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OBJECTIF de la stimulation 

Obtenir et disposer : 

 

De gamètes permettant la formation  

d’un embryon permettant la naissance 

vivante d’un enfant en bonne santé 

 



Y a-t-il un conflit d’intérêt entre le nombre 

et la qualité des ovocytes recueillis ? 

Débat autour de la stimulation modérée : 

La culture prolongée impose-t-elle un 

nombre élevé d’ovocytes recueillis ? 



Développement multifolliculaire  

Popovic-Todorovic et al. Hum Reprod. 2003;18:2275.  



Nombre d’ovocytes  

et chances de grossesse 

OR = odds ratio; CI = confidence interval. 

Rombauts. J Assist Reprod Genet. 2007;24:343. 

OR for Clinical Pregnancy 



Mild versus conventionnel : principes 

From Hohman et al., 2001 in Verberg et al., Hum Reprod Update 

2009, 15:13-29  



25% vs 9% 

The mild protocols are not suitable to all « presumably normal » responders ! 

And/Or 

Cancellation criteria to refine! 

Mild versus conventionnel : résultats 



Munné S, Wells D & Cohen J, Fertil Steril, 2010,  



Résistance du fuseau mitotique  

et de la zone pellucide  

à la congélation lente de l’ovocyte 

Meilleure résistance des ovocytes lors 

des cycles consommant moins de 

gonadotrophines 





ANEUPLOIDIE ET NIVEAU DE STIMULATION 

 
Résultats controversés lors des stimulations conventionnelles 

  

 Incidence augmentée :  Fauser, Rotterdam 

 

Incidence non modifiée :  Pellicer, Valencia 



LABARTA et al (IVI, Espagne) 

                ESHRE 2010 

Taux d’aneuploïdie des embryons 

en cycles spontané ou stimulé 

chez des donneurs jeunes de gamètes 



Résultats 

- Nombre d’ovocytes en Métaphase II : 

            1 vs 14.4  6.5 

 

- Nombre d’embryons analysés : 

            1 vs 7.1 + - 3.4 

 

- Aneuploïdie 

       40 vs 42.2 % 

 
LABARTA et al (IVI, Espagne) 

ESHRE 2010 



OBJECTIF  

Au laboratoire (1) 

Identifier les gamètes et/ou les embryons 

capables d’installer une grossesse 

évolutive 



Qualité des ovocytes 

• Maturation nucléaire 

• Homogénéité du cytoplasme 

• Viscosité du cytoplasme 

• Aspect de la zone pellucide 

• Aspect du fuseau mitotique 

• Expression génique et 
génétique 



FIG. 11. Composite micrographs of confocal images of the meiotic spindles in oocytes obtained from 

naturally cycling women in two age groups, 20–25 yr (top) and 40–45 yr (bottom). Chromatin is 

represented in red (propidium iodide) and microtubules in green (fluorescein isothiocyanate). Top, 

Oocytes obtained from the younger age group at metaphase II exhibit a uniform matrix of 

microtubules in the spindle and a distinct, uniform chromosome distribution within the metaphase 

plate. Bottom, Oocytes obtained from the older age group with microtubules in disarray compared 

with the oocytes in the top panels. A distinct metaphase plate of chromosomes is not visible because 

most chromosomes were not well aligned or dislocated from the metaphase plate. 



Qualité ovocytaire 

Le modèle de « l’egg sharing » 

Faddy et al, RBMonline, in press 

 

• 2 cliniques : 

– 129 donneuses vs 129 receveuses 

– 156 donneuses vs 159 receveuses 

• Age : 31.1 vs 41.2 et 30.5 vs 42.4 

• Proportion d’embryon par ovocyte : 0.67 vs 0.65 

et 0.68 vs 0.66 



Qualité ovocytaire 

Le modèle de « l’egg sharing » 

Faddy et al, RBMonline, in press 

 

Probabilité de grossesse de la receveuse : 

 

– Si la donneuse est enceinte : OR 2.15 (95% CI 1.33-

3.46) p=0.002  

– 0.53 si donneuse enceinte vs 0.34 si donneuse non 

enceinte 



Analyse du globule polaire 

Hammoud et al 2010 

JARG 



Magli et al, Fertil Steril, 2010 



 

• Ne pas altérer les gamètes confiés 

 

• Optimaliser leurs chances de 

développement 

OBJECTIF  

Au laboratoire (2) 



QUESTION : 

CHOIX DE L’EMBRYON 

à transférer 

 

vs 

 

CHOIX du stade de l’embryon  

à transférer 



QUALITE DES EMBRYONS 





La qualité embryonnaire 

Différentes mesures :  

  

•   Morphologiques 

•   Génomiques 

•   Fonctionnelles 

 



Qualité embryonnaire 

Analyses morphologiques 

 

Scores embryonnaires 

 

