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Résumé

Contexte : Lors d'une tentative de FIV-ICSI, seuls les ovocytes matures sont
injectés. Les ovocytes immatures représenteraient entre 15 et 20 % du nombre total
d’ovocytes récupérés, comprendre les mécanismes sous-jacents de l'immaturité
ovocytaire est donc essentiel pour optimiser les taux de réussite en FIV-ICSI.
L’objectif de notre étude était de rechercher des facteurs pouvant potentiellement
influencer 'immaturité ovocytaire et également étudier si cette immaturité ovocytaire
pouvait influencer les résultats d’une tentative issus des ovocytes matures de la

méme cohorte.

Méthode : Etude rétrospective, monocentrique, incluant les couples ayant bénéficié
d’'une ou plusieurs tentatives de FIV-ICSI entre janvier 2013 et mars 2022 au CHU
de Lille : 3848 tentatives ont été analysées.

Les données concernant la patiente, la stimulation, les ovocytes et les embryons
obtenus ainsi que les résultats aprés le transfert d’embryon frais ont été recueillies.
Nous avons recherché une association significative entre différents facteurs liés a la
patiente ainsi que la stimulation et le taux d’ovocytes immatures (Ol) puis entre le
taux d’Ol et les résultats de la tentative. Enfin nous avons regardé si un taux élevé

d’Ol > 20 % influencait les résultats aprés un transfert d’'embryon frais.

Résultats : Nous avons retrouvé une association significative entre plusieurs
facteurs liés a la stimulation et le taux d’Ol : le taux d’Ol augmentait avec la dose
totale de gonadotrophines (p < 0,0001), l'utilisation d’'un protocole antagoniste
réduisait significativement le taux d’Ol (p = 0,0002), ainsi qu'un déclenchement par
agoniste de la GnRH plutét que par hCG seule (p = 0,0026), enfin le taux d’Ol était
corrélé négativement au nombre de follicules > 15 mm (p = 0,0096). Nous avons
également retrouvé une association significative entre les résultats de la tentative et
le taux d’Ol. Un taux élevé > 20 % d’Ol diminuait significativement les chances

d’obtenir une grossesse débutante (p = 0,0005)

Conclusion: La dose totale de gonadotrophines, le type de protocole et de
déclenchement, ainsi que la taille folliculaire sont des facteurs semblant influencer
I'immaturité ovocytaire. Enfin, un taux élevé d’ovocytes immatures semble impacter

négativement les résultats d’une tentative.
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INTRODUCTION :

Depuis son développement dans les années 1990, la fécondation in vitro avec
injection intra-cytoplasmique de spermatozoides (FIV-ICSI) est rapidement devenue
une technique majeure d’assistance meédicale a la procréation (AMP) pour traiter les
infertilités masculines et les échecs inexpliqués de fécondation en FIV classique (1).

En effet, ces indications n'ont cessé d’augmenter au cours des derniéres années (2).

Si le nombre d’ovocytes recueillis reste 'un des éléments déterminants pour la
reussite d’'une tentative, la qualité ovocytaire joue également un réle primordial.

La qualité ovocytaire est intrinséquement liée a la maturité nucléaire et
cytoplasmique ovocytaires, indispensables au développement embryonnaire lors de
la fécondation (3).

L'immaturité ovocytaire est I'une des principales causes d’échecs en FIV-ICSI, en
effet, seuls les ovocytes considérés comme matures sont micro-injectés en ICSI (4).

L’'ovogénése est un processus complexe qui aboutit a la formation d’'un ovocyte

mature capable d’étre fécondé par un spermatozoide.

Les ovocytes vont subir au cours de leur développement la méiose qui comprend
deux divisions cellulaires successives.

La premiére division réductionnelle, qui débute au cours de la vie focetale, permet
d'obtenir a partir d’'un ovocyte primaire diploide, deux ovocytes secondaires
haploides (5).

L’ovocyte reste bloqué au stade de diploténe en prophase 1 jusqu’a la puberté. A ce
stade, le noyau cellulaire est sous forme de Vésicule Germinative (image 1) avec un
nucléole central (6).

Ce blocage est ensuite levé au cours de la puberté, aprés le pic ovulatoire de LH ou
I'ovocyte atteint alors le stade de Métaphase 1 (image 2).

La premiére division de méiose s’achéve aprés I'expulsion du premier globule

polaire.



La deuxiéme division cellulaire équationnelle débute alors et I'ovocyte se bloque au
stade de Métaphase 2 (image 3) ; il est alors considéré comme mature et apte a étre
fécondé (5).

La meéiose ne se terminera qu’aprés la fécondation des ovocytes bloqués en
métaphase de 2°™¢ division de méiose.

Image 1: Image 2 : Image 3 :

D’apres Rienzi et al., The Oocyte, HumanReprod (3)

Les ovocytes recueillis lors de la ponction ovarienne sont a différents stades de
maturation (7).

Selon certaines études, les ovocytes immatures représenteraient entre 15 a 20 % du
nombre total d’ovocytes recueillis (8,9).

Comprendre les mécanismes sous-jacents de I'immaturité ovocytaire est donc

essentiel pour optimiser les taux de réeussite en FIV-ICSI.

Pour définir le stade de maturité de I'ovocyte, il faut avoir dénudé I'ovocyte, ce qui en

pratique est réalisé en FIV-ICSI (10) ou en préservation de la fertilité uniquement.

