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Introduction

Grace a l'assistance médicale a la procréation (AMP), la cryoconservation
embryonnaire a permis daugmenter significativement le taux cumulatif de
grossesses par ponction et de limiter ainsi les grossesses multiples par les politiques
de transfert électif mono embryonnaire [1-3].

Elle permet également de différer un transfert embryonnaire quand il existe un risque
d’hyperstimulation ovarienne [4-6] ou lorsque I'endomeétre n’est pas adéquat [7] et le
replacement d’embryons en dehors d'un contexte d’hyperstimulation ovarienne [8]
qui affecte de fagcon négative la réceptivité endométriale [9,10]. Pour I'année 2014, le
bilan de I'agence de biomédecine (ABM) a comptabilisé 4680 enfants nés vivants
issus de transferts d’embryons cryoconservés en France. [11]

La vitrification est une technique de cryoconservation développée sur le principe de
'obtention d’'un état solide amorphe sans formation de cristaux. En diminuant la
formation de cristaux et donc les phénomenes de lyse cellulaire [12], la vitrification
est devenue la technique de référence en AMP avec la confirmation de sa supériorité
en termes de survie des embryons au réchauffement [13,14] et de son innocuité [15].
En France, cette technique a été autorisée par la loi dite bioéthique de juillet 2010 et

s’est progressivement généralisée dans les centres d’AMP francais.

Les techniques de vitrification peuvent-étre classées en deux grandes catégories :
les systéemes ouverts et les systemes fermés.

Les systémes ouverts ont été les premiers développés, ils permettent d’obtenir des
vitesses de refroidissement tres importantes de I'ordre de — 20 000°C par minute
puisque I'échantillon a vitrifier est directement en contact avec I'azote liquide. Ces
vitesses extrémement importantes de refroidissement permettent d’utiliser des
concentrations en cryoprotecteurs moins importantes. Néanmoins, la mise en contact
direct de I'échantillon avec I'azote liquide pose le probléme de la contamination de
cet échantillon. L’azote liquide utilisé pour le stockage de ces échantillons n’étant pas
stérile et il existe donc un risque théorique de contamination directe ou croisée par
d’autres échantillons stockés ensemble. Toutefois, & ce jour aucune contamination
n'a été rapportée dans des conditions normales de fonctionnement. Afin de remédier

a ce risque de contamination, plusieurs solutions ont été proposées: utilisation



d’azote liquide stérile, utilisation de vapeur d’azote ou encore stérilisation par rayons
ultra-violets. Les surcouts importants liés & ces alternatives ont favorisé le
développement des systemes de vitrification fermés. L'utilisation de tels systémes a
pour principal inconvénient de ralentir la vitesse de refroidissement d'un facteur dix
environ. De ce fait elles nécessitent l'utilisation de plus fortes concentrations de
cryoprotecteurs.

Depuis I'utilisation de la congélation embryonnaire, de nombreux auteurs se sont
intéressés au devenir des enfants nés aprés cryopréservation. Wennerholm et al
(2009) a reporté une large revue de la littérature portant sur le devenir des enfants
nés apres transfert d’embryons congelés. L'ensemble des études est rassurante et
ne montre pas de différence en termes de mortalité périnatale, malformations
majeures ou développement de ces enfants [15]. A travers une tres large cohorte
comparant 2293 enfants nés apres transfert d’'embryon congelé avec 4151 enfants
nés apres transfert d’embryons frais et 31946 enfants issus de grossesses
spontanés, Pelkonen et al n’a pas non plus mis en évidence de différence en termes
de mortalité néonatale ou infantile [16]. Cependant, ils rapportent un poids de
naissance supérieur de 134 grammes pour les enfants issus d’embryons congelés
comparativement aux enfants nés apres transfert frais. Les mécanismes conduisant
a cet exces de poids ne sont pas expliqués. Les auteurs évoquent un effet bénéfique
sur la réceptivité endométriale, I'implantation et la placentation précoce en I'absence
d'état d’hyperstimulation ovarienne au moment du transfert. lls évoquent également
un effet patient, les couples ayant des embryons congelés auraient un meilleur
pronostic. La possibilité d’'une élimination des embryons de moins bonne qualité par
I'étape de cryopréservation est aussi évoquée.