Évaluations morphologiques diverses 



CRITERES MORPHOLOGIQUES 

 

• Clivage précoce 

• Taux de fragmentation 

• Pattern des pronuclei 

• Halo cytoplasmique 

• Taux de blastulation 



Les limites des évaluations morphologiques 

• Pas d’études prospectives randomisées exploitables 
sur la morphologie embryonnaire 

 

• Ne dépiste pas l’altération qualitative liée à l’âge 
(STENSEN et al – 2010) 

 

• Influence des conditions de culture de chaque 
laboratoire 

 

• Variations intra – et inter observateurs (Arce et al 
2006, Paternot et al 2009) 

 

• Risques d’invasivité des observations 



• Aspect des pronuclei 

• Clivage précoce 

• Nombre de blastomères à J2 

• Taux de fragmentation 
  

 

 

 

 

  

  

 4042 embryons – 1762 blastocystes 

 4 paramètres corrélés au taux de blastulation 

 Clivage précoce et nombre de blastomères prédictifs d’une bonne morphologie du 
blastocyste à J5 

 Bonne morphologie du blastocyste corrélée au taux d’implantation 

 Analyse multivariée peu prédictive pour les critères précoces (AUC/ROC = 0.688) 

Guérif et al 
Hum.Reprod 

2007 & 2009 

 



Guérif F et al, JARG, 2009 



Qualité embryonnaire 

   Aspects fonctionnels 



ASPECTS FONCTIONNELS 

• Sécrétion de HLA-G soluble pour les embryons 

                 Controverse technologique 



Tabiasco et al, RBMonline, 2009 





Embryo metabolism (1) 

Aminoacids 

Houghton et al, 2002 

Stokes et al, 2007 



Embryo metabolism (2) 

Pyruvate and Glucose 

• switch from lactate and pyruvate to glucose 
metabolism around compaction 

• Pyruvate (<Day 4) and glucose uptake (>Day 4) :   

– largely studied in the 90’s 

– Animal models (Gardner DK, 2000) 

– not proved to be relevant in humans up to now 

• Association of both could be correlated with 
blastocystis formation (Gardner et al, 2000, 2001). 

• Limits : technical aspects, assay method, correlation 
with implantation ? 

 

• In the future : technical improvements  

such as microfluidic chips (Urbanski, 2008)  



Embryo metabolism (3) 

Metabolomic analysis 

Botros et al, Mol Hum Rep, 2008 

• Metabolome : reflects individual 

phenotype 

• Near InfraRed or RAMAN 

Spectroscopy 

• Prediction of embryo viability (and 

subsequent implanation) according to 

spectra-based algorithm 

• Currently under definitive validation 

by RCT 



Correlation with 

implantation 

Independant of morphology 

Independant of the day of 

assessment 

Commercially available 

Embryo metabolism (3) 
Metabolomic analysis : Viability scores / index 



Embryo metabolism (4) 

Respirometry 

• Oxygen consumption of preimplantation 

embryos has been shown to reflect 

developmental competence and 

subsequent implantation in animal models 

(Lopes AS et al, Theriogenelogy, 2007). 

• Preliminary work on human oocyte with the 

Embryoscope® (Scott et al, RBMonline, 

2008) 

• No proof of efficiency on human embryos 

up to now  



Qualité embryonnaire 

Génomique 



• Expression génique  

   

 Cellules du cumulus 

   

    Hamamah et al 2007; 2008; 2009; 2010 



ASSOU S et al, Mol Hum 

Reprod, 2010, in press 



Pas de corrélation entre le grade 

embryonnaire et le potentiel 

d’implantation 

Score génomique différent du score 

embryonnaire 

 

 

Hamamah et al, 2009 / 2010 



ASSOU S et al, Mol Hum Reprod, 2010  



Expression génique des cellules du 

cumulus 

Différences observables entre stimulations par 
hMG ou rFSH 

 

 

Adriaenssens et al  

Human Reproduction 2010 



TRANSCRIPTOME  

DES CELLULES DU CUMULUS 

Huang & Wells  

Mol Hum Reprod, 2010 



Huang & Wells, Mol Hum Reprod, 2010  



Huang & Wells, Mol Hum Reprod, 2010 



Huang & Wells, Mol Hum Reprod, 2010 



Expression génique 
 

Prélèvement de trophoblaste initial du blastocyste 

 -Microarray gene expression profiling  

 -DNA fingerprinting 

Human Reproduction 2009 

http://humrep.oxfordjournals.org.gate2.inist.fr/content/vol0/issue2008/images/large/den12301.jpeg


Schoolcraft et al, Fertil Steril, 2010 



Schoolcraft et al, Fertil Steril, 2010 



Ploïdie des ovocytes et des embryons 

20-34 35-39 40-45 ans
aneuploïdie des ovocytes 

(%)
15 25 55

taux d'implantation (%) 35 28 7

Taux d'implantation des 

blastocystes sélectionnés 

par CGH (%)