L’'objectif de cette étude est d’analyser la population des femmes ayant une
proportion élevée d’ovocytes immatures en ICSI, en recherchant ainsi les facteurs
associés a ce taux dovocytes immatures. Nous avons eégalement étudié les
consequences de ce taux d’ovocytes immatures sur les résultats de la tentative

obtenus a partir des ovocytes matures de la méme cohorte.



MATERIEL ET METHODES

I/ Population

Nous avons réalisé une étude rétrospective et monocentrique, incluant les couples
infertiles ayant bénéficié d’'une ou plusieurs tentatives de FIV-ICSI dans le service de
médecine de la reproduction du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de Lille entre
janvier 2013 et mars 2022.

Les données de 3848 tentatives chez 2058 patientes ont été analysées.

Les tentatives réalisées avec don d’ovocytes, sperme chirurgical et/ou congelé et les

cycles en protocole de stimulation semi-naturel ont été exclus de notre étude.

Avant toute analyse, les patientes avaient consenti a l'utilisation de leurs données, et
I'Institutional Review Board du CHRU de Lille a donné son accord sans restriction
pour l'utilisation anonymisée des données cliniques, hormonales et échographiques
de toutes les patientes (référence DEC20150715-0002).

Les informations ont été collectées a partir des logiciels médicaux J-FIV, Sillage et
des dossiers médicaux des patientes.

[I/ Bilan d'infertilité

Les patientes ont bénéficié d’'un bilan étiologique d’infertilité complet, réalisé dans le
service de gynécologie endocrinienne du CHU de Lille.

Ce bilan, réalisé entre le 2°™ et le 5°™ jour du cycle, comprenait une échographie
pelvienne par voie endovaginale et un bilan hormonal.

Le bilan hormonal comprenait au minimum un dosage d’Estradiol (E2), de Follicle
Stimulating Hormone (FSH), de Luteinizing Hormone (LH) et d’Hormone
Antimullérienne (AMH). FSH, LH et E2 ont été dosés par I'automate Architect de la
société Abbott. Avant 2016, 'AMH sérique était mesurée par technique ELISA avec
un kit de dosage immunologique de deuxiéme génération, a partir de 2016, elle était
dosée par la méthode automatisée Access DXi Beckman Coulter.



L’échographie pelvienne (Voluson E8, General Electrics, France) permettait une
analyse des ovaires avec un comptage des follicules antraux (CFA) et une étude de
I'utérus.

Les patientes ont également bénéficié d’'une hystérosalpingographie, permettant une
analyse de la cavité utérine et de la perméabilité tubaire, réalisée dans le cabinet de

radiologie de leur choix.

Pour chaque tentative, nous avons recueilli 'dge de la patiente au moment de la
tentative, son IMC, I'existence ou non d'un tabagisme actif et le rang de la tentative.

Selon le bilan féminin, nous avons pu distinguer les patientes présentant :
- Une baisse de réserve ovarienne (AMH < 8 pmol/l) (11)
- Des ovaires polykystiques (AMH > 30 pmol/l et/ou CFA total > 40) (12)
- Une endométriose
- Une atteinte tubaire
- Une atteinte multifactorielle

Un recueil spermatique a été réalisé dans le service de spermiologie du CHU de Lille
pour analyser les parameétres masculins : spermogramme, spermocytogramme,
spermoculture et test de migration-survie.

Selon les résultats, des analyses complémentaires tels qu’un bilan hormonal ou une
echographie scrotale pouvaient étre demandées, ainsi qu'une consultation avec un
andrologue.

Tous les patients ont bénéficié d’un caryotype standard avant la procédure.

[ll/ Techniques de stimulation

Les patientes bénéficiaient d’'une hyperstimulation ovarienne contrélée par injections
quotidiennes de gonadotrophines selon un protocole agoniste ou antagoniste en
utilisant un analogue de la GnRH pour désensibiliser 'axe gonadotrope.

La dose de départ des gonadotrophines dépendait de I'age de la patiente, de son
IMC et de l'évaluation de la réserve ovarienne (AMH et CFA). La dose pouvait
ensuite étre modifiée au cours de la stimulation en fonction de la réponse lors des

controles.
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Un monitorage de la croissance folliculaire était réalisé par échographie pelvienne et
dosage hormonal (oestradiol, LH et progestérone).

Lorsqu'au moins 3 follicules atteignaient une taille supérieure a 17 mm avec une
croissance endométriale jugée satisfaisante, I'ovulation était déclenchée par une
injection sous-cutanée de 250 ug d’hCG recombinante (Ovitrelle®) et/ou par une
injection sous-cutanée d’agoniste de la GnRH (Décapeptyl®) en cas de risque

important d’hyperstimulation ovarienne et de protocole antagoniste.

Une ponction ovocytaire avait ensuite lieu 36 heures plus tard au bloc opératoire ;
celle-ci était réalisée sous sédation, par voie transvaginale échoguidée.

Le liquide folliculaire était placé dans une étuve a 37° et transporté au laboratoire de
biologie de la reproduction.

Le matin de la ponction ovarienne, un recueil de spermatozoides a I'état frais était

réalisé par le conjoint au laboratoire de biologie de la reproduction.