Ces données sur l'impact de la cryopréservation embryonnaire sont également
confirmées dans une méta-analyse publiée en 2012 qui conclut pour les enfants nés
apres transfert d’'embryon congelés a un risque relatif moindre d’avoir un poids de
naissance inférieur a 2500gr et d’'étre petit pour 'age gestationnel comparés aux
enfants issus de transferts frais [17]. Ces données portent majoritairement sur des
embryons cryopréservés par congélation lente. Avec I'avénement de la vitrification
les études portant sur les issues périnatales des enfants nés apres vitrification

embryonnaire ont également confirmé ce poids de naissance plus élevé. [18,19].



Le but de cette étude, est de savoir si la vitrification embryonnaire en systeme fermé
est associée a des poids de naissance plus élevés que les transferts d’embryons

frais.

Méthodes

Patients

Il s’agit d’'une étude rétrospective unicentrique menée au CHU de Montpellier. Tous
les singletons nés suite a un transfert d’'un embryon frais ou vitrifié en systeme fermé
en dehors d'un don de gaméte ou d'un diagnostic pré-implantatoire entre Janvier
2011 et avril 2015 ont été inclus. Les enfants issus d'un transfert d’embryon
cryopréservé en congélation lente et ceux pour lesquels la grossesse était
initialement gémellaire avec une réduction spontanée au premier trimestre étaient

exclus (jumeau évanescent).

Vitrification embryonnaire

La vitrification a été réalisée a l'aide du kit Vit Kitl-Freeze (IrvineScientific,
Californie). Les embryons étaient vitrifiés en systeme fermé aprés passages
successifs dans une solution d'équilibration (7,5 % (v/v) DMSO et 7,5 % (v/v)
éthyléne glycol) pendant 10 minutes puis dans une solution vitrifiante (15 % (v/v)
DMSO et 15 % (v/v) éthyléne glycol) pendant 30 secondes. lls ont ensuite été
stockés dans des paillettes HSV (CryoBioSystem, Groupe IMV Technologies,
France). Le jour du transfert, les embryons étaient réchauffés a I'aide du kit Vit Kit-
Thaw (IrvineScientific, Californie) aprés passages successifs dans un bain de
réchauffement pendant 1 minute, dans une solution de dilution pendant 4 minutes
puis dans deux bains de lavage pendant 4 minutes. Les embryons étaient maintenus
a l'étuve (a 37 8C, 6 % CO2, 5 % 0O2) dans du milieu de culture G2.5 TM PLUS

(Vitrolife, Goteborg, Suede), au minium trois heures avant le transfert.

Préparation endométriale



La préparation endométriale reposait sur trois types de protocoles dans notre centre.
La préparation en cycle naturel était utilisée en premiere intention chez les patientes
normo-ovulantes. Selon les antécédents de la patiente un protocole par cycle stimulé

ou cycle substitué pouvait également étre utilisé.

Recueil des données

Le recueil des données s’est effectué au travers des dossiers médicaux informatisés
dans le logiciel Babysentry Pro (Babysentry Ltd, San Pedro, Californie, Etats-Unis).

Les données recueillies étaient concernant les patientes: age, IMC, tabagisme,
parité; concernant le transfert: nombre et type d’embryons transférés (frais ou vitrifiés
et stade de développement); et concernant I'enfant : sexe, age gestationnel, poids de

naissance.

Analyses statistiques

Une description globale de l'ensemble de I'échantillon a été réalisée en
donnant les fréquences des différentes catégories pour les variables
qualitatives. Les comparaisons de moyennes ont été effectuées a l'aide du
test paramétrique de Student (comparaison de deux groupes) lorsque la

distribution était gaussienne, et sinon du test de Mann et Withney.

La recherche d'une liaison entre deux variables qualitatives a été réalisée par
le test du Chi deux ou le test exact de Fisher lorsque les effectifs étaient trop

faibles pour remplir les conditions de validité du Chi deux.

Afin de déterminer les facteurs indépendants associés a une difference de
poids de naissance par analyse de covariance, les variables transfert frais ou
vitrifié, age maternel, IMC, tabagisme, parité, nombre d’embryons transférés et
age gestationnel ont été rentrées dans un modéle multivarié. Le seuil de

signification a été fixé a 5% pour tous les tests utilisés.



