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Chapitre 1 : l’infertilité 

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) ou World Health Organization (WHO) définit 

l’infertilité par l’absence de grossesse après au moins un an de rapports sexuels réguliers non 

protégés chez les couples en âge de procréer (Mascarenhas et al., 2012; Zegers-Hochschild et 

al., 2017). Elle affecte environ 15% des couples en âge de procréer (Salas-Huetos et al., 2017; 

Sun et al., 2019), représentant 50 millions de couples infertiles à travers le monde (Mascarenhas 

et al., 2012). Dans 75% des cas, cette infertilité peut être expliquée par un facteur masculin (20 

à 30%), féminin (20 à 30%) ou mixte (environ 30%) (Choy and Eisenberg, 2018; Salas-Huetos 

et al., 2017). Dans 25% des cas, aucune cause d’infertilité n’est trouvée, on parle alors 

d’infertilité inexpliquée ou idiopathique (Wang et al., 2019). 

I. Infertilité masculine

A. Généralités

Un homme est considéré fertile s’il a initié au moins une grossesse clinique avec ses propres 

gamètes avec une partenaire (Zegers-Hochschild et al., 2017). La fertilité masculine débute à 

la puberté et est généralement maintenue tout au long de la vie de l’individu. Elle dépend de 

l’anatomie du tractus génital et de sa capacité à émettre des spermatozoïdes fonctionnels à 

l’intérieur du vagin. L’appareil reproducteur masculin est composé de deux testicules, de voies 

spermatiques excrétrices (épididymes, canaux déférents et urètre), de glandes annexes 

(vésicules séminales, prostate et glandes de Cowper) et du pénis (Figure 1a). La 

spermatogenèse se déroule dans les tubes séminifères des testicules. Elle est soutenue par les 

cellules de Sertoli (Santi et al., 2020). Elle comprend trois étapes successives permettant les 

étapes de différenciation des spermatogonies en spermatocytes, puis spermatides rondes 

(méioses 1 et 2), et enfin en spermatozoïdes (Figure 1b) (Griswold, 2016). Ceux-ci sont alors 

libérés dans la lumière des tubes séminifères lors de l’étape de spermiation puis ils subissent 

une étape de maturation épididymaire leur permettant d’acquérir leur mobilité et leur pouvoir 

fécondant (Verze et al., 2016). La spermatogenèse est régulée par les gonadotrophines 

hypophysaire : l’Hormone Folliculostimulante (FSH) et l’Hormone Lutéinisante (LH) (Santi et 

al., 2020) (Figure 1c). 



15 

Figure 1 La reproduction masculine. a Anatomie de l’appareil reproducteur masculin. 
Il est composé de deux testicules, de voies spermatiques excrétrices (épididyme, canaux 
déférents), de glandes annexes (vésicule séminale, prostate) et du pénis. b Etapes de la 
spermatogenèse. Elle se déroule dans les tubes séminifères des testicules et permet la 
différenciation des spermatogonies souches en spermatozoïdes. ; c Contrôle hormonal de la 
fonction reproductive masculine (à partir de invitra.fr). La LH, produite par l’hypophyse, agit 
sur les cellules de Leydig pour activer la sécrétion de testostérone. A son tour, la testostérone 
ainsi que la FSH produite par l’hypophyse, régulent la spermatogenèse dans les tubes 
séminifères. 
LH : hormone lutéinisante ; FSH : hormone folliculostimulante 

B. Causes d’infertilité

L’évaluation de la fertilité masculine inclut un interrogatoire médical ainsi qu’une analyse de 

sperme (appelée spermogramme), dont les valeurs de référence ont été établies en 2010 par 

l’OMS (Tableau 1). L’infertilité masculine peut résulter d’une diminution de la numération 

spermatique (oligozoospermie), de la mobilité spermatique (asthénozoospermie), de la 

morphologie spermatique (tératozoospermie) et/ou de la vitalité spermatique (nécrospermie) 

(Zegers-Hochschild et al., 2017). L’azoospermie correspond à une absence totale de 

spermatozoïdes dans l’éjaculat (Rumbold et al., 2019).  
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Paramètre (unité) Valeur référence (limite inférieure) 

Pathologie associée 

(paramètre sous le 

seuil référence) 

Volume (ml) 1,5 hypospermie 

pH ≥7,2 pH acide 

Concentration spermatique 

(106/ml) 
15 oligozoospermie 

Nombre total de 

spermatozoïdes (106/éjaculat) 
39 oligozoospermie 

Mobilité totale (%) 40 asthénozoospermie 

Mobilité progressive (%) 32 asthénozoospermie 

Morphologie des 

spermatozoïdes (forme 

normale, %) 

4% minimum de spermatozoïdes de forme 

normale selon l'OMS 

Critères stricts de Kruger : excellent pronostic 

(>14% de morphologie normale), bon pronostic 

(4-14%) et faible pronostic (<4%) 

tératozoospermie 

Vitalité des spermatozoïdes 58% Nécrozoospermie 

Tableau 1 Valeur de référence du spermogramme et pathologies associées aux 

anomalies. (Practice Committee of the American Society for Reproductive Medicine, 2015b 
; WHO 2010) 

II. Infertilité féminine

A. Généralités

La fertilité féminine est définie par la capacité pour une femme à obtenir une grossesse clinique 

avec ses propres gamètes (Zegers-Hochschild et al., 2017). La période de fertilité d’une femme 

s’étend de la puberté jusqu’à la ménopause, avec un déclin rapide des chances de grossesse à 

partir de 35 ans (Fritz and Jindal, 2018). La fertilité féminine dépend de nombreux facteurs 

comme l’anatomie du tractus féminin, la présence de cycles menstruels fonctionnels et la 

compétence ovocytaire.  
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B. Causes d’infertilité

Les causes d’infertilité féminine peuvent être la détérioration de la qualité ovocytaire 

majoritairement associée à l’augmentation de l’âge maternel, les troubles de l’ovulation (dont 

le syndrome des ovaires polykystiques ou SOPK), l’inflammation des trompes (qui peut être 

causée par une infection par Chlamydiae trachomatis par exemple), l’endométriose ou les 

anomalies de la cavité utérine qui peuvent interférer avec l’implantation embryonnaire (Expert 

Panel on Women’s Imaging et al., 2020) (Figure 2). Le terme de réserve ovarienne est 

traditionnellement utilisé pour évaluer indirectement le potentiel reproducteur d’une femme 

(Practice Committee of the American Society for Reproductive Medicine, 2020). Malgré 

l’utilisation de plusieurs marqueurs de réserve ovarienne, l’âge de la femme reste un critère 

majeur pour évaluer les chances de grossesse (Fritz and Jindal, 2018).  

Figure 2 Les causes d'infertilité féminine. Liste des causes majeures de dysfonction 
ovulatoire, tubaire et des facteurs utérins pouvant engendrer une infertilité chez la femme. 
Ac : anticorps 

1. Impact de l’âge maternel

L’âge moyen des mères lors de leurs accouchements en France a augmenté ces 25 dernières 

années : alors qu’il était de 28.8 ans en 1994 il est de 30.8 ans en 2020 (Insee, 29 mars 2021). 

Les taux de grossesse après 12 cycles menstruels chez des femmes âgées de 30 à 35 ans sont 

stables à 82-88% puis diminuent à 71-76% entre 36 et 39 ans pour atteindre 48-54% entre 40 

et 44 ans (Fritz and Jindal, 2018). Le déclin de la réserve ovarienne d’une femme avec le temps 

est à ce jour irréversible (Tal and Seifer, 2017). Les patientes les plus âgées auront de plus en 
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plus de difficultés à concevoir, ce qui peut entraîner une demande accrue aux techniques 

d’Assistance Médicale à la Procréation (AMP). 

2. Diminution de la réserve ovarienne

La réserve ovarienne est évaluée grâce à deux marqueurs de référence : 

- Le dosage sanguin de l’hormone antimüllérienne (AMH) est un marqueur indirect du

nombre de follicules ovariens pré-antraux et petits antraux (Dewailly et al., 2014; Tal and 

Seifer, 2017). Elle est sécrétée par les cellules de la granulosa de ces follicules. L’AMH est 

utilisée comme facteur prédictif de la réponse ovarienne dans le cadre d’un traitement de 

stimulation en AMP, permettant ainsi aux cliniciens d’adapter les doses de traitements à chaque 

patiente. Cependant, son dosage n’est pas toujours prédictif de la qualité des ovocytes, c’est-à-

dire de leur potentiel à donner une grossesse (Tal and Seifer, 2017; Umarsingh et al., 2020) ou 

une naissance vivante (Practice Committee of the American Society for Reproductive 

Medicine, 2020). 

- Le compte des follicules antraux (ou CFA), réalisé par échographie endovaginale au

début de la phase folliculaire (vers jour 3 (J3) du cycle menstruel), correspond à la somme des 

follicules mesurant entre 2 et 10 mm (Tal and Seifer, 2017). Un CFA compris entre 9 et 19 est 

généralement associé à une bonne réponse à la stimulation ovarienne (Coelho Neto et al., 2018). 

En revanche, il n’est pas toujours associé aux chances de grossesse et de naissance vivante de 

la patiente (Broer et al., 2009; Mutlu et al., 2013; Practice Committee of the American Society 

for Reproductive Medicine, 2020; Sahmay et al., 2012).   

Ces deux marqueurs sont inversement proportionnels à l’âge des femmes, fertiles ou infertiles 

(Khan et al., 2019; Practice Committee of the American Society for Reproductive Medicine, 

2020). La concentration en AMH diminue de 6% et le CFA de 4.5% par an (Khan et al., 2019). 

3. Dysfonction ovulatoire

La présence de cycles menstruels réguliers d’une durée normale (entre 21-35 jours) est en 

général en faveur d’un fonctionnement ovarien (Prior et al., 2015). Cependant, jusqu’à un tiers 

des femmes avec des cycles menstruels réguliers de 28 jours n’ovulent pas (Infertility Workup 

for the Women’s Health Specialist: ACOG Committee Opinion, Number 781, 2019; Prior et 

al., 2015). Le dysfonctionnement ovulatoire est responsable de l’infertilité du couple dans 15% 

des cas (Practice Committee of the American Society for Reproductive Medicine, 2015a). 
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4. Facteurs tubaires

Les facteurs tubaires participent à l’infertilité de couple dans environ 15% des cas (Expert Panel 

on Women’s Imaging et al., 2020). Les hydrosalpinx, correspondants à une rétention 

liquidienne dans une trompe, représentent 10 à 30% des cas d’infertilité tubaire (Ng and 

Cheong, 2019).  

