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INTRODUCTION

e =60 000 tentatives de FIV / an
e > 300 000 embryons produits /an

Malgré I'lavancée des connaissances
en FIV, les résultats restent
relativement décevants :

d Taux d’implantation
relativement limités (18-19%)

d 40% de transfert mono-
embryonnaire

d  Taux de G multiples
relativement.

(15,6% Gx2 en 2014, ABM)
Comment améliorer ces résultats?



EMBRYONS SANS POTENTIEL DE DEVELOPPEMENT

| Importance du choix de I'embryon a elimirier
— Si erreur => Pertes de chances pourle couple

A

| Importance du chaoix-de I'embryon a transférer
— Développement du transfert embryonnaire unique

| Importance du choix de 'embryon a congeler
— Si erreur => stockage massif improductif



METHODES D’EVALUATION ET DE SELECTION
DES EMBRYONS

Etude morphologique o _ o
Etude morphocinétique Diagnostic genétique

OMICS : Impression 3D



La morphologie conventionnelle
en routine...

e Informations statiques isolées

(to ou t1 ou t2 ou t3 ou t5) _
Construction

de scores

e Informations statiques combinees
o (tO+t1+t2+t3+t5)

T T~

Taux d’'impiaintation ‘ Développement in vitro

\_J ransfert unique / suivi individuel




EVALUATION MORPHOLOGIQUE
EMBRYONNAIRE PRECOCE

LS |

Méthode standard d “évaluation de la qualité embryonnaire la plus répandue



QUALITE OVOCYTE

Rienzi et al, 2012

Données disponibles controversées

ou restreintes a certains groupes



SCORE ZYGOTIQUE
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Gianirolli et al, Fertil Steril, 2CC03

Scott el al,
Hum Reprod, 2000

Absence de score consensuel pour évaluer les zygotes

La morphologie des pronuclei est un processus dynamiq
Effet observateur dependant lié a I'entrainement

Données controversées de la littérature



CLIVAGE PRECOCE

N

25H post FIV
ou
27H post ICSI

Données consensuelles dans la littérature




MORPHOLOGIE EMBRYONNAIRE A j2-J3

Nbre et
régularité des blastoméres

EX:
T

Nbre de blastomeéres

A :=10%
B : >10-30%
C :>30-50%
D : >50%



Morphologie embryonnaire

Nombre Aspect typique Taux de Multinucléation

de blastoméres des blastomeres fragmentation

Code a 3 chiffres
Chiffre 1 : nb de cellules (2-6 a J2)
Chitfre 2. Aspect typique ou atypique des cellules / au nombre de cellules
Chiilre 3 : taux de fragments
1:0-10% du volume
2 : 10-50% du volume
3:>50% du volume



CRITERES DE SELECTION
D’UN TOP EMBRYON J2-J2




CULTURE STADE BLASTOCYSTE

Classification de Gardner
Notion de cinétique (J5 vs J6)
Stade d’expansion (1-6)
Aspect du trophectoderme (A,B,C)
Aspect du bouton embryonnaire (A,3,C)

Gardner et al, 1998



CULTURE STADE BLASTOCYSTE

d Synchronisation embryon et utérus+++
1 Contractions utérines |

J « sélection embryonnaire »

=> Tf embryonnaire unigue

d 4 Taux implantation

MAIS... INDICATIONS/ « LIMITEES »






Evaluation embryonnaire
seguentielle







Etude retrospective

Suivi de 1257 cycles

Etablissement d’'une courbe ROC et calcul de TAUC
pour déterminer si e cumul d’observations a J1 + J2 + J3
apporte une valeur ajoutée

Point de miesure : Taux de grossesse clinigue

Racowskyet al.,2009






Analyse morphologique conventionn@

les limites

Absence de consensus pour certains parameti@®, J1)

Le poids décisionnel des parametres morphologiques (J1, J2, J3)
reste centre dependant (=xariabiliic des scorey.

Subjectivité lecture morphoiogiqueg=> CQI + CQE)
Trouver le compromis benéfice / perte
— Effets issus des observations sequentielles ?

— Effets géneres par la culture prolongée ?

20



CRITERES METHODE IDEALE
EVALUATION QUALITE EMB

(dNon invasive
JApplicable eti routine
] Résultats rapides
dFacile d”emploi
.4 Reproductible
JPrix abordable
dValeur piédictive pour I'obtention d’un blastocyste 1



Quels outils pour évaluer le potentiel
de développement embryonnaire ?

Morphocinétique ¢ : 1 OMICS
\\
Screening
‘ Génétique

Prée-implantatoire
= (PGS) ou CCS




Quels outils pour évaluer le potentiel
de développement embryonnaire ?

Morphocinétique - : 1 OMICS
\\
Screening
‘ Génétique

Prée-implantatoire
= (PGS) ou CCS




Time-Lapse :

le futur de la morphologie

e Suivi morphologique dynamique semi-continu grace a
une cameéra.

e Avantages :

* Absence de sortie des baites de culture de l'incubateur
—> Environnement STABLL
* SUIVI de la cinétique sur le plan :

- quantitatif :

- qualitatif : anomalies division, réab. fragments,
collapse biastocyste...



