquées pour expliquer les taux de naissance vivante
supérieurs retrouvés en cas de transferts d’embryons congelés aprés biopsie J5.

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

Par Ailleurs, Ubaldi [42] a décrit que le choix électif de I'embryon a transférer parmi les
embryons euploidies a 'aide de caractéristiques morphocinétiques permettait d’optimiser les
chances de grossesse et de diminuer le temps nécessaire a I'obtention de la grossesse.
Nous pouvons donc admettre que I'embryon avec la meilleure chance d’'implantation future

avait été transféré en frais dans le groupe des biopsies J3 alors qu'il avait été congelé puis
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dévitrifié et transféré sur le prochain cycle dans la majorité des biopsies J5 avec congélation
totale, ce qui pourrait expliquer en partie les différences significatives sur nos taux de
naissance vivante, grossesse clinique et taux d’implantation dans ces cas de figure.

Par question de praticité pour le laboratoire et facilitation organisationnelle des couples
venant de régions souvent €loignées, les transferts frais avaient généralement lieu dés J4
lorsque la biopsie avait été réalisée a J3. Cette stratégie pourrait étre discutée, car les
criteres de sélection embryonnaire a J4 restent peu reconnus et standardisés, méme s’il
n'est pas démontré de différences significatives sur les taux de succés cliniques entre les
transferts de morulas ou blastocystes [43]. En revanche, aucun transfert a J6 aprés une
biopsie J5 n’était réalisé, I'embryon étant immédiatement vitrifi€ aprés biopsie. L’étude
prospective sur 221 cycles de Elgindy [44] montrait des taux d’implantation significativement
plus élevés a 40% quel que soit le jour du transfert J5 ou J6 pour des blastocystes
expanseés, alors qu’ils ne dépassaient pas les 19% lors des transferts de blastocystes non
expansés a J6. Par la suite, Irani [45] a montré une supériorité clinique des transferts de
blastocystes euploidies congelés a J5 plutét qu’a J6 appartenant pourtant aux mémes
grades de développements morphologiques. De plus, le phénoméne décrit comme
protecteur avant vitrification du collapsus entrainé par la réalisation de la bréche, suivi de
I'éclosion partielle ou totale du blastocyste biopsié, permettant une exposition et une
déshydratation plus uniforme de la blastocele aux cryoprotecteurs [46]. A ces arguments
peut également se rajouter une synchronisation non optimale avec la fenétre implantatoire
suite aux changements morphologiques et moléculaires entrainés par les traitements de

stimulation [47] pouvant impacter négativement les résultats par transferts frais.

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

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

Le futur pourrait résider dans les alternatives a la biopsie embryonnaire, qui reste un geste
invasif potentiellement délétére pour la suite de son développement et les chances de
succes en DPI. Quelques études se sont penchées sur I'analyse des fragments d’ADN libres
issus de I'embryon présents dans le milieu de culture ou dans le liquide blastocoelique [48].
Pour le moment, les résultats publiés ne sont pas suffisamment concluants au vu des faibles
taux d’amplification et des risques élevés de contamination par 'ADN maternel [49]. Autre
piste évoquée, la prédiction de la ploidie embryonnaire basée sur la morpho-cinétique. Peu
d’études sont disponibles actuellement, hétérogénes et aux résultats contradictoires, ne

permettant pas d’établir un modéle déterminant le statut chromosomique de I'embryon selon
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ses caractéristigues morpho-cinétiques. L’étude rétrospective récente publiée par notre
équipe [50] n’a retrouvé aucune différence significative malgré le suivi continu et 'analyse en
temps réel par systeme time-entre les embryons équilibrés et déséquilibrés. Il est donc
encore trop t6t pour envisager 'abandon de la biopsie embryonnaire pour la recherche

d’anomalies génétiques.
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V. CONCLUSION

Notre étude rétrospective portant sur les quatre dernieres années d’activité dans notre centre
de DPI nous a permis d’évaluer I'impact de nos deux stratégies de biopsies embryonnaires
sur les chances de succés des couples pris en charge, tout en analysant l'efficience de
chacune d’'un point de vue praticité et organisationnel. Ainsi, les taux de naissance vivante
lors de la réalisation d’un transfert frais embryonnaire n’étaient pas différents quel que soit le
jour ou avait été effectué la biopsie. A l'inverse, nous avons obtenu significativement plus de
naissances vivantes et de grossesses lorsque la biopsie était réalisée a J5 lors des transferts
d’embryon(s) congelé(s). Nos résultats plébiscitent donc la généralisation de la biopsie de
trophectoderme dans notre centre alors que nous la réalisons a I'’heure actuelle uniguement
dans les circonstances exceptionnelles ou la biopsie au stade clivé n’est pas possible. D’'un
point de vue technique, que la biopsie ait eu lieu a J3 ou a J5, nous avions obtenu autant
d’embryons utiles, c’est-a-dire d’embryons sains/équilibrés qui avaient pu étre transférés ou
congelés. Il en était de méme pour les embryons biopsiés inutilement car atteints ou non
diagnostiqués. Il n’'y a donc pas une stratégie plutét qu’une autre qui nous permet d’effectuer
un nombre moindre et optimal de biopsies. Par contre, la proportion des 118 embryons
congelés inutilement lorsque la biopsie était réalisée a J5 représente une charge de travail
technique considérable, un surcolt financier et matériel au niveau de la place
supplémentaire requise pour la cryopréservation, ainsi que la nécessité d’'une grande
coordination entre les différentes équipes de génétique et biologie de la reproduction. Ces
désavantages nous empéchent donc de mettre en place a I'échelle de notre centre, la norme

internationale qu’est la biopsie de blastocyste.
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