5. Facteurs utérins

Parmi les pathologies pouvant altérer la réceptivité endométriale, on retrouve l’endométriose, 

l’adénomyose ou encore les fibromes. L’endométriose est caractérisée par du tissu endométrial 

ectopique (Missmer et al., 2004). On estime qu’elle affecte 5 à 10% de la population féminine 

en âge de procréer et plus d’un tiers des femmes infertiles (Expert Panel on Women’s Imaging 

et al., 2020). L’adénomyose est définie par la présence de tissu endométrial au sein du 

myomètre (Bergeron et al., 2006). Les fibromes ou myomes utérins sont des lésions bénignes 

de l’utérus, composées de cellules musculaires lisses, de fibroblastes et de matrice 

extracellulaire, pouvant gêner l’implantation embryonnaire (Stewart et al., 2016). 

III. Infertilité idiopathique

En cas d’infertilité idiopathique ou inexpliquée, les examens dits « de routine » n’ont pas permis 

d’identifier la ou les causes de l’infertilité (Wang et al., 2019).  De nombreux paramètres 

pouvant affecter la fertilité des individus sont encore inconnus. La recherche clinique permet 

d’identifier de nouvelles causes d’infertilité (notamment des causes génétiques) et d’évaluer 

l’intérêt de nouveaux tests diagnostiques ou pronostiques dans la prise en charge des couples 

infertiles.   
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Chapitre 2 : Les techniques d’assistance médicale à la procréation 

Parmi les couples infertiles, environ la moitié ont recours à l’AMP pour concevoir (Ledger, 

2009). Trois techniques d’AMP peuvent être proposées aux couples infertiles : l’insémination 

intra-utérine (IIU), la fécondation in vitro (FIV) conventionnelle (FIVc), ou la FIV assistée par 

micro-injection de spermatozoïdes (Intracytoplasmic Sperm Injection ou ICSI). En 2019, 157 

593 tentatives d’AMP ont été réalisées en France, dont 30% d’IIU et 70% de FIV (19% en 

FIVc, 39% en ICSI et 42% de transferts d’embryons congelés (TEC)) (Rapport Médical et 

Scientifique 2020, Agence de la BioMédecine (ABM)).  

I. Insémination Intra Utérine

L’IIU est une méthode simple et peu invasive. C’est la technique la plus utilisée à travers le 

monde (Cohlen et al., 2018). Cette technique est majoritairement indiquée en cas d’infertilité 

masculine modérée ou d’infertilité inexpliquée (Cohlen et al., 2018). Elle consiste à déposer 

une préparation enrichie en spermatozoïdes mobiles directement dans la cavité utérine 

(Lemmens et al., 2017).  

II. Fécondation In Vitro

La FIV repose sur une première étape de stimulation ovarienne plurifolliculaire, suivie d’une 

ponction ovarienne et de la mise en fécondation in vitro des ovocytes matures récupérés avec 

les spermatozoïdes. Après la mise en fécondation, les ovocytes sont mis en culture et observés 

chaque jour jusqu’au transfert éventuel d’un ou plusieurs embryon(s) dans la cavité utérine. La 

FIV est parfois associée à la congélation des embryons surnuméraires (correspondant aux 

embryons de scores morphocinétiques satisfaisants mais non transférés en frais) pour un 

transfert ultérieur.   

A. Stimulation ovarienne

Physiologiquement, l’hypothalamus sécrète de manière pulsatile l’hormone Gonadolibérine 

(Gonadotrophin Releasing Hormone ou GnRH) dans la circulation porte hypothalamo-

hypophysaire. En se liant à son récepteur hypophysaire, la GnRH entraîne la libération des 

glycoprotéines FSH et LH par l’adénohypophyse dans la circulation générale. Chez la femme, 

FSH et LH participent à la croissance folliculaire, la maturation folliculaire et l’ovulation, ainsi 

qu’à la sécrétion des hormones stéroïdes sexuelles au niveau des ovaires (œstrogènes et 

progestérone). Il existe un phénomène de rétrocontrôle négatif par ces deux hormones qui 

permet de réguler la sécrétion de GnRH par l’hypothalamus (Figure 3). 
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Figure 3 Contrôle hormonal physiologique du cycle menstruel et principe du traitement 

de la stimulation ovarienne en Fécondation In Vitro. 
Physiologiquement, la GnRH entraine la libération hypophysaire de LH et FSH, permettant 
la libération ovarienne des hormones stéroïdiennes. Ce processus est modulé au cours du 
cycle menstruel par des phénomènes de rétrocontrôles positifs et négatifs. La stimulation 
ovarienne est constituée de 4 étapes successives permettant d’abord de bloquer l’ovulation 
naturelle, puis de stimuler l’ovaire pour obtenir la croissance simultanée de plusieurs 
follicules, de déclencher l’ovulation dans le but de ponctionner les follicules. 
GnRH : hormone gonadolibérine ; FSH : hormone folliculo-stimulante ; LH : hormone 
lutéinisante  

La stimulation ovarienne en FIV consiste à : 

1) Bloquer l’ovulation naturelle grâce à l’administration d’agonistes ou antagonistes de la

GnRH (Figure 3 et tableau 2) (Ovarian Stimulation et al., 2020). Ils se fixent tous les deux au 

niveau des récepteurs de la GnRH hypophysaires. Alors que les agonistes provoquent une phase 

de stimulation suivie d’une étape de sensibilisation qui permet alors une mise au repos de 

l’hypophyse par une boucle de rétrocontrôle négatif ; les antagonistes inhibent directement de 

façon concurrentielle les récepteurs hypophysaires et bloquent les sécrétions de 

gonadotrophines (Farquhar et al., 2019).  
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2) Induire le développement de plusieurs follicules ovariens simultanément par l’administration

de gonadotrophines exogènes (Farquhar et al., 2019) (Figure 3 et tableau 2). Plusieurs 

protocoles de stimulation sont disponibles. Ils reposent tous sur l’administration de 

FSH potentiellement combinée à de la LH.  

3) Déclencher l’ovulation par une injection unique de gonadotrophine chorionique humaine

(hCG), synthétique ou urinaire (Farquhar et al., 2019) (Figure 3 et tableau 2). Cette injection 

mime le pic de LH déclencheur de l’ovulation et est essentielle pour l’étape de maturation finale 

de l’ovocyte, nécessaire à la fécondation.  

Tableau 2 Liste non exhaustive des traitements pharmacologiques utilisés dans le cadre 

de la FIV (Construite à partir de theriaque.org). GnRH : hormone gonadolibérine ; FSH : 
hormone folliculo-stimulante ; LH : hormone lutéinisante ; hCG : gonadotrophine 
chorionique humaine ; FIV : Fécondation In Vitro 

Pendant la stimulation, la croissance folliculaire est suivie toutes les 48 heures environ par 

échographie endovaginale avec ou sans dosage hormonal (LH, estradiol et progestérone). Seuls 

les follicules antraux sont observables dans les ovaires et peuvent être mesurés. En effet, à ce 

stade, une cavité s’est formée au sein des follicules : l’antrum, qui est rempli de liquide 
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folliculaire et qui contient l’ovocyte en croissance (Figure 4). L’épaisseur de l’endomètre est 

également mesurée par échographie.  

Les follicules sont ponctionnés au bloc opératoire 36 heures après le déclenchement (Figure 3). 

La ponction consiste à aspirer le liquide folliculaire contenant les complexes cumulo-

ovocytaires (CCO) en suspension grâce à une sonde d’échographie endovaginale munie d’une 

aiguille (Figure 4).  

Figure 4 Représentation schématique d’un follicule secondaire antral. 
Le follicule secondaire antral est composé d’un ovocyte primaire, entouré de cellules de la 
corona radiata, formant ensemble le complexe cumulo-ovocytaire (CCO). Le CCO est 
entouré de la cavité antrale remplie de liquide folliculaire, visualisable à l’échographie, elle-
même entourée de cellules de la granulosa et de cellules de la thèque. 
CCO : complexe cumulo-ovocytaire ; VG : vésicule germinale (adapté de 
https://www.centromedicomanzanera.com/puncion-folicular/)  
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B. FIV et culture embryonnaire

1. Mise en fécondation : conventionnelle/ICSI

A la suite de la récupération des CCO, les ovocytes sont fécondés par une technique de FIVc 

ou par ICSI (Figure 5). L’ICSI, initialement indiquée pour les formes les plus sévères 

d’infertilité masculine, est désormais la technique la plus utilisée dans le monde (Esteves et al., 

2018). 

La FIVc consiste à mettre en contact in vitro des spermatozoïdes mobiles autour de chaque 

CCO. La fécondation a lieu spontanément en 17 ± 1 heures environ (Alpha Scientists in 

Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011). En cas 

d’ICSI, une étape de décoronisation est nécessaire pour débarrassée l’ovocyte des cellules du 

cumulus, et est suivie de l’injection d’un spermatozoïde dans le cytoplasme de chaque ovocyte 

mature à l’aide d’une micropipette.  

2. Culture embryonnaire

i) Du zygote au stade clivé (J0 à J3)

Les ovocytes fécondés sont mis en culture in vitro et observés chaque jour pour suivre le 

développement embryonnaire. La culture s’effectue dans un incubateur à 37°C sous 6% de CO2 

pendant 2 à 6 jours. 

A 17 ± 1h post-insémination, une fécondation normale est visualisée grâce à la présence de 2 

pronoyaux (PN) à l’intérieur de l’ovocyte (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and 

ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011) (Figure 6).  

Un embryon doit présenter 4 cellules à 44 ± 1h (J2) et 8 cellules à 68 ± 1h (J3) post-

insémination, (Figure 5) (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special 

Interest Group of Embryology, 2011). Au cours du développement de l’embryon 

préimplantatoire, la classification de la Fédération Nationale des BLEFCO France (Biologistes 

des Laboratoires d’Etude de la Fécondation et de la Conservation de l’Oeuf) (Figure 7) est 

utilisée pour évaluer la qualité embryonnaire. Elle présente trois chiffres : 

1er chiffre = nombre de blastomères 

2ème chiffre = divisions embryonnaires, 1 (typiques) ou 2 (atypiques) 

3ème chiffre = Taux de fragmentation, reflétant la qualité et la viabilité des embryons : 1, pour 

légèrement (<10%), 2 pour moyennement (10-50%) et 3 pour sévèrement fragmenté (>50%)  
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Figure 5 Principe de la technique de FIV : de la ponction au transfert embryonnaire. 

En parallèle au recueil des CCO, les spermatozoïdes sont préparés puis mis en fécondation 
par FIVc ou ICSI au laboratoire in vitro. Les ovocytes fécondés sont alors cultivés avant 
d’être transférés dans l’utérus ou congelés en vue d’une utilisation ultérieure. 
FIV(c) : Fécondation in vitro (conventionnelle) ; ICSI : Intracytoplasmic sperm injection ; 
CCO : complexe cumulo-ovocytaire ; PN : pronoyaux ; N2 : azote. 
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Figure 6 Culture embryonnaire, visualisation des pronoyaux. 