N

Principaux systemes commercialj

e Embryoscope © :
— Incubateur 3 gaz complet équipé de
cameéras
— Boites de culture spécifiques
— Image toutes les 10 minutes

Embryoscope ®
e Primo Vision ®:
— Equipement individuel pour chaque

boite de culture (support avec
microscope)

— Usage dans des incubateurs usuels
— Boites de culture spécifiques

— Image toutes les 10 minutes
Primo Vision ®






Cirray, 2014



Etude réetrospective
285 couples {ICSl)
264 embryons avec implantation connue

Meseguer, 2011



WLOTII Vo Ll ls CcyClivw \CI\PI Co2oCTW Qo wvilial ] Yal lazincy "NiIoIucT VI VUuLIuT

the optimal range as defined earlier) should be used together with the

morphological exclusion criteria. The model idenitified the time of division
toScells{t5 OR = 3.3 |(95% Cl 1.65—6.66) foliowed by synchrony of div-

isions after the 2 cell stage, f2 OR =2.0495% Cl 1.07—4.07) and the
duration of the 2 cell cycle,|cc2 OR = 1.84(95% Cl 0.95-3.58) as the
most promising variables characterizing implanting embryos.

By using exclusion variabies plus t5, s2 and cc2, we defined a logistic
regression model. An RO curve analysis to determine the predictive

HHHHH “:Aﬂ A: ‘L:A MAAA' IA‘:‘L P Y e . T ot N N n“nkﬂk:l:hl A: :Mnlﬂ-\bnb:ﬂn

s2=t4-t3 cc2=t3-t2

Meseguer, 2011



Meseguer, 2011



Meseguer, 2011



Etude rétrospeciive
1664 couples (ICSI)
754 emipryons avec implantation connue

Basile, 2015



Basile, 2015









Algorithme : application universelle

ou dépendance des conditions de culture ?

O O

Basile, 2012



Algorithme : application universelle

ou dépendance des conditions de culture ?

Milieux Irvine : unique vs séquentiel Cirray, 2012



Algorithme : application universelle

ou dépendance des conditions de culture ?

Kirkegaard, 2013




Quels outils pour évaluer le potentiel
de développement embryonnaire ?

Morphocinétique ¢ : TOMICS
\\
Screening
‘ Génétique

Prée-implantatoire
= (PGS) ou CCS







Génomique

ADN libre

PCR ADN quantitative

Cell-free DNA in Human Follicular Microenvironment: New
Prognostic Biomarkerto Predict in vitro Fertilization Outcomes

Sabine Traver B, Elodie Scalicif, Tiffaiy Mullet, NicolagM&iinan, Claire Vincens, Tal Anahory, Samir Hamamah [E]

Published: August 19, 2015 - http://didoi.org/0 37 1/journal pone.0136172




Transcriptomique / protéomiun

Le dialogue cumulo-ovocytal

* Interactions entre les Cellules du
Cumulus et lovocyte indispensables
pour lamaturation ovocytaire.

* Le profil transcriptomique des cellules
du cumulus a montreé son lien avec la
compeétence au developpernent.

* Des genes ciblesnt &te identifies, les
candidats biomarqueurs potentiels sont
en cours de validatioffAssou 2010;
Wathlet 2017; Assidi 2011)

Confronter les resultats des équipe




Analyse du secrétome

embrvonnaire

Hypothése : les protéines produites paembpryori et secrétées
dans I’environnement du milieu de culture reflétent des
differences de potentiel de développemerit

e Techniques : spectrométrie de rmasse (SELDI TOF)
« Katz Jaffe 2005, 2006, 2007, 2008, 2009, 2010, 2011

* Analyse comparées de spectres et identification de protéine
marqueurs de déeveloppement (ex: ubiquitine)

Confronter les résultats des éequipe
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Pyruvate et Glucose

Modeles murin et bovin (études cinetigues)

Technique ultramicrofluorescence (Leese et Barton, 1984)
Culture en microgouttes (4 a 10 plb)

Culture pendant 3 a 24 heures

Milieux d " analyse souvent modifies

Pyruvate : consommaiiori-avant compaction
Glucose : consommaitior croissante post compaction

tuel : sensiblité des techniques de mes

Milieux de culture commerciaux






Consommation d’oxygene

Tejera, 2012



Quels outils pour évaluer le potentiel
de développement embryonnaire ?

Morphocinétique ¢ : 1 OMICS
\\
Screening
‘ Génétique

Pre-implantatoire
= (PGS) ou CCS




Screening génétique pré-implantatoire

 Aneuploidie

— Fréquence élevée pour I'embryon précoce humain

Nagaoka, 2012




Screening génétique pré-implantatoire

 Aneuploidie

— Fréquence accrue avec l'age

uploid

Percent Ane

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Percent of Embryos with Aneuploidy By Female Age

Harton, 2013



Screening génétique pré-implantatoire

 Aneuploidie

— Cause la plus fréqguence de FCS a répétition

Sugiura-Ogasawara, 2012



Screening génétique pré-implantatoire

 Aneuploidie

— Cause d’échecs répétés d’'implantation

Margalioth, 2006



Screening génétique pré-imp toire

 Initiation du PGS
— Embryons J3
— FISH
Verlinsky 1995

e Essais randomisés (> 2004) => débats

— Conclusion :‘Absence de gain apporté par le PGS de
« premiere genération » (Staessen, 2004 ; Mastenbroek,

2007)
=> Déclin du PGS




Screening genétique pré-imp toire

* Biopsie

— A J5 avec vitrification du blastocyste et transfert différé
 Développement de nouvelles techniques

— CGR arrays (Comparative Geriomic Hybridization)

— SNP arrays (Single Nucleotide Polymorphism)

— gPCR

— NGS

—>Nouvelles études prospectives randomisées (RCT)

—>Conclusion : Gain apporté par le PGS de « nouvelle
géneration » MAIS études critiqguées (méthodologie)
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Age moyen des femmes : 39.4 ans Fragouli, 2014



Age moyen des iemmes : 38.6 ans Fragouli, 2014
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|I Transfert | Implantation — Naissance

DPI

Cycle débuté Ponction

Mastenbroek, 2014



OBSERVATION EMBRYON 3D



Conclusions
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Dans le futur...

Appréehender le dialogué
endometre-embryqris?