Un soutien de phase lutéale avec de la progestérone par voie vaginale et/ou
injectable et/ou de la dydrogestérone orale était débuté dés le soir de la ponction et

poursuivi jusqu’a environ 8 semaines d’ameénorrhées en cas de grossesse.

IV/ Evaluation de la maturité ovocytaire

Le liquide folliculaire était analysé au microscope pour isoler les complexes cumulo-
ovocytaires (ovocyte entouré d’'un amas cellulaire périphérique)

Une étape de décoronisation enzymatique (hyaluronidase) et mécanique (stripper)
etait ensuite reéalisée pour dissocier l'ovocyte des cellules périphériques, la
décoronisation est indispensable pour permettre la micro-injection des ovocytes et
elle permet ainsi de distinguer les ovocytes immatures : vésicule germinative (VG) et
ovocyte en métaphase 1 (M1), des ovocytes matures : ovocytes en métaphase 2
(M2)

Seuls les ovocytes matures étaient ensuite micro-injectés.

Les ovocytes injectés étaient mis en culture et le développement embryonnaire était

régulierement analysé par les biologistes au laboratoire.
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La présence d'un zygote a J1 avec 2 pronucléi au sein du cytoplasme ovocytaire
signifiait une fécondation normale.

Les embryons de bonne qualité étaient définis par la présence d’'un top embryon
avec 4 ou 5 blastoméres au 2°™¢ jour de développement, 7 ou 8 blastoméres au 3°™®
jour de développement avec des blastoméres typiques, réguliers, et un taux de
fragmentation inférieur & 10 %. Pour les blastocystes au 5°™¢ jour de développement,
il s’agissait des embryons B3, B4 ou B5 selon la classification de Gardner (13).

Les embryons étaient transférés au 3°™® ou 5™ jour suivant la ponction ovocytaire.

Seuls les embryons surnuméraires de bonne qualité étaient vitrifiés.

Un dosage d’'hCG plasmatique était réalisé 14 jours aprés le transfert d’embryon en
cas de transfert d’'un embryon J2 ou J3 ou 12 jours aprés le transfert en cas de
blastocyste.

La grossesse débutante est définie par un taux d’hCG > 100 Ul/ml.

La grossesse évolutive est une grossesse intra-utérine évoluant au-dela du premier

trimestre de grossesse.

V / Données

Pour toutes les stimulations, nous avons recueillis :

- le type de gonadotrophine utilisé : FSH pure ou hMG

- le type de protocole : agoniste ou antagoniste de la GnRH

- la dose totale de gonadotrophines utilisée

- la durée de stimulation en jours

- le mode de déclenchement : hCG (Ovitrelle®) ou agoniste de la GnRH
(Décapeptyl®) ou double déclenchement

- le taux d’cestradiol la veille ou le jour du déclenchement

- le nombre de follicules supérieurs a 15 mm au moment du déclenchement
- le nombre total d’'ovocytes.

- le nombre de vésicules germinatives (VG)

- le nombre d’ovocytes en métaphase 1 (M1)
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- le nombre d’'ovocytes en métaphase 2 (M2)

- le nombre d’ovocytes injectés

- le nombre d’ovocytes fécondés

- le taux de fécondation

- le nombre de zygotes 2PN

- le nombre total d’embryons

- le nombre d’embryons de bonne qualité

- le nombre d’embryons frais transférés

- le nombre d’embryons congelés

- la présence ou non d’'une grossesse aprées transfert d’'embryon frais (TEF), a savoir
grossesse débutante, grossesse évolutive, hCG faible, fausse couche spontanée
(FCS) ou grossesse extra -utérine (GEU)

- le taux d’'implantation aprés TEF

- la présence ou non d’'un accouchement et le nombre d’enfants nés vivants aprés
TEF

Le taux d’ovocytes immatures correspond au ratio entre le nombre d’ovocytes
immatures (VG+M1) et le nombre total d’'ovocytes (VG + M1 + M2).

Le taux d’ovocytes injectés se définit comme le ratio entre le nombre d’ovocytes
injectés et le nombre total d’'ovocytes recueillis.

Le taux de fécondation représente le ratio entre le nombre de zygotes 2PN et le
nombre d’ovocytes M2 injectés.

Le taux d’'implantation correspond au ratio entre le nombre de sacs gestationnels et

le nombre d’embryons transférés.

VI / Analyse

Les variables qualitatives ont été décrites en termes de fréquences et de
pourcentages. Les variables quantitatives ont été décrites par la moyenne et I'écart
type ou par la médiane et lintervalle interquartiie en cas de distribution non
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Gaussienne. La normalité des distributions a été vérifiee graphiquement et a l'aide
du test de Shapiro-Wilk.