75 75 65

Wells et al, 2010 



Origine de l’aneuploïdie 

Aberrations métaboliques dans les 

cellules du cumulus associées à 

l’aneuploïdie des ovocytes : 261 gènes 

exprimés différemment 

 

 

                                Wells et al, 2010 



Nombre de blastomères à J3 et risque de 

fausse-couche (Hourvitz et al) 

 



Choix de la stratégie  

de transfert 

• Critères cliniques et biologiques 

 

• Contre-indications à la grossesse gémellaire 

 

• Politique de centres 

 

• Efficience du programme de congélation 



Comment évaluer a priori 

la compétence embryonnaire 

 

 

1- choix de l’embryon à transférer 

 

2- choix de la culture prolongée ou non 



Intérêts de la culture prolongée 

 

• Augmentation du taux d’implantation ? 

 

• Sélection d’embryons euploïdes ?  

 

• Facilitation de l’acceptation du single 

embryo transfer (SET) ? 



Risques de la culture prolongée  

 

• Vécu de l’absence de transfert ? 

 

• Perte de chance ? 

 

• Augmentation de la fréquence des 

grossesses multiples monozygotiques ? 



Absence de transfert après  

culture prolongée 

8 études randomisées : de 0 à 28 % 

 

                       Papanikolaou et al 2008 



Embryo [transfer strategy] selection 

• Extended culture to the blastocyst stage is thought to result in 

better embryo selection and higher implantation rates. 

• BUT … is it suitable for every patients ? For every cycles ? 

• Nomogram = statistical tool to generate graphical representation of 

a predictive model 

• Could help in reducing the  

incidence of cancelled Day 5 transfers 

• Currently undergoing external  

multicenter validation 

 



Nomogramme : Modèle prédictif 

Facteurs indépendants associés à l’obtention 

de blastocystes :  

Age, nombre et qualité à J3, technique de 

fécondation 

 

Cut-off de 55 % (NPV : 80.5 % FP 17 %)  

 

                                   Dessolle et al 2010 



Transferts ultra-précoces non validés par des 

études méthodologiquement satisfaisantes 

 

 

Essai de transferts à J1 en cas de 

fragmentation répétée 



ETUDE PROSPECTIVE NON RANDOMISEE 

Guerif et al 2009 

        SET VS SBT 

     Inclusion à J2 sans critères embryonnaires 

 

                                          SET                 SBT 

                                              n=243             n=218 

Taux d’accouchement 

Par ponction 

(transfert frais)                     25.1 %              34 %       (p<0.05) 

 

Taux d’accouchement          

Cumulatif/couple                  34.2 %             37.9 %      NS 

 

Nombre cycles d’AMP/ 

Accouchement                        4.65                3.49        (p<0.04) 

 



ETUDE RANDOMISEE PROSPECTIVE J2 vs J5 en SET 

Brugnon et al ESHRE 2010 (0-155) 

 

• Patientes incluses :  Plus de 5 ovocytes matures 

               3 Top embryons à J2 

 

• 52 SET à J2 VS 55 SBT à J5 

 

• Taux cumulatif de grossesses incluant les embryons 

congelés 51.92 % vs 49.09 % 



                SET J2 SBT J5 

TG après transfert « frais »       46.15 %  41.82 % 

Taux de congélation      98.07 % 76.36 % 

Nombre embryons congelés      3.31  0.28      2.33  0.33 

Taux de survie         71.87 %    53.19 % 

Taux de SET après décongélation     78.94 %   91.30 % 

Taux de grossesse après TEC    9.76 %   11.11 % 

Taux d’implantation en TEC        8.69 %    20 % 
 



Risque de grossesse multiple monozygotique 

après transfert de blastocyste 

                  Dessolle et al RBM 2010 

 

 

          2.3 % des SET 

          3.4 % des SBT 



Modalités de la culture prolongée 

 

• Milieu global ? 

• Milieu séquentiels ? 

• Teneur en oxygène des milieux ? 

• Coculture sur cellules endometriales : 

Endocell ? 



CONCLUSIONS (1) 

Avantages probables : 

- taux de grossesse 

- Facilitation du SET 

 

Mais : 

- conditions de culture optimales nécessaires 

- Apport de la coculture à valider 

- Attente de la vitrification 



CONCLUSIONS (2) 

CHOIX de l’EMBRYON à transférer 

 

• CRITERES MORPHOLOGIQUES INSUFFISANTS 

 

• METABOLOMIQUE NON VALIDEE 

 

• FONCTIONNELLE (GSF) : TARDIVE 

 

• GENOMIQUE : PRECOCE (GP1, cumulus) 

        RAPIDE 