Visualisation microscopique d’un ovocyte fécondé qui a expulsé son second globule polaire 
et dans lequel les pronoyaux mâle et femelle se sont formés. Cette formation témoigne d’une 
fécondation normale à 17 ± 1 heures post-insémination. 

Figure 7 Culture embryonnaire et classification de Blefco (d’après blefco.eu). 
Les 3 chiffres permettent de témoigner du nombre de blastomères (de 2 à 8), du type de 
division (si les cellules sont de tailles identiques on parle de division typique identifiée 1. A 
l’inverse, la division est dite atypique et identifiée 2.) et du taux de fragmentation (de 1 à 3). 
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ii) La culture prolongée jusqu’au stade blastocyste (J3 à J5/6)

La culture peut être prolongée après le 3ème jour jusqu’au stade de blastocyste à J5/J6. On 

observe les premiers signes de compaction de l’embryon à 92 ± 2h (J4) post-insémination : 

c’est le stade morula (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest 

Group of Embryology, 2011). Cette compaction à J4 est de bon pronostic pour le 

développement embryonnaire (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special 

Interest Group of Embryology, 2011; Coticchio et al., 2019). Enfin, à 116 ± 2h (J5) post-

insémination, l’embryon est appelé blastocyste (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and 

ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011) (Figure 8). A ce stade, l’évaluation est 

complétée selon une classification différente incluant le nombre et le degré de compaction des 

cellules du trophectoderme (TE) et de la Masse Cellulaire Interne (MCI), l’expansion du 

blastocyste et l’éclosion hors de la zone pellucide (Schoolcraft et al., 1999). Ces évaluations 

permettent d’établir un score afin de sélectionner le(s) embryon(s) avec le meilleur potentiel 

implantatoire : 

1er chiffre = taille du blastocèle de 1 à 6 selon son volume et stade de développement  

(Figure 8) 

1ère lettre = MCI A, B ou C selon le nombre et l’aspect des cellules (A : MCI compact, 

cellules nombreuses et bien individualisées ; B : MCI moins organisée et possédant moins de 

cellules ; C : MCI peu visible avec peu de cellules)  

2ème lettre : TE A, B ou C selon le nombre et l’aspect des cellules (A : les cellules 

trophoblastiques forment un épithélium délimité ; B : l’épithélium est irrégulier ; C : 

l’épithélium est lisse) 

Le ou les embryons de scores morpho-cinétiques satisfaisants sont directement transférés ou 

congelés en vue d’un transfert ultérieur.  
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Figure 8 Culture embryonnaire, représentation schématique du blastocyste et 

classification. 
Le blastocyste est composé d’une masse cellulaire interne, d’une cavité blastocoelique et 
d’un trophectoderme, entourés d’une zone pellucide. La classification de Gardner et 
Schoolcraft permet de sélectionner le ou les meilleur(s) blastocyste(s) pour le transfert. Cette 
classification est composée d’un chiffre suivi de 2 lettres. Le premier chiffre témoigne de la 
taille de la cavité blastocoelique et du développement du blastocyste (de 1, petite cavité 
blastocoelique, à 6, blastocyste éclos) (Schoolcraft et al., 1999). 



29 

iii) Les conditions de culture de l’embryon in vitro

De nombreux paramètres extrinsèques doivent être contrôlés pendant la culture embryonnaire 

(Figure 9). Parmi ces paramètres, on peut contrôler la température qui doit être de 37°C, mimant 

ainsi les conditions in vivo. Il a été montré que la culture à 37°C entraînait une augmentation 

du nombre de cellules embryonnaires après 3 jours de développement ainsi qu’une 

augmentation du nombre de blastocystes totaux et utiles (c’est-à-dire transférables ou 

congelables) par rapport à une culture à 36°C (Hong et al., 2014).  

D’autre part, la concentration en CO2 doit être comprise entre 5 et 6%, induisant ainsi un pH 

extracellulaire correct dans le milieu de culture de 7.2-7.4 (Swain, 2012). Un pH inadapté peut 

créer un environnement favorisant le stress cellulaire et ainsi altérer le métabolisme 

embryonnaire (Consensus Group, 2020).  

De récentes publications montrent que la variation de tension en oxygène pendant la culture 

embryonnaire peut permettre d’améliorer les résultats en FIV (Nastri et al., 2016). A ce jour, la 

concentration utilisée varie selon les centres d’AMP mondiaux. Physiologiquement, l’embryon 

évolue à 5-8% d’O2 dans la trompe pendant les 3 premiers jours de son développement puis à 

approximativement 2% d’O2 dans la cavité utérine où il continue son développement jusqu’à 

sa potentielle implantation dans l’endomètre. En 2011, la moitié des centres répartis dans 54 

pays utilisait de faibles concentrations en O2 (5%) pour la culture embryonnaire tandis que 

l’autre moitié des centres n’utilisait l’hypoxie que pendant la culture prolongée ou utilise la 

tension en oxygène atmosphérique de 20%, principalement pour des raisons économiques 

(Christianson et al., 2014; De Munck et al., 2019). Or, la culture hypoxique semble bénéfique 

au développement embryonnaire et aux résultats en FIV, en comparaison à une culture en 

tension atmosphérique (20% d’O2) car elle mime les conditions in vivo (Nastri et al., 2016).   
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Figure 9 Représentation schématique des facteurs de stress internes dans les 

laboratoires de FIV. 
Les facteurs chimiques (en rouge) et physiques (en bleu) qui affectent le développement des 
embryons cultivés in vitro (à partir de (Gardner et al., 2013) 
FIV : fécondation in vitro 

C. Stratégie de transfert embryonnaire

1. Le jour de transfert : principalement J3 et J5

Le transfert embryonnaire, frais ou congelé, a lieu en général au stade clivé, après 2 ou 3 jours 

de culture, ou au stade blastocyste, à J5/J6 après culture prolongée. Le choix de l’embryon à 

transférer est principalement basé sur sa cinétique de développement et son aspect 

morphologique (ESHRE Guideline Group on Good Practice in IVF Labs et al., 2016). La 

décision du nombre d’embryons à transférer sera basée sur la qualité embryonnaire et leur stade 

de développement ainsi que sur l’âge de la femme et le souhait du couple (ESHRE Guideline 

Group on Good Practice in IVF Labs et al., 2016). A l’heure actuelle, le transfert d’embryon 

unique est privilégié afin d’éviter les grossesses multiples (ESHRE Guideline Group on Good 

Practice in IVF Labs et al., 2016). 
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2. Transfert frais

Le transfert est le dernier acte médical de la tentative et il consiste à déposer le ou les 

embryon(s) dans la cavité utérine de la patiente, pour laquelle un soutien de la phase lutéale 

aura préalablement été réalisé par la progestérone, à l’aide d’un cathéter par guidage 

échographique.  

3. Transfert d’embryon(s) congelé(s)

Il existe deux approches de cryopréservation possibles : la congélation lente et la vitrification. 

Depuis son autorisation en France en 2011, la vitrification est la technique la plus utilisée car 

elle augmente le taux de survie embryonnaire comparé à la congélation lente (Nagy et al., 

2020). Les embryons sont généralement congelés au stade clivé ou au stade de blastocyste 

(Nagy et al., 2020).  

Les embryons cryoconservés seront décongelés, puis transférés lors d’un cycle ultérieur. En 

routine, trois options sont utilisées pour préparer l’endomètre à un TEC : un cycle naturel, un 

cycle stimulé ou un cycle artificiel avec l’utilisation d’hormones exogènes (Bourdon et al., 

2021) (Figure 10).  

L’efficacité du programme de congélation/décongélation embryonnaire est un critère important 

pour favoriser la politique de transfert d’embryon unique, réduisant ainsi les risques de 

grossesses multiples et les complications obstétriques et périnatales associées (Bourdon et al., 

2021; Sazonova et al., 2013). Le TEC est de plus en plus utilisé en France, avec 37.2% des 

enfants nés en 2019 contre 34.6% en 2018 et 16% en 2013 (Rapport ABM). La politique de 

transfert d’embryon unique est également en augmentation en France avec 60.6% des transferts 

en FIV/ICSI en 2019 contre 55.1% en 2018 et seulement 46.3% en 2016 (Rapport ABM). La 

stratégie mono embryonnaire concerne également 80.2% des TEC réalisés en France en 2019 

(Rapport ABM). En France, les taux d’implantation obtenus en TEC sont similaires à ceux 

obtenus après transfert d’embryon frais suite à une FIVc ou une ICSI (22.4%, 22.4% et 22.6%, 

respectivement ; Rapport ABM).  

Les embryons surnuméraires ne faisant plus l’objet d’un projet parental pourront être donnés à 

la recherche, détruits ou donnés à un autre couple selon le souhait des patients (ESHRE 

Guideline Group on Good Practice in IVF Labs et al., 2016). 
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Figure 10 synchronisation du stade embryonnaire avec la préparation endométriale. 

Un embryon vitrifié au jour 3 pourra être transféré après 3 jour de progestérone pendant un 
cycle hormonal substitué, 4 jours après le pic de LH dans un cycle naturel ou 5 jours après le 
déclenchement de l’ovulation dans un cycle naturel modifié. De même, un blastocyste vitrifié 
au jour 5 devra être transférer après 5 jours de progestérone lors d’un cycle hormonal 
substitué, à LH+6 lors d’un cycle naturel ou 7 jours après le déclenchement de l’ovulation 
dans un cycle naturel modifié. (D’après Mumusoglu et al., 2021). 
OR : récupération ovocytaire ; P : progestérone ; hCG : gonadotrophine chorionique humaine 
; LH : hormone lutéinisante 

III. Les résultats en AMP

A. Les issues de tentatives en AMP

A travers le monde, plus de 7 millions d’enfants ont été conçus par AMP (Berntsen et al., 2019). 

Les naissances par AMP concernent désormais 2 à 6% des naissances européennes (Berntsen 

et al., 2019). Des définitions des différentes issues d’une tentative ont été proposées dans un 

glossaire international dans le but de standardiser la collection des données en AMP (Zegers-

Hochschild et al., 2009) :  

- en cas de dosage négatif de βhCG, on parle d’échec d’implantation. A la suite de trois

transferts d’un ou plusieurs embryon(s) de bonne qualité sans l’obtention d’une grossesse, la 

patiente est considérée comme ayant des échecs d’implantation à répétition (ou RIF pour 



33 

Repeated Implantation Failure) (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE 

Special Interest Group of Embryology, 2011; Zegers-Hochschild et al., 2009). 

- la grossesse biochimique est une grossesse diagnostiquée uniquement par un premier dosage

de βhCG positif dans les urines ou le sang qui ne se développe pas en grossesse clinique 

(Zegers-Hochschild et al., 2009).  