Résultats

Population de I'étude
Durant la période étudiée 529 transferts d’embryons ont abouti a la naissance d’un
singleton dans le centre en dehors d'un don de gameéte ou d'un diagnostic pré-
implantatoire.
Parmi ces naissances, 27 ont été exclues car elles étaient issues d'un transfert
d’embryon cryopréservé par congélation lente et 4 ont été exclues car la grossesse

était initialement gémellaire.

Nous avons étudié un total de 127 singletons issus de transferts d’embryons vitrifiés

en systéme fermé et 371 singletons issus de transferts d’embryons frais. (Figure 1)

Figure 1 : Diagramme des flux

Caractéristiques de la population
Nous n'avons pas observé de différence significative entre les deux groupes
concernant les caractéristiques maternelles suivantes : age, IMC, nulliparité,

tabagisme. (Tableau 1)

Tableau 1 : Caractéristiques de la population

Transfert

Dans le groupe « embryons frais », 28% des transferts ont consisté au transfert d’'un
seul embryon et 72% au transfert de deux embryons. Dans le groupe « embryons

vitrifiés » 52% des transferts ont concerné un seul embryon et 48% deux embryons.



Le transfert de deux embryons était significativement plus fréquent dans le groupe
« embryons frais » comparé au groupe « embryons vitrifiés », (p=0,01). Dans le
groupe « embryons frais » le transfert concernait un embryon au stade blastocyste
dans 33% des cas contre 79% des cas dans le groupe « embryons vitrifiés » (p <
0,001). (Figure 2)

Figure 2 : Nombre et type d’embryons transférés

Naissances

Nous n'avons pas observé de différence significative entre les deux groupes
concernant la fréquence des césariennes et des accouchements instrumentaux,
'age gestationnel a la naissance ou le sexe des enfants nés. Il existait une différence
significative de 205 grammes en faveur du groupe « embryons vitrifiés » sur le poids
de naissance (p=0,017). (Tableau 2)

Tableau 2 : Naissances

Analyse univariée

En analyse univariée, il existatit un lien significatif entre le poids de naissance et
lappartenance au groupe «embryons frais» ou «embryons vitrifiés », I'age
maternel, la parité et I'age gestationnel de naissance (p < 0,05). Il n’existait pas de
lien significatif entre le poids de naissance et le tabagisme maternel ni entre le

nombre d’embryons transférés et le poids de naissance.

Analyse multivariee

Apres analyse multivariée, le facteur transfert frais ou vitrifié était un facteur associé

a une différence de poids de naissance indépendamment de I'dge maternel, de la



parité, du tabagisme maternel, de 'MC maternel, du nombre d’embryons transférés

et de I'age gestationnel (p<0,001).

Discussion

Population de I'étude

Dans notre étude nous avons analysé le poids de naissance des singletons issus de
transferts d’embryons frais ou vitrifiés. En effet, les grossesses gémellaires
présentent des différences importantes sur la croissance fcetale par rapport aux
grossesses mono-feetales [20] et l'inclusion de grossesses gémellaires dans notre
cohorte aurait été un biais de confusion.

Nous avons étudié chez les méres I'age, I'lMC, la parité et I'exposition tabagique qui
sont des facteurs reconnus pour influencer le poids de naissance [21-23].

Dans le groupe « embryons frais », le transfert concernait significativement plus
fréqguemment deux embryons que dans le groupe « embryons vitrifiés » (72% vs 48%
p=0,01). Ceci peut étre lié & des stratégies de transfert différentes mais est
également a rapprocher du fait que dans ce groupe le transfert concernait
significativement moins fréquemment des embryons au stade blastocyste. Les
blastocystes ont un potentiel implantatoire plus important que les embryons clivés
précoce et font donc plus fréequemment I'objet d’un transfert d’'embryon unique. Cette
différence peut-étre également liée a un nombre d’embryons candidats au transfert
plus faible dans le groupe « embryons vitrifiés » puisqu’il s’agissait le plus souvent

d’embryons surnuméraires.