La recherche des facteurs associés au taux d’ovocytes immatures a été réalisée a
'aide d’'un modéle d’équation d’estimation géneéralisé (GEE) tenant compte de la
corrélation entre les tentatives d'une méme patiente (distribution binomiale négative,
fonction de lien log), avec le nombre d’ovocytes immatures comme variable a
expliquer et le nombre total d’'ovocytes comme variable offset. Les risque-ratios et
leurs intervalles de confiance a 95% ont été dérivés du modéle comme taille d’effet.
L'impact d’'un taux d’ovocytes immatures supérieur ou égal a 20% sur la survenue
d’'une grossesse clinique, sur I'obtention d'un BHCG faible, sur la survenue d’'une
grossesse évolutive et sur 'accouchement a été évalué a I'aide d’'un modéle GEE
tenant compte de la corrélation entre les tentatives d’'une méme patiente (distribution
binomiale, fonction de lien logit). Les odds-ratios et leurs intervalles de confiance a
95% ont été dérivés du modeéle comme taille d’effet. Parmi les tentatives ayant
menées a une grossesse clinique, I'impact d’un taux d’ovocytes immatures supérieur
ou égal a 20% sur la survenue d’'une fausse couche a été évalué a I'aide de la méme
méthode que celle décrite préecédemment. Le pouvoir prédictif d’'un taux d’ovocytes
immatures supérieur ou égal a 20% sur la survenue d’'une grossesse clinique a été
évalué par 'AUC.

Le niveau de significativité a été fixé a 5%. Les analyses statistiques ont été
effectuées a l'aide du logiciel SAS (SAS Institute version 9.4).
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RESULTATS

I/ Description des cycles

Nous avons analysé les données de 3848 cycles chez 2058 patientes, les

caractéristiques des patientes et de la stimulation sont présentées dans le tableau 1

et le tableau 2.

Tableau 1 : Caractéristiques cliniques des patientes

Age (années) 32 (29; 35,6)
IMC (kg/m2) 24 (21 ; 28)
Tabagisme actif (%) 13,9 % (n = 268)
AMH (pmol/l) 22.8 (13,1 ; 37,2)
CFA (n) 23 (15; 35)
SOPK (%) 37 % (n = 746)

Baisse de RO (%)

11,6 % (n = 239)

Pathologie tubaire (%)

9,9 % (n = 203)

Endométriose (%)

11,9 % (n = 245)

Etiologies multiples (%)

8,9 % (n = 180)

Les résultats sont exprimés en médiane avec intervalle interquartile pour les données quantitatives et
en pourcentage avec I'effectif pour les données qualitatives

Tableau 2 : Caractéristiques de la stimulation ovarienne

Dose totale de gonadotrophines (Ul)

2475 (1650 ; 3750)

Taux d’oestradiol (pg/ml)

2148 (1468 ; 2966)

Nombre de follicules > 15 mm 8 (6;11)

Durée de la stimulation (jours) 11 (10; 12)

Rang de la tentative (%)
-1 52,1 % (n = 2005)
- 2 27,2 % (n = 1045)
- 3 13,4 % (n = 515)
- 4 7 % (n = 268)
- 5 0,4 % (n=14)
- 6 0% (n=1)
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Type de gonadotrophines (%) :
- FSH pure
- hMG

65,6 % (n = 2211)
34,4 % (n = 1161)

Type de protocole (%) :
- protocole antagoniste
- protocole agoniste

51,6 % (n = 1943)
48,4 % (n = 1857)

Mode de déclenchement (%) :
- hCG
- agoniste de la GnRH
- double déclenchement

95,2 % (n = 3545)
4,2 % (n = 155)
0,6 % (n = 22)

Les résultats sont exprimés en médiane avec intervalle interquartile pour les données quantitatives et
en pourcentage avec I'effectif pour les données qualitatives

Les résultats obtenus aprés ponction ovarienne sont présentés dans le tableau 3.

Tableau 3 : Résultats des tentatives

Nombre total d’ovocytes 95+5,5
Nombre d’ovocytes :

- Vésicule germinative 05+1,1

- Métaphase | 0,8+1,1

- Métaphase I 6,5+4,3
Taux d’Ol (%) 20 % + 20
Nombre d’ovocytes injectés 6,4+43
Nombre d’ovocytes fécondés 6,4+43
Taux de fécondation (%) 60 % + 30
Nombre de zygotes 2PN 3,9+3,1
Nombre total d’embryons 39+3
Nombre d’embryons de bonne qualité 1+1,4
Nombre d’embryons frais transférés 1,2+0,9
Nombre d’embryons congelés 1+1,8

Les résultats sont exprimés en moyenne avec écart-type pour les données quantitatives

Les résultats obtenus apres transfert d’embryon frais sont présentés dans le tableau

4
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Tableau 4 : Résultats aprés transferts d’embryons frais

Taux d’implantation

02+04

HCG faible’ (%)

5,3 % (n = 204)

Grossesse débutante (%)

23,8 % (n = 916)

FCS en cas de grossesse débutante
(%)

25 % (n = 256)

GEU (%)

2,8 % (n = 46)

Grossesse évolutive en cas de

grossesse débutante (%)

75 % (n = 767)

Accouchement (%)

19,5 % (n = 749)

Nombre d’enfants nés vivants

0,2+0,5

Les résultats sont exprimés en moyenne avec écart-type pour les données quantitatives et en

pourcentage avec I'effectif pour les données qualitatives

'Un HCG faible est défini par un HCG < 100 Ul/ml

[I/ Facteurs corrélés a I'obtention d’ovocytes immatures

Nous avons réalisé une analyse visant a rechercher une association entre les

facteurs liés a la patiente et la stimulation et le taux d’ovocytes immatures (Ol).

Les résultats sont présentés dans le tableau 5.