- La grossesse clinique est diagnostiquée par échographie grâce à la présence d’un ou plusieurs

sac(s) gestationnel(s) avec détection des battements cardiaques (Zegers-Hochschild et al., 

2009).  

- la fausse couche est la perte spontanée d’une grossesse clinique qui se produit avant 20

semaines de grossesse ou la perte d’un embryon/fœtus de moins de 400g (Zegers-Hochschild 

et al., 2009).  

-la naissance vivante est définie par l’expulsion ou l’extraction complète d’un enfant qui

respire ou montre un autre signe de vie tel que le battement cardiaque, les pulsations du cordon 

ombilical ou des mouvements musculaires volontaires, quelle que soit la durée de la grossesse. 

B. Résultats en France

En 2015, l’activité d’AMP française représentait 11% de l’activité européenne, se classant ainsi 

en quatrième position derrière l’Espagne, la Russie et l’Allemagne (De Geyter et al., 2020). En 

France, les enfants nés vivants, conçus après une AMP réalisée en 2019, représentaient 3.6% 

des enfants nés de la population générale (Rapport ABM).  

Une augmentation progressive des taux d’implantation embryonnaire par transfert a été 

observée ces dernières années pour la majorité des techniques (en FIV/ICSI, 22.4% en 2019 

contre 20.7% en 2016 ; Rapport ABM). L’amélioration progressive des résultats en FIV 

pourrait être liée à la hausse des transferts d’embryons obtenus après culture prolongée 

remplaçant les transferts d’embryons clivés.   
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Chapitre 3 : Embryon-endomètre : un dialogue difficile 

I. Facteurs impactant les résultats

A. Facteurs impactant la fertilité féminine

Les femmes naissent avec un nombre défini de 1 à 2 millions d’ovocytes contenus au sein de 

follicules primordiaux. Cette réserve diminue progressivement pour atteindre 300 à 500 000 

follicules primordiaux à la puberté, 25 000 à 37 ans et enfin 1 000 follicules primordiaux 

environ à la ménopause (Fritz and Jindal, 2018). Parallèlement à ce déclin quantitatif, on 

observe une diminution de la qualité ovocytaire avec l’âge principalement due à une 

augmentation de l’aneuploïdie des ovocytes (Fritz and Jindal, 2018). En effet, le taux 

d’aneuploïdie concerne environ 50% des ovocytes avant 30 ans (Escudero et al., 2016)  pour 

atteindre 90% à 43-45 ans (Escudero et al., 2016; Franasiak et al., 2014; Sauer, 2015).  De 

même, les scores morphocinétiques embryonnaires sont impactés par l’âge maternel. Par 

exemple, Cimadomo et al. (2019) rapportent 17% de blastocystes de mauvaise qualité chez les 

patientes de moins de 35 ans alors que ce taux augmente à 32% chez les patientes de plus de 42 

ans (Cimadomo et al., 2019). Or, l’altération des scores morphocinétiques avec l’âge est 

corrélée à une diminution des taux d’implantation et de naissance (52% vs 17,1%, p<0.01 ; 

44,8% vs 10,9%, p<0.01, respectivement) (Cimadomo et al., 2019). En AMP, la prise en charge 

des patientes âgées est donc difficile à cause de la faible quantité et qualité des ovocytes et des 

embryons correspondants (Sauer, 2015). 

Le tabac, l’alcool ou le métabolisme de la patiente peuvent également impacter le potentiel 

reproducteur. Par exemple, un IMC trop faible (<18.5kg/m2) ou trop élevé (>25 kg/m2) peut 

altérer le potentiel reproducteur et réduire la fertilité, notamment par une dérégulation du cycle 

menstruel menant à une anovulation (Imterat et al., 2019).  De plus, l’obésité est corrélée au 

SOPK qui impacte négativement la fertilité (Imterat et al., 2019). Une étude de Pinborg et al. 

(2011) a montré une association linéaire négative entre l’IMC et le nombre d’ovocytes récoltés 

en protocole de FIV, ainsi qu’un nombre d’embryons disponibles plus faible pour les patientes 

en sous- et en surpoids (Imterat et al., 2019; Pinborg et al., 2011). Les taux de grossesse en 

AMP ont été rapportés de 10% plus faibles pour les patientes avec un IMC élevé (>30kg/m2) 

comparé à des patientes de poids normal (18.5-24.9 kg/m2) (Pinborg et al., 2011). 
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B. Facteurs impactant le potentiel implantatoire embryonnaire

Malgré les nombreux progrès dans le domaine de l’AMP, l’implantation embryonnaire reste un 

facteur limitant en FIV. En effet le potentiel implantatoire d’un embryon transféré est d’environ 

15 à 20% (Bashiri et al., 2018). Seules 50 à 60% des conceptions se poursuivent au-delà de la 

20e semaine de gestation (Zhang et al., 2013). Plusieurs solutions ont été proposées par les 

centres d’AMP pour améliorer ces taux.  

Premièrement, le transfert tardif au stade de blastocystes (J5/J6) permet une meilleure sélection 

de l’embryon au sein de la cohorte par rapport au transfert d’embryon au stade clivé (J2/J3), 

ainsi qu’une meilleure synchronisation de l’endomètre avec le développement embryonnaire 

(Gardner and Balaban, 2016; Maheshwari et al., 2016). Cette stratégie est associée à une 

augmentation du taux d’implantation et favorise la politique de transfert d’embryon unique, 

diminuant ainsi les taux de grossesses multiples, leurs complications et les coûts associés. En 

effet, une méta-analyse incluant 27 études a montré que les taux de grossesse clinique et de 

naissance vivante suivants un transfert frais étaient augmentés lors d’un transfert de blastocyste 

comparé au transfert d’embryon clivé (Glujovsky et al., 2016). Cependant, le transfert de 

blastocyste pourrait être associé à des risques pour certains auteurs à cause d’un 

microenvironnement in vitro de qualité inférieure à la conception in vivo conduisant à un échec 

de blastulation pour certains embryons qui auraient pu s’implanter dans la muqueuse utérine 

s’ils avaient été transférés au stade clivé (Maheshwari et al., 2016; Martins et al., 2017). Cela 

reste une hypothèse qui n’a pas été démontrée à ce jour. Une méta-analyse récente comparant 

le transfert d’embryons clivés (J2/3) au transfert de blastocyste (J5/6) n’a pas retrouvé de 

supériorité pour le transfert de blastocyste en terme de grossesse clinique, naissance vivante, 

fausse couche et taux de grossesse cumulés (Martins et al., 2017).   

D’autre part, l’évaluation de la qualité dans le choix du blastocyste à transférer est prédictive 

de la survenue d’une grossesse (Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special 

Interest Group of Embryology, 2011). En effet, une étude prospective multicentrique incluant 

618 cycles d’ICSI avec un transfert de blastocyste unique à J5, a montré une corrélation 

significative entre l’obtention d’une naissance vivante et le stade du blastocyste (Van den 

Abbeel et al., 2013). Seuls 2% des transferts d’un jeune blastocyste de stade 1 (B1) sont 

associées à une naissance vivante. Ce taux augmente progressivement à 3% pour un transfert 

au stade B2, puis 9% pour un B3 et enfin 52% avec un transfert de blastocyste de stade B4, 

respectivement. Le taux de naissance vivante diminue ensuite à 35% avec un blastocyste de 
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stade 5 (Van den Abbeel et al., 2013). De plus, la qualité du trophectoderme semble être un 

facteur prédictif plus important que la qualité de la MCI dans la survenue d’une naissance 

vivante (Storr et al., 2019). 

Cependant, la culture prolongée jusqu’au stade blastocyste ne garantit pas pour autant la 

sélection d’un embryon euploïde (Gardner and Balaban, 2016; Maheshwari et al., 2016). Alors 

que les patientes de moins de 35 ans obtiennent seulement 32% de blastocystes aneuploides, le 

taux d’aneuploidie augmentent à presque 45% entre 35 et 40 ans puis à environ 80% passé 40 

ans (Harton et al., 2013). Les transferts de blastocystes euploïdes entraînent des taux 

d’implantation supérieurs à 50% (Dahdouh et al., 2015). A l’inverse, l’aneuploïdie 

embryonnaire est associée à une diminution des taux d’implantation et de naissances vivantes 

ainsi qu’à une augmentation des risques de fausse-couche, indépendamment de l’âge maternel 

(Harton et al., 2013).   

II. Optimiser la synchronisation embryo-maternelle

A. Physiologie : synchronisation entre le blastocyste en développement et
l’endomètre réceptif 

L’implantation requiert une interaction entre le blastocyste et l’endomètre pendant la fenêtre 

implantatoire (Diedrich et al., 2007). Le succès de l’implantation embryonnaire dépend de trois 

facteurs : un embryon viable, un endomètre réceptif et un dialogue synchronisé entre les deux 

entités.  

1. Développement du blastocyste

La fécondation de l’ovocyte mature par un spermatozoïde fécondant, suite à sa capacitation et 

réaction acrosomique, a lieu dans la trompe utérine une dizaine d’heures après son expulsion 

de l’ovaire (Figure 11). La fusion des deux gamètes déclenche la formation du zygote par 

l’induction de la fin de la méiose entraînant l’expulsion du second globule polaire, suivie de la 

formation des PN (Figure 6). Le zygote commence alors ses divisions cellulaires mitotiques. 

Parallèlement, il entame sa migration dans la trompe de Fallope vers la cavité utérine (Figure 

11). L’embryon forme des blastomères puis se compacte après 4 jours de développement pour 

devenir une morula, toujours enfermée dans la zone pellucide qui entourait initialement 

l’ovocyte. A ce stade, il entre dans la cavité utérine pour terminer son développement (Diedrich 

et al., 2007) (Figure 11). Une cavité blastocœlique se creuse à l’intérieur de l’embryon après 5 

ou 6 jours de développement. L’embryon, alors devenu un blastocyste, est composé d’une MCI, 
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qui deviendra le futur fœtus en cas d’implantation, et du trophectoderme, qui deviendra le 

placenta (Zhang et al., 2013) (Figure 8).  

Figure 11 Progression de l’embryon préimplantatoire humain en développement depuis 

sa fécondation dans la trompe de Fallope à la cavité utérine. 

2. Apposition

Le blastocyste éclos de la zone pellucide par une succession de contractions et d’expansions 

(également appelé hatching). Une fois libre, la MCI se positionne face à l’endomètre (Diedrich 

et al., 2007) (Figure 12). Dès l’apposition, l’épithélium trophectodermal se différencie en deux 

feuillets distincts : le cytotrophoblaste et le syncytiotrophoblaste.  

3. Adhésion

Les premiers contacts d’ancrage sont mis en place par les cellules épithéliales endométriales. 