Poids de naissance

Dans notre étude les enfants nés apres un transfert d’embryon vitrifié€ en systeme
fermé présentaient un poids de naissance significativement plus élevé de 205
grammes en comparaison aux enfants nés suite a un transfert d’embryon frais. Apres
analyse multivariée incluant comme facteurs confondants I'dge maternel, la parité, le

tabagisme maternel, I'IMC maternel, le nombre d’embryons transférés et I'age



gestationnel cette différence restait statistiguement significative. Ces résultats sont
similaires aux résultats obtenus pour les enfants issus d’embryons cryopréservés par
congélation lente [16,17] et pour les enfants issus d’embryons vitrifiés en systemes
ouverts [18,19].

Impact de 'endométre sur le poids de naissance

Shapiro et al. suggerent que le replacement d’embryons frais aprés une
hyperstimulation ovarienne contrélée implique un asynchronisme de I'endométre qui
a été soumis a des doses d'oestradiol et de progestérone anormalement élevées
responsables d’'une altération de l'implantation embryonnaire [9]. D’autres auteurs
ont suggéré également a un impact négatif de [I'état d’hyperstimulation sur
'implantation et la placentation précoce et par extension la croissance fcetale [24-
26].

Dans leur étude Keane et al. montrent que les grossesses issues d’embryons frais
sont a l'origine de taux de béta-hCG plus élevés que celles issues d’embryons
vitriviés ce qui confirme I'hypothése d’une meilleure réceptivité endométriale lors d’'un
transfert d’embryon cryopréservé. [27]

Cette hypothése est également soutenue par I'étude de Galliano et al. qui ont
comparé les poids de naissances d’enfants issus de transferts d’embryons frais aux
poids de naissance d’enfants issus de transferts d’embryons cryopréservés dans le
cadre d'un programme de don d’ovocyte [28]. lls ne montraient pas de différence en
terme de poids de naissance entre les deux groupes qui bénéficiaient d'une

imprégnation hormonale identique au moment du transfert.

Impact du nombre d’embryons transférés

Dans le groupe « embryons vitrifiés », les transferts concernaient plus fréquemment
un seul embryon. Ceci pourrait étre un facteur de confusion car le fait de transférer
un seul embryon est associé a un poids de naissance plus élevé [29,30].
Néanmoins,lors de I'analyse univariée ce facteur n’était pas significativement associé

a un poids de naissance différent.



Impact de la culture prolongée

Le transfert d’'embryons au stade blastocyste était significativement plus fréquent
dans le groupe « embryon vitrifiés » (79% vs 33% p<0,001). Les différences de
culture entre les deux groupes pourraient donc étre a l'origine de la différence de
poids que nous avons observée. Dans la littérature les auteurs sont partagés quant a
I'impact de la culture prolongée sur les poids de naissance. En effet, deux études ont
montré que les enfants nés aprés un transfert d’embryons au stade blastocyste frais
avaient un poids de naissance plus élevé que les enfants nés aprés transfert d’'un
embryon au stade clivage précoce (J3) [31,32]. Néanmoins, dans ces études le
nombre d’embryons transférés au stade blastocyste était faible et on peut suspecter
un biais de sélection lié au fait que la culture prolongée n’aurait été proposée qu’aux
couples de meilleur pronostic. D’autres études ont conclu a un poids de naissance
plus faible pour les embryons ayant bénéficié d’'une culture prolongée [17,33]. Il est

donc difficile d’évaluer I'impact de la culture prolongée sur le poids de naissance.

Impact de la vitrification

D’autres auteurs évoquent un effet direct de la vitrification pour expliquer ces
différences en termes de poids de naissance. En effet, malgré des techniques trés
efficientes la vitrification est a l'origine de phénoménes de lyse cellulaire qui
affecteraient plus particulierement les embryons de moins bonne qualité. La
vitrification agirait donc comme un filtre éliminant des embryons de moins bon

pronostic qui auraient donné naissance a des enfants de poids plus faible [34].

Impact du sexe des enfants

Dans le groupe « embryons vitrifiés », il existait un plus grand nombre de garcons
gue dans le groupe « embryons frais » avec une tendance a la significativité de cette
différence (58,3% vs 51,5% p=0,07). Le sexe masculin est associé a un poids de

naissance plus élevé ceci pourrait donc étre un facteur confondant potentiel.



Un groupe de meilleur pronostic ?