Tableau 5 : Association entre les différents facteurs et le taux d’ovocytes

immatures

RR (IC 95 %) p-value
Rang de la tentative’ 1,02 (0,98 ; 1,06) 0,2832
Age femme? 1,00 (0,96 ; 1,05) 0,8749
IMC3 1,00 (0,97 ; 1,04) 0,7786
Tabagisme actif 0,95 (0,83 ; 1,08) 0,4418
AMH* 0,97 (0,93 ; 1,01) 0,1729
CFA® 0,95 (0,91 ; 1,01) 0,0895
Baisse de réserve ovarienne 1,07 (0,94 ; 1,23) 0,2649
SOPK 0,94 (0,86 ; 1,03) 0,2030
Endométriose 0,95 (0,83;1,10) 0,5309
Cause tubaire 0,98 (0,84 ; 1,15) 0,8496

17



Causes féminines multiples 0,89 (0,77 ; 1,04) 0,1607

Dose totale de gonadotrophines® | 1,09 (1,04 ; 1,14) < 0,0001

(
(
Durée de stimulation’ 0,96 (0,92 ; 1,00) 0,0510
Protocole antagoniste 0,86 (0,80 ; 0,93) 0,0002
Type de gonadotrophines 1,08 (0,99 ; 1,18) 0,0697
Déclenchement le jour ou le 0,94 (0,87 ; 1,01) 0,1074
lendemain du monitoring
Type de déclenchement 0,0093
- hCG recombinante Réf
- Agoniste de la GnRH 0,76 (0,64 ; 0,91) 0,0026
- Double déclenchement 0,87 (0,59 ; 1,31) 0,5275
Follicules > 15 mm2 0,94 (0,90 ; 0,99) 0,0096
(

Taux d’'oestradiol® 0,98 (0,95; 1,03) 0,6113

Nombre d’ovocytes ponctionnés'® 1,01 (0,97 ; 1,05) 0,4501

" Estimé pour une augmentation d’un rang ; 2 Estimé pour une augmentation de 4,5 ans ; 3 Estimé pour une
augmentation de 6,3 ; 4 Estimé pour une augmentation de 21,9 pmol/l ; 3 Estimé pour une augmentation de 17
follicules ; © Estimé pour une augmentation de 1412 Ul ; 7 Estimé pour une augmentation de 1,9 jours ; & Estimé
pour une augmentation de 5,4 follicules ; ® Estimé pour une augmentation de 1132 pg/ml ; ' Estimé pour une
augmentation de 5,5 ovocytes

Nous avons retrouvé une association significative entre la dose totale de
gonadotrophines et le taux d’Ol, en effet, celui-ci augmente avec 'augmentation de
la dose totale de gonadotrophines utilisée (p < 0,0001).

L’utilisation d’'un protocole antagoniste est également associée a une diminution du
taux d’Ol (p = 0,0002), ainsi que le déclenchement par agoniste de la GnRH plutét
que par hCG recombinante seule (p = 0,0026).

Lorsque le nombre de follicules supérieurs a 15 mm augmente, nous retrouvons un

taux d’Ol significativement plus bas (p = 0,0096).

[II / Impact du taux d’ovocytes immatures sur les résultats de la ponction

Nous avons également réalisé une analyse visant a étudier si le taux d’ovocytes
immatures impactait les résultats aprés la ponction ovarienne.

Les résultats sont présentés dans le tableau 6.
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Tableau 6 : Association entre le taux d’Ol et les résultats de la tentative

RR (IC 95 %) p-value
Nombre d’ovocytes fécondés' | 0,69 (0,66 ; 0,73) < 0,0001
Nombre de zygote 2PN? 0,71 (0,68 ; 0,75) < 0,0001
Taux de fécondation?® 0,84 (0,80 ; 0,89) < 0,0001
Nombre d’embryons obtenus* | 0,72 (0,69 ; 0,76) < 0,0001
Nombre d’embryons de bonne | 0,80 (0,77 ; 0,84) < 0,0001
qualité’®
Nombre d’embryons frais 0,88 (0,84 ; 0,92) < 0,0001
transférés®
Nombre d’embryons congelés’ | 0,79 (0,75 ; 0,83) < 0,0001
Taux d’implantation® 0,96 (0,91 ; 1,00) 0,0672
Nombre d’enfants nés vivants | 0,84 (0,77 ; 0,93) 0,0008
apres TEF

1 Estimé pour une augmentation de 4,3 ovocytes ; 2 Estimé pour une augmentation de 3,1 zygotes 2PN ; 3 Estimé pour une
augmentation de 30 % ; # Estimé pour une augmentation de 3 embryons ; 5 Estimé pour une augmentation de 1,4
embryons ; ® Estimé pour une augmentation de 0,9 embryons ; 7 Estimé pour une augmentation de 1.8 embryons ; 8 Estimé
pour une augmentation de a 0,4

Nous avons observé une association négative entre le taux d’Ol et le taux de
fécondation, ainsi qu’avec le nombre de zygotes et embryons obtenus.

En effet, nous avons obtenu significativement plus d’embryons a partir des ovocytes
matures de la méme cohorte (RR = 0,72) lorsque le taux d’Ol diminuait (p < 0,0001).

IV / Impact du taux d’ovocytes immatures sur les résultats aprés transfert d’embryons
frais

Nous avons étudié si un taux d’ovocytes immatures supérieur ou égal a 20 % lors
d’'une ponction ovarienne impactait les résultats aprés un transfert d’'embryon frais.