Des complexes jonctionnels se forment entre les membranes apicolatérales des cellules 

épithéliales endométriales et le trophectoderme embryonnaire par fusion de leurs desmosomes 

(Figure 12) (Buck et al., 2015). Des signaux locaux paracrines sont produits entre l’embryon 

et l’épithélium. A la suite de cette seconde étape, l’adhésion entre les deux entités est solide.  
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Figure 12 Les 3 étapes de l’implantation embryonnaire : apposition, adhésion et 

invasion. L’apposition comprend l’éclosion du blastocyste et son orientation face à 
l’endomètre, où les cellules épithéliales sont jointes par des desmosomes. L’adhésion 
correspond au premier contact entre les cellules du trophectoderme embryonnaire et les 
cellules épithéliales endométriales. Enfin, l’invasion est permise par le blastocyste qui 
dégrade la MEC pour établir un contact avec les cellules stromales et le réseau vasculaire 
maternel.  
MCI : masse cellulaire interne ; TE : trophectoderme ; MEC : matrice extracellulaire 

4. Invasion

Enfin, les cellules du TE déplacent les cellules épithéliales maternelles et traversent la lame 

basale pour atteindre les cellules stromales maternelles (Diedrich et al., 2007). Le blastocyste 

s’enfouit dans la muqueuse et dégrade la Matrice ExtraCellulaire (MEC) afin d’établir un 

contact avec le réseau vasculaire maternel (Figure 12 et figure 13). 

Le cytotrophoblaste consiste en une couche interne de cellules, qui est le siège d’une activité 

mitotique intense. Les cellules externes du cytotrophoblaste fusionnent pour alimenter le 

syncytiotrophoblaste (Figure 13). Ce dernier est pourvu de capacités enzymatiques lytiques et 

sécrètent des facteurs, notamment des métalloprotéinase matricielles (MMP), induisant 

l’apoptose des cellules épithéliales de la muqueuse utérine, lui permettant de traverser la lame 

basale et de pénétrer dans le stroma. Le syncytiotrophoblaste se développe rapidement et 
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entoure complètement l’embryon lorsque la pénétration est complète. Au 10ème jour après la 

fécondation, le syncytiotrophoblaste synthétise l’hCG. C’est un facteur primordial pour 

l’établissement et le maintien de la grossesse, ce qui lui confère le rôle de biomarqueur de la 

grossesse (Makrigiannakis et al., 2017). 

Figure 13 Invasion de l’endomètre par le blastocyste et différenciation des cellules du 

trophectoderme et de la masse cellulaire interne. Les cellules du trophectoderme 
deviennent du cytotrophoblaste et du syncytiotrophoblaste. Les cellules de la Masse 
Cellulaire Interne se différencient en épiblaste et hypoblaste qui deviendront le fœtus par la 
suite (d’après embryology.ch). 

B. Nouveaux outils d’évaluation de la réceptivité endométriale

1. Décidualisation et Fenêtre implantatoire

Depuis la puberté jusqu’à la ménopause, l’endomètre subit des modifications mensuelles 

cycliques dans le but de se préparer à initier une grossesse. Cette muqueuse, superposée sur le 

myomètre utérin, est unique par sa capacité à se régénérer et à se différencier de façon cyclique 

(Diedrich et al., 2007; Owusu-Akyaw et al., 2019). Elle est composée d’une couche 

fonctionnelle, la plus superficielle, et d’une basale, mince et adjacente au myomètre (Figure 

14) (Diedrich et al., 2007; Owusu-Akyaw et al., 2019).
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Figure 14 Le cycle menstruel endométrial. 

L’endomètre, superposé au myomètre, est composé d’une couche basale et d’une couche fonctionnelle. La couche 
fonctionnelle est constituée d’un épithélium, d’une lame basale et d’un stroma conjonctif. L’endomètre est modifié 
cycliquement sous l’influence des hormones sexuelle. La première phase, dite proliférative, comprend les menstruations 
et une phase de prolifération des cellules endométriale sous le contrôle majoritaire des œstrogènes. Elle est suivie par 
l’ovulation déclenchée par un pic de LH. Enfin, la phase sécrétoire, régie par la progestérone sécrétée par le corps jaune, 
favorise la différenciation des cellules endométriale et la sécrétion de mucus par les glandes endométriales, en vue d’une 
éventuelle implantation embryonnaire. La fenêtre implantatoire s’ouvre au milieu de la phase sécrétoire. 
LH : hormone lutéinisante ; E2 : oestrogènes ; P4 : progestérone 



41 

La couche fonctionnelle de l’endomètre est constituée d’un épithélium luminal et glandulaire 

reposant sur une lame basale et d’un épais stroma de tissu conjonctif (Figure 14). Le stroma est 

composé de la MEC, de cellules fibroblastiques stromales, de vaisseaux sanguins et de cellules 

immunocompétentes : macrophage, leucocytes, lymphocytes naturels tueurs utérins (uterine 

natural killer ou uNK) et autres lymphocytes (Figure 15) (Wang et al., 2021).  

Le cycle endométrial est composé de 2 phases sous l’influence des hormones stéroïdiennes 

ovariennes :  

- La phase proliférative débute par une phase menstruelle, survenant en l’absence

d’implantation au cycle précédent. Par convention, le jour 1 (J1) du cycle menstruel est défini 

par le premier jour des menstruations. Les menstruations sont définies par un écoulement 

périodique de sang et de tissu muqueux, constitué de l’endomètre décidualisé superficiel, 

déclenchées par une chute du taux de progestérone circulant (Figure 14) (Garry et al., 2009; 

Gellersen and Brosens, 2014). A la suite des menstruations, l’épithélium luminal se reconstruit 

à partir de la lame basale (Diedrich et al., 2007; Owusu-Akyaw et al., 2019), les glandes 

stromales deviennent rectilignes et étroites et le stroma s’épaissit et se vascularise. La 

prolifération des cellules épithéliales et stromales de l’endomètre est stimulée par l’oestradiol 

sécrété par les follicules ovariens en croissance (Owusu-Akyaw et al., 2019). (Figure 14).  

- La phase sécrétoire, à la suite de l’ovulation est majoritairement contrôlée par la

progestérone, sécrétée par le corps jaune, qui permet d’inhiber la croissance induite par les 

oestrogènes et de favoriser la différenciation cellulaire (Figure 14). Pendant cette seconde 

période, l’endomètre se différencie en préparation de l’implantation embryonnaire. Les glandes 

deviennent tortueuses, se dilatent et s’élargissent. Elles développent leur activité sécrétoire et 

produisent une sécrétion épaisse, abondante et riche en glycogène et glycoprotéines, appelé 

mucus. Les artères et vaisseaux sanguins parallèles aux glandes endométriales s’allongent et 

augmentent de diamètre, elles envahissent les couches superficielles et deviennent fortement 

spiralées (Chen et al., 2017).  

La fenêtre implantatoire, au milieu de la phase sécrétoire, correspond au moment où l’embryon 

peut s’implanter dans la muqueuse utérine afin de continuer son développement (Figure 14). 

Pour cela, le compartiment stromal endométrial doit subir des modifications morphologiques 

et biochimiques, indépendamment de la présence d’un embryon (Figure 15) (Gellersen and 

Brosens, 2014).  
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Figure 15 Modification endométriales pendant la fenêtre implantatoire. 

Avant la fenêtre implantatoire, l’endomètre empêche l’adhésion de l’embryon grâce aux cellules de l’épithélium 
luminal polarisées et interconnectées (jonctions adhérentes et jonctions serrées), recouvertes par le glycocalyx et par 
des molécules anti-adhésives (1). Puis, l’épithélium glandulaire devient sécrétoire (2), les cellules uNK prolifèrent et 
les macrophages pénètrent l’endomètre (3). L’épithélium luminal subit ensuite des  modifications, on parle de 
transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) (4) le glycocalyx et les facteurs de surface modifiés entrainant la perte 
de polarité, puis apparition des pinopodes en surface. (5). Enfin, la décidualisation est initiée par la progestérone dans 
les cellules stromales adjacentes aux vaisseaux sanguins : elles deviennent sécrétoires et arrondies (6). 
(Evans et et.,2016)  uNK : natural killer utérin 
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Le processus de décidualisation est sous le contrôle majoritaire de la progestérone sécrétée par 

le corps jaune. Elle est définie par la différenciation des cellules du stroma en cellules 

déciduales (Figure 15). Alors que les cellules stromales endométriales ont une apparence 

fibroblastique présentant un réticulum endoplasmique bien développé et un appareil de Golgi, 

un petit cytoplasme et un noyau allongé et dentelé ; les cellules déciduales ont des noyaux 

arrondis, une augmentation des nucléoles, une dilatation du réticulum endoplasmique et du 

Golgi et enfin une accumulation de gouttelettes de glycogène et de lipides dans leur cytoplasme 

en expansion (Gellersen and Brosens, 2014). 

Les cellules déciduales sécrètent alors des facteurs de croissance, cytokines et protéases, des 

régulateurs de la réponse immunologique, de la vascularisation et de la régulation de 

l’implantation embryonnaire. La décidua ainsi créée est une matrice extracellulaire dense qui 

forme une barrière physique et régule l’invasion trophoblastique. Elle favorise l’attachement de 

l’embryon (Figure 15) (Evans et al., 2016).    

Ainsi décidualisé, l’endomètre devient réceptif, c’est-à-dire prêt à l’implantation embryonnaire, 

environ 7 à 10 jours après la décharge de LH. Cette fenêtre implantatoire (Figure 14) est courte 

puisqu’elle dure environ 48 heures (Haouzi et al., 2021). En dehors de cette fenêtre, l’endomètre 

est réfractaire à l’implantation embryonnaire.  

2. Evaluation de la réceptivité en AMP (Baron et al., 2021)

L’exploration de la réceptivité endométriale pourrait-elle permettre d’améliorer la 

synchronisation entre l’embryon en développement et l’endomètre en pratique clinique ? Ma 

revue intitulée “la réceptivité endométriale en AMP : une piste à ne pas oublier devant un échec 

d’implantation” vise à faire un état des lieux des différentes approches disponibles en pratique 

clinique et en recherche pour évaluer la réceptivité endométriale chez les patientes prises en 

charge en AMP. 
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A ce jour, la survenue, la durée et les mécanismes moléculaires associés à la fenêtre 

implantatoire sont peu connus. Théoriquement, cette fenêtre s’ouvre et se ferme au milieu de la 

phase lutéale pour une durée de 24 à 48 heures (Haouzi et al., 2021) et plusieurs marqueurs de 

l’endomètre réceptif ont déjà été proposés (Baron et al., 2021). Cependant, le moment de 

l’ouverture de cette fenêtre et sa durée varie entre les femmes (Galliano et al., 2015; Haouzi et 

al., 2021). Une étude a montré que 26 (Ruiz-Alonso et al., 2013) à 80% (Haouzi et al., 2021) 

des patientes présentant des échecs d’implantation répétés et 20% de la population générale 

avaient une fenêtre implantatoire avancée ou retardée. Un décalage de la réceptivité 

endométriale est estimée responsable d’un tiers des échecs d’implantation (Altmäe et al., 2017; 

Gómez et al., 2015). Ces données soulignent l’intérêt de réaliser un transfert embryonnaire 

personnalisé afin d’augmenter les taux de succès en FIV.  