Bien qu'il n'y ait pas de différence significative entre les deux groupes sur les
principaux facteurs influengcant le poids de naissance (age, IMC, parité,
tabagisme),nous pouvons suspecter un biais de recrutement entre nos deux
groupes. En effet, le fait méme d’avoir des embryons vitrifiés est un facteur de bon
pronostic puisque cela signifie que la tentative avait permis I'obtention d’'un nombre
suffisant d’embryons de bonne qualité. Ce groupe de meilleur pronostic pourrait

également avoir un meilleur pronostic de croissance fcetale.

Modifications épigénétiques

Les effets de la culture in vitro sur 'embryon ne sont pas complétement connus et
beaucoup de questions se posent sur les effets des conditions de culture in vitro sur
les marques épigénétiques. La cryopréservation pourrait également avoir un effet sur
I'épigénétique et influencer par ce biais le poids de naissance. Dans une étude
récente, Estill et al. ont mis en évidence des différences concernant les profils de
méthylation selon la technique d’AMP entre des enfants nés aprés FIV-ICSI
comparés a des enfants nés aprés insémination utérine [35]. Dans cette étude, de
facon surprenante ces différences n’étaient pas retrouvées chez les enfants nés
apres transfert d’embryons congelés issus d’'une FIV-ICSI. Nous ne pouvons pas
conclure sur l'impact de ces modifications épigénétiques sur le poids de naissance,
néanmoins ces données suggerent des différences épigénétiques entre les

embryons cryopréservés et les embryons frais.

Issues obstétricales

Dans notre étude, nous n'avons pas mis en évidence de différence sur les taux de
césarienne ou d’extraction instrumentale entre les deux groupes. Ceci est rassurant,
si les enfants nés apres transferts d’embryons vitrifiés présentent un poids plus élevé

cela n’altérerait pas leur pronostic obstétrical.



Limites

Les principales limites de cette étude reposent sur son caractére rétrospectif.
Cependant, I'obligation Iégale de rapporter a ’Agence de la Biomédecine les issues
des tentatives de fécondation in vitro permet de nous assurer d’'une bonne qualité de
la tenue des dossiers en AMP.

L’étude est unicentrique ce qui peut constituer un biais. Cela permet toutefois de
comparer des embryons ayant bénéficié de conditions de culture strictement
identiques a I'exception du procédé de vitrification en systeme fermeé.

Enfin le nombre d’enfants issus d’un transfert d’embryon vitrifié en systéme fermé
était beaucoup plus faible que le nombre d’enfants issus d'un transfert d’embryon

frais créant un déséquilibre entre les deux groupes.

Conclusion

Les enfants nés apres transfert d’embryons vitrifiés en systeme fermé ont un poids
de naissance plus élevé que les enfants nés apres transferts d’embryons frais.

Cette différence de poids semblerait étre liée a une meilleure implantation en dehors
d'un contexte d’hyperstimulation ovarienne mais d'autres facteurs liés a la
cryopréservation elle-méme pourraient également étre impliqués.

Nos données sont concordantes avec les données obtenues a propos d’embryons

cryopréservés par vitrification en systéme ouvert ou par congélation lente.

Les auteurs déclarent n’avoir aucun conflit d'intérét en rapport avec le sujet de cet

article.
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529 singletons nés aprés un
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79%

Un embryon (p=0,01) Blastocystes (p<0,001)

Groupe "embryons vitrifiés" n=127 “ Groupe "embryons frais" n=371



Groupe « embryons vitrifiés » Groupe « embryons frais » p

n=127 n=371 value
Age 32,8 33,0 0,87
IMC 23,1 23,1 0,55
Nulliparité | 77,20% 73% 0,46
Tabagisme | 27,60% 19,90% 0,55
Tableau 1

Caractéristiques maternelles




Groupe « embryons Groupe « embryons P
vitrifiés » n=127 frais » n=371 value
Césarienne 31,50% 25,60% 0,24
Accouchement 12,60% 12,40% 0,92
instrumental
Filles 41,70% 48,50% 0,07
Garcons 58,30% 51,50%
Poids de naissance 3368,6 31,63,5 0,017
(gr)
Age gestationnel (SA) | 36,5 35,9 0,85

Tableau 2

Comparaison du poids de naissance entre le groupes « embryons vitrifiés » et

« embryons frais »