Les résultats sont présentés dans le tableau 7.
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Tableau 7 : Impact d’un taux d’ovocytes immatures > 20 % sur les résultats

aprés un transfert embryonnaire

OR (IC) p-value
Grossesse débutante 0,75 (0,64 — 0,89) 0,0005
hCG faible 0,82 (0,61 -1,12) 0,2169
Grossesse évolutive 0,79 (0,67 — 0,94) 0,0077
FCS 0,90 (0,61 —1,34) 0,6153
Accouchement 0,79 (0,67 — 0,95) 0,0090

Nous avons obtenu moins de grossesses débutantes lorsque le taux d’Ol était
supérieur ou égal a 20 % avec un odds-ratio de 0,75 (IC: 0,64 — 0,89) et un p =
0,0005.

De méme, nous avions moins de grossesses évolutives (p = 0,0077) et
d’accouchements (p = 0,0090).

En revanche, nous n'avons pas retrouvé de différence significative sur I'obtention
d’'un hCG faible apres un transfert d’embryon frais (p = 0,2169), ni sur le taux de
fausses couches spontanées (p = 0,6153).

Enfin, nous avons essayé d’établir un seuil d’'ovocytes immatures néfaste pour
espérer obtenir une grossesse clinique en réalisant une courbe ROC,
malheureusement cette analyse n’a pas été contributive, I'aire sous la courbe étant a
0,53.
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DISCUSSION

I/ Facteurs liés a la patiente

Notre étude n’a pas mis en évidence de corrélation entre I'age de la patiente et le
taux d’ovocytes immatures (Ol). L’age de la patiente au moment de la tentative est
pourtant un facteur péjoratif connu des techniques d’AMP (14), en raison du nombre
plus faible d'ovocytes recueillis et de I'augmentation des ovocytes et embryons
aneuploides (15). L'étude de Lee et al. (16) retrouvait un taux plus élevé d'Ol chez
les patientes de plus 40 ans, cependant ce taux avait tendance a diminuer avec I'age
chez les patientes de moins de 40 ans. De méme, I'étude de Moore et al. (17)
observait un taux anormalement plus élevé d’Ol chez les patientes de moins de 35
ans par rapport a celles de plus de 35 ans. Cela pourrait s’expliquer par une plus
grande hétérogeénéité de développement folliculaire et ovocytaire chez les patientes
plus jeunes, considérées comme meilleures répondeuses.

Ainsi, bien qu’il y ait une baisse de la qualité ovocytaire avec I'age, il ne semble pas y

avoir de retentissement majeur sur la maturation ovocytaire.

Nous n’avons pas retrouvé de lien entre I'lMC et le taux d’Ol, ce qui est en accord
avec d’autres études (18,19). Cependant, I'étude de Snider et al. (20) suggére que
'obésité induit un stress oxydatif dans I'ovocyte, ayant un impact négatif sur la
qualité cytoplasmique de I'ovocyte. Une prise en charge nutritionnelle adaptée pour
les patientes en situation de surpoids ou d’obésité semble donc nécessaire pour

optimiser la qualité ovocytaire, indépendamment de la maturite.

Bien que le lien entre la quantité et la qualité ovocytaire soit souvent fait, notamment
en raison de la diminution concomitante des deux paramétres avec I'dge, des études
récentes semblent en revanche montrer qu’'une réserve ovarienne basse chez des
patientes jeunes n’est pas systématiquement associée a une baisse de la qualité
ovocytaire (21,22).

De méme, nous n'avons pas mis en évidence d’association significative entre le taux
d’AMH et le taux d’Ol. L'AMH est un marqueur quantitatif de la réserve ovarienne,
surtout utile dans les techniques d’assistance médicale a la procréation pour définir
les protocoles et les doses utilisées, mais il n'‘est pas un reflet de la fertilité
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spontanée (23). Plusieurs études s’accordent a dire que 'AMH ne peut pas étre
utilisée comme un marqueur de la qualité ovocytaire (21,24,25)

Notre étude n’a pas mis en évidence de lien entre le SOPK et le taux d’Ol, ce qui est
en accord avec I'étude de Sahu et al. (26) qui cherchait a comparer des patientes
avec un SOPK, avec des ovaires multifolliculaires en échographie et un groupe
témoin. Ces résultats suggérent que la présence d’'un SOPK ne semble pas impacter
la maturité nucléaire ovocytaire. Cette donnée avait également été constaté par Uk
et al. (27).

L’endométriose est connue pour altérer de maniére multifactorielle la fertilité (28),
cependant, son effet sur la qualité ovocytaire reste controversé.

Dans notre étude, nous n'avons pas retrouvé de différence significative sur le taux
d’Ol en cas d’endométriose, comme cela avait d’ailleurs été rapporté par Robin et al.
(29). Ces résultats different partiellement de ceux de I'étude de Pacchiarotti et al.
(30), qui retrouvait un taux significativement plus faible d’ovocytes MIl chez les
patientes avec endométriose sévére et AMH faible comparé au groupe controle,
sans différence significative sur le taux d’'ovocytes M1 et VG. Une récente méta-
analyse (31) a démontré une réduction significative du nombre d’ovocytes totaux et
d’ovocytes matures chez les patientes avec endométriomes ovariens comparé aux
témoins, cependant, ils ne se sont pas intéressés au ratio ovocytes matures /
ovocytes totaux.