L’efficacité clinique des techniques actuelles permettant d’évaluer la réceptivité endométriale 

est limitée (voir revue Baron et al., pages 44 à 52). De nouvelles approches innovantes ont été 

proposées telles que les techniques OMICS, c’est-à-dire l’analyse globale des composants d’un 

organismes (protéomique, génomique, transcriptomique, etc.). Plusieurs études 

transcriptomiques de l’endomètre humain ont permis de mettre en évidence des centaines de 

gènes sur- et sous-exprimés pendant la fenêtre implantatoire. Notamment, le profil 

transcriptomique de tissus endométriaux humains prélevés au milieu de la phase sécrétoire a 

été comparé au profil transcriptomique de tissus endométriaux prélevés en phase proliférative 

(Altmäe et al., 2012; Borthwick et al., 2003; Kao et al., 2002) ou en début de phase sécrétoire 

(Carson et al., 2002; Díaz-Gimeno et al., 2011; Haouzi et al., 2009; Hu et al., 2014; Mirkin et 

al., 2005; Riesewijk et al., 2003; Talbi et al., 2006) (voir tableaux 2A et 2B, Baron et al., page 

47). Parmi ces études, notre équipe de recherche a publié en 2009 la comparaison des profils 

transcriptomiques de tissus endométriaux prélevés chez des patientes au moment de la phase 

sécrétoire précoce (LH+2) et de la fenêtre implantatoire théorique (LH+7) lors d’un même cycle 

naturel. Cette analyse a permis de mettre en évidence une signature de 1012 transcrits, dont 

94% sont sur-exprimés et 6% sont sous-exprimés pendant la fenêtre implantatoire (Haouzi et 

al., 2009). Grâce à cette signature, les 11 transcrits les plus différentiellement sur-exprimés ont 

été validés comme biomarqueurs de la fenêtre implantatoire et sélectionnés comme critères 

diagnostiques d’un test innovant d'évaluation de la réceptivité endométriale, appelé le Win-

test® (Baron et al., 2021; Haouzi et al., 2021). L’endomètre est alors qualifié de “réceptif” si 

l’expression moyenne des 11 gènes est supérieure à 70%, “partiellement réceptif” entre 50 et 

70% et “non réceptif” si l’expression est inférieure à 50% du contrôle positif, dont l’expression 
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moyenne a été évaluée à 100% (Haouzi et al., 2021). L’identification de la fenêtre implantatoire 

permet de transférer l’embryon au moment optimal et d’obtenir ainsi une synchronisation entre 

l’embryon en développement et l’endomètre réceptif lors s’un cycle d’embryon 

congelé/décongelé ultérieur. Grâce au recours à ce transfert personnalisé, le Win-test s’est 

révélé bénéfique avec une augmentation significative des taux d’implantation, de grossesse et 

de naissances vivantes (Haouzi et al., 2021).  

Ces dernières années, l’intérêt pour les microARN ou miRNA en tant que nouveaux 

biomarqueurs de pronostic et d’outils diagnostiques, voire thérapeutique, a largement avancé, 

notamment dans l’infertilité féminine (Bahmyari et al., 2021).  

Les miRNA sont des petits ARN non codants, d’une longueur de 19 à 25 nucléotides. A ce jour, 

plus de 2600 miRNA matures humains, susceptibles de réguler l’expression de plus de 60% des 

gènes codants, ont été identifiés (Friedman et al., 2009; Plotnikova et al., 2019). Les miRNA 

dérivent de long transcrits, synthétisés dans le noyau cellulaire. Ils subissent des modifications 

puis sont exportés sous forme de pré-miRNA dans le cytoplasme par la protéine exportin 5 (Van 

der Hauwaert et al., 2015). Le brin de miRNA mature se lie alors de façon complémentaire à 

l’ARN messager (mRNA) cible pour former un complexe appelé RISC. Ce complexe joue un 

rôle de régulateur selon deux mécanismes complémentaires, soit par inhibition de la traduction 

des mRNA soit par l’induction de leur dégradation (Figure 16). Ainsi, les miRNA régulent le 

taux de protéines produites par le mRNA cible. Malgré leur synthèse intracellulaire, ils peuvent 

être exportés et se retrouver dans les fluides biologiques tels que le sérum, le plasma, le sperme 

ou encore les urines (Turchinovich et al., 2013). Dans ce cas, ils sont protégés de la dégradation 

par leur liaison à des protéines nommées Argonaute (Ago1 et Ago 2), les rendant stables dans 

les fluides biologiques.  L’identification de miRNA associés à la fenêtre implantatoire pourrait 

donc aboutir, à long terme à un test sanguin non invasif chez les patientes prises en charge en 

FIV.  
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Figure 16 Mécanisme de synthèse des miRNA. 

La première étape est nucléaire et permet la transcription du pri-miRNA, transformé en pré-
miRNA par un complexe formé de DGCR8 et Drosha. Ce pré-miRNA est transporté dans le 
cytoplasme cellulaire par l’exportin 5 (EXP5) où il devient un miRNA mature grâce à un 
complexe formé de TRBP et DICER. Finalement, le miRNA forme un complexe RISC 
(RNA-induced silencing complex) multiprotéique grâce auquel il pourra jouer son rôle 
régulateur sur un mRNA cible en inhibant sa traduction ou en activant sa dégradation. 
(D’après  (Van der Hauwaert et al., 2015)) miARN/miRNA : micro Acides Ribonucléiques 
; mRNA : Acides Ribonucléiques messagers ; RNA pol II : ARN polymérase 2 
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C. Amélioration de la compétence embryonnaire

Les mécanismes d’acquisition de la compétence embryonnaire sont encore largement 

méconnus et  son évaluation repose à ce jour essentiellement sur des critères morphologiques 

(Dahdouh et al., 2015; Groff et al., 2019). Les conditions de culture embryonnaire en 

laboratoire semblent participer activement à l’acquisition de la compétence embryonnaire. 

Récemment, plusieurs publications ont rapporté un effet positif d’une concentration 

séquentielle en oxygène mimant les conditions physiologiques pendant la culture in vitro pré-

implantatoire en FIV. Physiologiquement, l’embryon produit son énergie via la synthèse d’ATP 

(Adénosine Triphosphate) à partir de pyruvate, lactate et acides aminés par phosphorylation 

oxydative principalement au début de son développement, puis à partir du glucose après la 

compaction (Houghton and Leese, 2004). Les premiers stades de développement embryonnaire 

se déroulent à 5% d’O2 dans la trompe puis à 2% d’O2 dans la cavité utérine chez l’humain (Ng 

et al., 2018; Wale and Gardner, 2016). Ainsi, le passage de la phosphorylation oxydative à la 

glycolyse coïncide avec la diminution de la tension en O2 de la trompe à l’utérus lors du 

développement embryonnaire (De Munck et al., 2019; Morin, 2017).   

Historiquement, la culture embryonnaire en hypoxie (5% d’O2) s’est récemment révélée 

bénéfique pour le développement embryonnaire humain et les résultats de la FIV en 

comparaison aux conditions de culture sous concentrations d’O2 atmosphérique (20% d’O2) 

(Nastri et al., 2016). L’hypothèse principale serait qu’une culture embryonnaire sous 20% d’O2 

entrainerait une augmentation du stress oxydatif, altèrerait le transcriptome et le protéome 

embryonnaires, et impacterait le métabolisme et l’épigénome de l’embryon ; compromettant 

ainsi sa qualité et sa viabilité (Gardner and Balaban, 2016; Wale and Gardner, 2016). Durant 

les vingt dernières années, plusieurs études ont rapporté l’intérêt d’une culture en hypoxie pour 

les embryons de mammifères (Nastri et al., 2016).   

Récemment, trois études ont comparé l’impact de la culture monophasique à faible 

concentration en oxygène (5% d’O2) avec une culture biphasique (5% d’O2 de J0 à J3 puis 2% 

d’O2 de J3 à J5/J6) sur le taux de blastulation des embryons humains en FIV (De Munck et al., 

2019; Kaser et al., 2018; Morin, 2017) (Figure 17 et tableau 3). Deux études ont observé une 

augmentation significative des taux de blastulation lors d’une culture embryonnaire dynamique 

(5-2%) (Kaser et al., 2018; Morin, 2017) alors que la troisième étude n’a pas montré d’effet 

positif de la culture séquentielle sur les taux de blastulation mais sur la qualité des blastocystes 

obtenus, notamment sur l’expansion du tropectoderme (De Munck et al., 2019) (Figure 17). 

Une seule de ces trois études a comparé les taux de grossesse entre les deux stratégies de culture, 
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rapportant des taux de grossesse cliniques et de naissances légèrement supérieurs pour les 

patientes dont le(s) embryon(s) transféré(s) avait été cultivé en stratégie séquentielle (5-2% 

d’O2), tout en soulignant que ces données étaient uniquement descriptives (De Munck et al., 

2019) (Tableau 3).  

Figure 17 Design et principaux résultats des études comparant la culture monophasique 

(5%) à la culture séquentielle (5-2%) en oxygène pendant la culture embryonnaire 

prolongée.  
Lorsque la culture séquentielle à 5 puis 2% d’oxygène est bénéfique (en vert), la culture 
séquentielle était significativement supérieure à la culture monophasique pour le résultat 
spécifié. Lorsque la culture séquentielle n’est pas bénéfique (en rouge), les 2 stratégies de 
culture sont statistiquement similaires pour le résultat spécifié. Aucune des trois études n’a 
montré une supériorité de la stratégie monophasique comparée à la stratégie séquentielle pour 
les résultats présentés. J : jour ; O2 : oxygène 
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Tableau 3 Récapitulatif sommaire des études comparant les stratégies monophasique (5%) et 

séquentielle (5-2%) d’oxygène pendant la culture prolongée d’embryons humains. 