Ces différentes observations suggerent que, bien que I'endométriose puisse peut-
étre parfois réduire le nombre d’'ovocytes matures ponctionnés, son impact sur la
qualité ovocytaire et la maturité méiotique n’est pas clairement établi et nécessite
davantage de recherches.

I/ Facteurs liés a la stimulation

Nous avons observé que le taux d’Ol était corrélé négativement au nombre de
follicules supérieurs a 15 mm, ce qui est en accord avec de nombreuses études qui
ont démontré que les ovocytes issus de plus gros follicules étaient plus souvent
matures (32,33). L'étude de Shapiro et al. (34) qui cherchait a identifier I'impact des

tailles folliculaires, en classant les follicules selon 8 groupes de tailles, a retrouvé que
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les follicules inférieurs a 12,5 mm étaient associés a des taux significativement plus
réduits d’'ovocytes M2. En revanche, la capacité des ovocytes M2 a étre fécondés ne

différait pas significativement selon la taille du follicule duquel il provenait.

Nous avons retrouvé que lutilisation de fortes doses de gonadotrophines était
associée a un taux d’Ol plus important. Cette observation est en accord avec les
résultats de Shavit et al. (35), qui ont retrouvé plus d’'ovocytes matures dans le
groupe recevant des doses plus faibles de gonadotrophines. Tian et al. (36) ont
comparé un protocole avec stimulation Iégére a un protocole avec stimulation
standard, bien que le nombre d’ovocytes récupérés soit significativement plus faible
en cas de stimulation légere, les taux d’ovocytes fécondés, d'implantation et de
grossesse clinique étaient significativement plus important. De méme, la méta-
analyse de Baker et al. (37), sans étudier la maturité ovocytaire, a montré que le taux
de naissance vivante diminuait avec 'augmentation des doses de gonadotrophines.
Ces observations pourraient s’expliquer par les effets délétéres de I'environnement
hormonal supra-physiologique sur I'endometre et I'implantation (38), ainsi que par
une potentielle altération de la qualité embryonnaire (39).

Cependant, des doses élevées de gonadotrophines restent souvent nécessaires
pour augmenter le nombre d’ovocytes recueillis et ainsi augmenter les chances de

grossesses, en particulier chez les patientes avec une réserve ovarienne basse.

Notre étude a mis en évidence que lutilisation d’'un protocole antagoniste était
associée a une réduction significative du taux d’Ol. Ce résultat est en accord avec
I'étude de Zhu et al. (40).

Le protocole antagoniste présente plusieurs avantages : une durée de stimulation
réduite (41), une moindre consommation de gonadotrophines et une réduction du
risque de syndrome d’hyperstimulation ovarienne (SHO), en particulier chez les
patientes avec un SOPK (42), sans différence significative sur le taux de grossesse
clinique (43).

Il est important de noter que les protocoles agonistes sont souvent utilisés chez les
patientes considérées comme mauvaises répondeuses, en effet il permettrait un
recrutement plus homogéne de la cohorte folliculaire. De plus, le protocole court
agoniste permet de bénéficier de I'effet flare up pour optimiser la croissance et le

recrutement folliculaire.
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L’utilisation préférentielle de ce protocole dans cette population pourrait donc induire
un potentiel biais dans notre étude.

Cependant, étant donné que nous n’avons pas retrouvé d’association entre I'age,
I'état de la réserve ovarienne et le taux d’Ol, cette donnée est a nuancer.

Nous pouvons donc conclure que le protocole agoniste peut étre utilisé pour obtenir
une cohorte plus homogéne et un meilleur recrutement chez les patientes a risque
de mauvaise réponse mais pas dans 'objectif d’'améliorer la maturité ovocytaire.

Par ailleurs, notre étude n’a pas démontré d'impact du type de gonadotrophines
utilisées sur le taux d’Ol, ce qui est concordant avec un certain nombre d’autres
études publiées (44,45) .

Nous avons retrouvé une association significative entre un déclenchement de
I'ovulation par agoniste de la GnRH et une réduction du taux d’Ol par rapport a un
déclenchement par hCG recombinante seule.

Ce résultat concorde avec ceux de Humaidan et al. (46), qui ont observé un nombre
significativement plus élevé d’ovocytes matures dans le groupe déclenché par
agoniste de la GnRH.

L’augmentation du taux d'ovocytes matures avec le déclenchement par agoniste
pourrait s’expliquer par une élévation de la FSH endogéne, en plus de la poussée de
LH, se rapprochant davantage des conditions physiologiques d'un cycle. L'une des
actions de la FSH étant d’augmenter le nombre de récepteurs de LH dans les
cellules de la granulosa. Certaines études ont également montré un effet positif
d’une action simultanée de la FSH et la LH sur la maturation ovocytaire (47).
Cependant, ces résultats pourraient également s’expliquer par le fait que le
déclenchement par agoniste de la GnRH est souvent réalisé en cas de risque de
SHO, et donc chez des patientes considérées déja comme meilleures répondeuses

avec une probabilité plus importante d’obtenir davantage d’ovocytes matures.

Nous n’avons pas retrouvé d’'impact du double déclenchement sur le taux d’ovocytes
immatures, pourtant plusieurs études ont démontré l'inverse, notamment I'étude
randomisée de Haas et al (48) qui retrouvait un nombre significativement plus

important d’ovocytes matures en cas de double déclenchement.
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Nos résultats pourraient s’expliquer par le faible effectif de double déclenchement
dans notre population, qui était en effet moins fréquemment réalisé sur la période

d’inclusion.

[1l/ Impact du taux d’ovocytes immatures sur les résultats de la tentative

Pour les résultats de la tentative, nous avons observé une association négative entre
le taux d’Ol et le nombre de zygotes et d’'embryons obtenus.

De plus, un taux d’Ol supérieur ou égal a 20 % était associé a une diminution des
taux de grossesse débutante, de grossesse évolutive et de naissance vivante.

Ces observations suggérent qu’un taux élevé d’Ol pourrait avoir un impact négatif
sur les résultats de la tentative issus d’ovocytes matures de la méme cohorte.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Parrella et al. (49), qui ont étudié 7672
cycles d’ICSI, classés en 4 groupes selon la proportion d’'ovocytes matures, ils ont
retrouvé significativement moins d’embryons avec des taux de fécondation,
d’'implantation, de grossesse clinique et de naissance vivante plus faible lorsque le
taux d’ovocytes matures diminuait. Selon eux, cet impact pourrait étre attribué a une
immaturité cytoplasmique, laissant suggérer une asynchronie entre la maturité
nucléaire et cytoplasmique des ovocytes, et ainsi expliquer une diminution globale

des résultats d’une tentative.

IV/ Forces et limites

Le caractére rétrospectif et monocentrique de nos travaux constitue les principales
limites de notre étude, pouvant potentiellement induire certains biais propres a ce
type d’étude. Néanmoins, la principale force de cette étude réside dans la taille
considérable de notre population. En effet, 3848 cycles ont pu étre analysés, ce qui
confére a nos résultats une puissance statistique significative.

Par ailleurs, des outils statistiques adaptés ont pu étre mis en ceuvre pour limiter un
certain nombre de biais comme notamment le modéle d’équation d’estimation
geénéralisée (GEE) qui prend en compte la corrélation entre les différentes tentatives
d’'une méme patiente (distribution binomiale négative, fonction de lien log).
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CONCLUSION

La dose totale de gonadotrophines, le type de protocole de stimulation (agoniste
versus antagoniste), les modalités de déclenchement et la taille des follicules

ponctionnés sont des facteurs semblant influencer 'immaturité ovocytaire.

Ce parametre est essentiel en FIV-CSI car le taux d’Ol semble influencer les
résultats d’'une tentative de FIV-ICSI obtenus a partir des ovocytes matures de la
méme cohorte : en effet lorsque ce taux augmente, les chances d'obtenir une

grossesse diminue.
D’autres études prospectives, multicentriques et contrélées permettront a I'avenir de

préciser de fagon plus robuste quels parameétres féminins ou liés a la stimulation

ovarienne sont susceptibles d’'influencer la maturité des ovocytes en FIV-CSI
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Résumé :

Introduction : Lors d’une tentative de FIV-ICSI, seuls les ovocytes matures sont injectés. Les
ovocytes immatures représenteraient entre 15 et 20 % du nombre total d’'ovocytes récupérés.
Comprendre les mécanismes sous-jacents de 'immaturité ovocytaire est donc essentiel pour
optimiser les taux de réussite en FIV-ICSI.

L’objectif de notre étude était de rechercher des facteurs pouvant potentiellement influencer
I'immaturité ovocytaire et également étudier si cette immaturité ovocytaire pouvait influencer
les résultats d’'une tentative issus des ovocytes matures de la méme cohorte.

Méthode : Etude rétrospective, monocentrique incluant les couples ayant bénéficié d’une ou
plusieurs tentatives de FIV-ICSI entre janvier 2013 et mars 2022 au CHU de Lille : 3848
tentatives ont été analysées.

Les données concernant la patiente, la stimulation, les ovocytes et les embryons obtenus ainsi
que les résultats apres le transfert d’'embryon frais ont été recueillies.

Nous avons recherché une association significative entre différents facteurs liés a la patiente
ainsi que la stimulation et le taux d’ovocytes immatures (Ol) puis entre le taux d’Ol et les
résultats de la tentative. Enfin nous avons regardé si un taux élevé d’Ol > 20 % influencait les
résultats aprés transfert d’embryon frais.

Résultats : Nous avons retrouvé une association significative entre plusieurs facteurs liés a la
stimulation et le taux d’Ol : le taux d’Ol augmentait avec la dose totale de gonadotrophines (p
< 0,0001), l'utilisation d’'un protocole antagoniste réduisait significativement le taux d’Ol (p =
0,0002), ainsi qu’un déclenchement par agoniste de la GnRH plutdt que par hCG (p = 0,0026),
enfin le taux d’Ol était corrélé négativement au nombre de follicules > 15 mm (p = 0,0096).
Nous avons également retrouvé une association significative entre les résultats de la tentative
et le taux d’Ol. Un taux élevé > 20 % d’Ol diminuait significativement les chances d’obtenir une
grossesse débutante (p = 0,0005)

Conclusion : La dose de gonadotrophines, le type de protocole et de déclenchement, ainsi
que la taille folliculaire sont des facteurs semblant influencer I'immaturité ovocytaire. Enfin, un
taux éleveé d’'ovocytes immatures semble impacter négativement les résultats d’une tentative.
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