L’AOR (adjust odd ratio) est une régression ajustée pour la source et l’âge des ovocytes, la technique 
utilisée FIVc ou ICSI, la congélation ou le transfert frais et la proportion d’embryons de bonne qualité 
au jour 3. Il est significatif si supérieur à 2. #, données descriptives. FIV(c) : Fécondation in vitro 
(conventionnelle) ; ICSI : intracytoplasmic sperm injection ; O2 : oxygène ; J : jour 
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Chapitre 1 : Nouveaux biomarqueurs d’évaluation de la réceptivité 
endométriale 

I. Contexte et présentation de la publication 

Depuis la puberté jusqu’à la ménopause, l’endomètre subit des modifications mensuelles 

cycliques dans le but de se préparer à initier une grossesse. Ces dernières années, plusieurs 

marqueurs de la fenêtre implantatoire ont été proposés (Baron et al., 2021) et certaines équipes 

ont proposé de nouvelles approches innovantes permettant d’évaluer le moment de l’ouverture 

de la fenêtre implantatoire. Notre équipe a mis au point un test innovant d’évaluation de la 

réceptivité endométriale, le Win-test (Haouzi et al., 2021). Cependant, ce test nécessite de 

réaliser une biopsie de l’endomètre, ce qui le qualifie de méthode invasive. 

 

L’intérêt se porte de plus en plus sur les miRNA qui peuvent constituer de potentiels 

biomarqueurs de diagnostic, pronostic et parfois même thérapeutique, en fertilité féminine 

(Bahmyari et al., 2021). Nous avons donc exploré le miRNome endométrial. Alors que 

certaines études ont montré que l’expression des miRNA dans les tissus endométriaux variait 

selon les phases du cycle menstruel (Voir Table 1, Drissennek et al., page 62), nous avons choisi 

d’étudier l’expression des miRNA endométriaux associés au statut de la réceptivité 

endométriale obtenu par le Win-test puis d’étudier l’expression des miRNA endométriaux selon 

les résultats de grossesse obtenus après transfert embryonnaire personnalisé suite au Win-test 

(« échec d’implantation » versus « implantation réussie ; « naissance » versus « fausse 

couche »). Nous avons également évalué la faisabilité de la quantification des miRNA dans la 

circulation sanguine, dans le but d’identifier des pistes de recherche sur la mise au point d’un 

test non invasif.  

 

II. Article 1 (Drissennek et al., 2020) 
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Supplementary Figure S1: The Win-Test 

Workflow for the Win-Test gene selection: The 11 genes involved in human endometrial receptivity 

included in the Win-Test were selected by comparing the gene expression profiles of receptive 

(LH+7, n=31) and pre-receptive (LH+2, n=31) endometrium obtained in our previous transcriptomic 

analysis (Hamamah & Haouzi, 2011; Haouzi, Mahmoud, et al., 2009). The Significant Analysis of 

microarrays and t-test (paired sample analysis) were used to select genes with an absolute fold-

change>2 and a false discovery rate <0.05. Then, we performed a meta-analysis of all transcriptomic 

studies comparing the same cycle phases to identify a list of genes exclusive to our study (Haouzi, 

Mahmoud, et al., 2009; see figure below on the Win-Test gene set selection). Concomitantly, class 

prediction applied to microarray experiments was used to identify biomarkers that are putatively 

involved in endometrial receptivity (Haouzi, Mahmoud, et al., 2009). The 11 most upregulated genes 

identified by both approaches were included in the Win-Test. 

Quantification of the Win-Test genes by RT-qPCR: For the Win-Test, 0.5 µg RNA from each 

endometrial sample was used for RT-qPCR analysis according to the manufacturer’s 

recommendations (Applied Biosystems, Villebonsur Yvette, France), as previously described 

(Bisonnette et al., 2016; Haouzi et al., 2014). For qPCR, 2µl of first strand DNA (1:5 dilution) were 

added to a 10 µl reaction mixture containing 0.25 µM of each primer and 5 µl of 2X LightCycler 480 

SYBR Green I Master mix (Roche, Mannheim, Germany). DNA was amplified for 45 cycles with an 

annealing temperature of 63°C using the Light Cycler 480 detection system (Roche). Gene expression 

values were normalized to the expression of three housekeeping genes, hypoxanthine 

phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), and 

phosphoglycerate kinase 1 (PGK1) using the following formula: Etested gene
ΔCt/ Ehousekeeping gene

ΔCt (E 

=10 -1/slope), ΔCt = Ct control – Ct unknown, where E corresponds to the PCR reaction efficiency. The 

E value was obtained using a standard curve that varies in function of the used primers. One receptive 

endometrium sample from a patient in natural cycle (LH+7) was used as positive control and a non-

receptive sample (LH+2) as negative control. Each sample was analysed in duplicate and multiple 

water blanks were included. 

The Win-Test prediction for successful implantation: The Win-Test relevance for assessing the 

endometrium receptivity status was determined in the first 61 patients with RIF (mean ± SD, age: 

37.1 ± 3.6 years) who underwent customized embryo transfer according to the Win-Test results. The 

sensitivity/specificity and the area under receiver operating characteristic (ROC) were computed to 

evaluate the Win-Test relevance for the pregnancy rate (31/61 patients with a positive b-hCG). The 

ROC analysis for pregnancy showed a significant prediction relevance with specificity of 63.3% and 

sensitivity of 71%, respectively (95% confidence interval: 0.51 to 0.76, p = 0.046).  
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Workflow for the Win-Test gene selection 
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Supplementary Figure S2: RT-qPCR analysis of let-7b-5p, let-7c-5p, miR-15b-5p, miR-424-

3p, and miR-320b in serum samples from patients with miscarriage and life birth after 

customized frozen embryo transfer (validation cohort). miR-16-5p was used as housekeeping 

miRNA. Data are the mean ± SEM. 
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Supplementary Table 1: Relative miRNA expression comparison measured by Affymetrix 

miRNA Arrays and RT-qPCR using the LightCycler 480. Fold changes and p-values were 

indicated. In bold, miRNAs significantly validated by RT-qPCR.  
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III. Résumé des résultats 

Notre étude a permis de mettre en évidence une signature endométriale des miRNA associés au 

statut de la réceptivité endométriale, aux échecs d’implantation et aux fausses couches précoces.  

Les biopsies endométriales de 5 patientes diagnostiquées non réceptives par le Win-test et de 

15 patientes réceptives, ont été analysées par puces Affymetrix. Cette étude est la première à 

avoir analysé le miRNome endométrial selon le statut de la réceptivité obtenu par le Win-test et 

non pas selon la phase du cycle menstruel. Les analyses statistiques ont révélé 11 miRNA 

différentiellement exprimés entre les deux groupes dont 2 surexprimés et 9 sous-exprimés dans 

l’endomètre des patientes réceptives. Deux de ces miRNA ont été validés dans une cohorte 

indépendante par RT-qPCR : le miR455-5P et le miR4423-3P.  

Parmi les 15 patientes diagnostiquées réceptives par le Win-test, et après transfert embryonnaire 

personnalisé, 5 ont eu un dosage βhCG positif suivi d’une naissance vivante, 6 ont eu un échec 

d’implantation (dosage βhCG négatif) et 4 une fausse couche précoce (8-12 semaines 

d’aménorrhée). L’analyse du profil d’expression des miRNA le jour de la réceptivité de 

patientes ayant eu un échec d’implantation comparé à celles ayant eu une naissance vivante a 

révélé 261 miRNA différentiellement exprimés, majoritairement (94%) surexprimés en cas 

d’échec d’implantation. Deux de ces miRNA ont été validés dans une cohorte indépendante par 

RT-qPCR : le miR152-3P et le miR155-5P.  

L’analyse des miRNA associés aux fausses couches, a permis l’identification de 76 miRNA 

différentiellement exprimés dont la majorité étaient surexprimés (88%) dans l’endomètre des 

patientes qui ont ultérieurement fait une fausse couche en comparaison à celles dont la grossesse 

a abouti à une naissance vivante. Aucun des miRNA testés par RT-qPCR n’ont pu être validés 

pour l’heure. 

Suite à l’identification de plusieurs miRNAs différentiellement exprimés dans le tissu 

endométrial réceptif associé à une « implantation réussie » en comparaison au tissu endométrial 

réceptif associé à un « échec d’implantation » ultérieur, nous avons souhaité évaluer leur 

expression par RT-qPCR au sein du sérum prélevé le même jour que le tissu endométrial 

réceptif chez nos patientes ayant bénéficié d’un Win-test puis d’un transfert personnalisé. Parmi 

les 7 miRNA testés, ils semblent tous exprimés de façon similaire dans l’ensemble des 

échantillons, bien que certaines tendances soient observées pour le miR424-3P, miR320B, 

miR15B-5P, miR-let7B-5P et miR-let7C-5P  (voir supplementary figure S2, page 76, 
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Drissennek et al., 2020). Une autre stratégie pourrait être testée dans une prochaine étude pour 

analyser l’expression des miRNA dans le sérum (microarray, séquençage).   
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Chapitre 2 : Contribution à la compréhension de la compétence 
embryonnaire 

I. Contexte et présentation de la publication 

Lors de sa culture in vitro en laboratoire, l’embryon est soumis à de nombreux facteurs 

exogènes pouvant générer du stress : la température, le pH, l’oxygène et le milieu de culture 

constituent une liste non exhaustive des éléments pouvant perturber son développement 

précoce. Or, un embryon de bonne qualité est nécessaire à son implantation dans un endomètre 

réceptif. Une des solutions proposées pour améliorer les taux de succès en FIV serait de mimer 

les conditions physiologiques pendant la culture in vitro (« back to nature »).  

La concentration en oxygène est l’une des pistes actuellement étudiée pour améliorer le 

développement embryonnaire précoce humain in vitro. Le laboratoire d’AMP du CHU de 

Montpellier utilisait une concentration monophasique à 5% d’O2 avant 2016, puis est passé à 

une culture séquentielle avec 5% d’O2 de J0 à J3 puis 2% d’O2 de J3 à J5/6 en 2016 afin de 

mimer les conditions physiologiques (Ng et al., 2018).  

Nous avons réalisé une étude rétrospective monocentrique afin d’évaluer l’impact de la stratégie 

biphasique (5-2%) comparée à la stratégie monophasique (5%) sur le développement pré-

implantatoire des embryons et sur les taux cumulés de naissances vivantes en FIV.  

L’objectif principal a été d’évaluer l’impact de la concentration en oxygène sur les taux de 

blastulation totaux et utiles comme critères de jugements principaux. L’objectif secondaire a 

été d’évaluer les taux cumulés de grossesse et de naissances vivantes après transfert frais et 

congelés selon ces deux stratégies de culture. Enfin, une étude transcriptomique sur des 

blastocystes humains donnés à la recherche a permis de mettre en évidence les modifications 

des profils transcriptomiques  embryonnaires selon ces deux stratégies de culture.  

II. Article 2 (Brouillet et al., accepté Scientific Reports) 
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ABSTRACT 

Oxygen (O2) concentration is approximately 5% in the fallopian tube and 2% in the uterus in 

humans. A “back to nature” approach could increase in vitro fertilization (IVF) outcomes. This 

hypothesis was tested in this monocentric observational retrospective study that included 120 

couples who underwent two IVF cycles between 2014 and 2019. Embryos were cultured at 5% 

from day 0 (D0) to D5/6 (monophasic O2 concentration strategy) in the first IVF cycle, and at 

5% O2 from D0 to D3 and 2% O2 from D3 to D5/6 (biphasic O2 concentration strategy) in the 

second IVF cycle. The total and usable blastocyst rates (44.4% vs. 54.8%, p=0.049 and 21.8% 

vs. 32.8%, p=0.002, respectively) and the cumulative live birth rate (17.9% vs. 44.1%, p=0.027) 

were significantly higher with the biphasic (5%-2%) O2 concentration strategy. Whole 

transcriptome analysis of blastocysts donated for research identified 707 RNAs that were 

differentially expressed in function of the O2 strategy (fold-change >2, p-value <0.05). These 

genes are mainly involved in embryo development, DNA repair, embryonic stem cell 

pluripotency, and implantation potential. The biphasic (5%-2%) O2 concentration strategy for 

preimplantation embryo culture could increase the “take home baby rate”, thus improving IVF 

cost-effectiveness and infertility management.  

KEYWORDS 

In vitro fertilization, embryo, oxygen level, blastocysts, live birth rate.  
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INTRODUCTION 

During in vitro fertilization (IVF), many exogenous factors can affect human embryo 

development, such as light, temperature, and chemical compounds [1]. One approach to 

increase IVF outcomes is to improve the in vitro microenvironment by mimicking the in vivo 

conditions, to promote embryo development and increase the implantation potential [1, 2]. This 

“back to nature” approach concerns different parameters (e.g. temperature, pH, culture medium 

composition) [1, 3], including the gas composition inside the incubator during in vitro embryo 

culture [1, 2, 4]. Many studies provided evidence about the key role of oxygen (O2) 

concentration during preimplantation embryo development [2]. In the last 40 years, the majority 

of IVF laboratories worldwide used atmospheric (≈20%) O2 concentration for preimplantation 

embryo culture, mainly to limit the additional costs associated with the use of low O2 

concentrations (e.g. requirement of a nitrogen gas system, specialized incubators, and additional 

quality assurance associated with oxygen sensors) [2, 5, 6]. However, a recent meta-analysis 

confirmed the significant increase in live birth rate when using monophasic 5% O2 compared 

with monophasic 20% O2 [5]. Therefore, a continuous level of 5% O2 is currently used in most 

IVF laboratories for preimplantation human embryo culture [7]. Interestingly, recent data 

suggest that dynamic O2 exposure during in vitro culture might represent a more physiological 

environment, thus potentially improving IVF outcomes [8-12]. In humans, O2 concentration is 

approximately 5% in the fallopian tube from the fertilization stage to the cleaved embryo stage, 

and approximately 2% in the uterus from the morula to the blastocyst stage [8, 13, 14]. Hence, 

implementing a biphasic (5%-2%) O2 concentration strategy in IVF laboratories seems relevant, 

especially because of the increasing use of extended culture up to the blastocyst stage [15]. Few 

studies reported a significant increase of the blastocyst rates in culture with biphasic (5%-2%) 

O2 compared with monophasic (5%) O2 concentration [12, 16], but these results remain 

controversial [10].  Indeed, two studies found that the biphasic strategy led to an increase in the 
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total blastocyst rate [12] and the usable blastocyst rate [16]. Conversely, the third study reported 

similar blastocyst rates with both (monophasic and biphasic) strategies [10]. These discrepant 

results could be partly explained by differences in the women’s age among studies. 

Unfortunately, no information on maternal age was available in these three publications, which 

is a major limitation. Indeed, embryos generated using oocytes from younger women might 

display higher adaption to oxidative damage [17, 18], leading to similar blastulation rates when 

cultured in monophasic and biphasic O2 concentrations. In addition, the three studies used 

different definitions of usable blastulation (“>4CC” [12], “≥1A with no C inner cell mass with 

concurrent C trophectoderm” [16], and “from fully compacted embryos to hatching blastocysts 

with a visible trophectoderm and inner cell mass” [10]), although the 3BB threshold is usually 

considered as the minimal grade for blastocyst usability [19]. Moreover, they used different 

culture media that may include different antioxidants and free radical scavengers (no 

information available [12], “one-step medium Global Total” from CooperSurgical® [16], and 

“sequential medium” from Origio® in [10]). Furthermore, the molecular mechanisms by which 

the biphasic (5%-2%) O2 concentration could improve in vitro embryo development and 

implantation potential are still unknown. 

Hence, the aim of our clinical study was to evaluate the impact of biphasic (5-2%) O2 

concentration on IVF outcomes compared with the monophasic (5%) O2 strategy during in vitro 

preimplantation embryo culture. The primary objective was to evaluate the impact of O2 

concentration on human in vitro embryo development, with total and usable blastocyst rates as 

endpoints. The secondary objective was to characterize the impact of O2 concentration on 

clinical outcomes, with cumulative live birth rates (LBR) as endpoint. In addition, a 

transcriptomic study was performed to investigate the molecular impact of biphasic (5-2%) O2 

culture on human embryo gene expression.  



85 

 

MATERIAL AND METHODS 

Ethics 

The local research ethics committee approved the retrospective collection of clinical and 

biological data required for the clinical study (Institutional Review Board of Montpellier 

University Hospital, N° 2019_IRB-MTP_05-12). All patients included in the clinical study 

signed an informed consent for the collection of their clinical and biological data. The French 

Agence de la Biomédecine authorized the use of donated human IVF embryos for the in vitro 

study (NOR: SSAB1816140S). For the in vitro study, all involved patients signed an informed 

consent for the donation of cryopreserved embryos and for the collection of their clinical and 

biological data. Non-identifying study numbers were assigned to all data. All experiments were 

performed in accordance with the relevant guidelines and regulations. 

Clinical Study Design 

This monocentric observational retrospective study was carried out at the Department of 

Reproductive Medicine of Montpellier University Hospital between June 2014 and March 

2019. Inclusion criteria were couples undergoing IVF whose embryos were cultured in 

monophasic (5%) O2 concentration from day (D) 0 to D6 in one IVF cycle and in biphasic (5%-

2%) O2 concentration (i.e. 5% from D0 to D3, and then 2% from D3 to D6) in the subsequent 

IVF cycle. Exclusion criteria were: use of (1) testis or epididymal sperm [20-22] (2) 

preimplantation genetic diagnosis, (3) donor oocytes, and (4) absence of growing embryos at 

D3. In total, 120 couples were included for evaluating the impact of O2 concentration on usable 

blastocyst rate (primary objective, Figure 1).  To assess the impact of O2 concentration on IVF 

outcomes (cumulative LBR; secondary objective), all cleaved embryo transfers were excluded. 

This left 98 embryo transfers from 56 couples after culture in monophasic O2 (5%), and 87 

embryo transfers from 59 couples after culture in biphasic O2 (5-2%) concentration (Figure 1).   
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Figure 1: Study flowchart. IVF: in vitro fertilization. 

IVF procedures 

Ovarian stimulation, ovarian puncture, and oocyte retrieval 

Controlled ovarian hyperstimulation was obtained by pituitary downregulation with a 

Gonadotropin-Releasing Hormone (GnRH) agonist (Decapeptyl®) or antagonist (Orgalutran®, 

Cetrotide®) associated with follicle-stimulating hormone (FSH) (Gonal F®, Puregon®, 

Fostimon®) or a combination of FSH and luteinizing hormone (LH) (Pergoveris®, Menopur®, 

Fertistart®). Serum estradiol (E2) was quantified and follicle growth was evaluated (i.e. size 

and number of growing follicles) by transvaginal ultrasound from day 6 of stimulation. 

Circulating LH and progesterone levels were quantified to evaluate the risk of spontaneous 

ovulation. When at least three follicles reached a mean diameter ≥17 mm, recombinant human 

chorionic gonadotropin (hCG) (Ovitrelle®) or a GnRH agonist (Decapeptyl®) was 

administered for the final oocyte maturation. Ovarian puncture was performed 35 hours after 

hCG/GnRH agonist injection by transvaginal ultrasound-guided needle aspiration of the 

follicles (Cook Medical Launches OtrievaTM). This procedure was performed under conscious 

sedation, or occasionally under general anesthesia.  
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Gamete and embryo culture dishes 

All culture dishes were prepared at room temperature the day before use, and equilibrated 

overnight in incubators (HeracellTM 240i, Thermo Scientific®) at a constant temperature of 37.0 

± 1°C with 5% O2, 6% carbon dioxide (CO2) and 89% nitrogen (N2), or with 2% O2, 6% CO2 

and 92% N2. Temperature, humidity, and gas content of the atmosphere inside the incubators 

were continuously controlled (external monitoring system Cobalt 2TM, OceasoftTM). 

Gamete collection and preparation 

Cumulus-oocyte complexes (COCs) were retrieved from follicular fluid and placed in 

preincubated fertilization medium (G-IVFTM PLUS, Vitrolife®). They were cultured at 37°C 

under a gas mixture of 5% O2, 6% CO2 and 89% N2 until insemination or denudation. For 

intracytoplasmic sperm injection (ICSI), oocytes were denuded using mechanical (Stripper, 

CooperSurgical®) and enzymatic methods (hyaluronidase: HYASE®, Vitrolife). Each semen 

sample was collected by masturbation in a sterile container after 2 days of abstinence. Sperm 

was prepared by density gradient centrifugation.  

Gamete fertilization and embryo culture 

All culture dishes (Micro-droplet Culture Dish®, Vitrolife) used from D0 to D5/6 were 

prepared at room temperature the day before use. After medium addition (G-IVFTM PLUS, G-

1TM PLUS, G-2TM PLUS, OVOILTM, Vitrolife®), dishes were immediately placed without 

embryos in a CO2 incubator (HeracellTM 240i, Thermo Scientific®) overnight to equilibrate 

to 5% or 2% O2 at constant temperature (37.0 ± 0.2°C).  

Gamete fertilization and embryo culture were performed in pre-equilibrated culture embryo 

dishes at 5% O2, 6% CO2 and 89% N2 (HeracellTM 240i, Thermo Scientific®) from D0 to D3 

(monophasic and biphasic strategies). In conventional IVF, the fertilization of each COC was 

performed in a pre-equilibrated culture dish (Micro-droplet Culture Dish, Vitrolife®) by adding 
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3,000-3,500 progressive motile spermatozoa in 20 µl droplets of fertilization medium (G-IVFTM 

PLUS, Vitrolife®) covered with mineral oil (OVOIL, Vitrolife®) at 38h after oocyte 

maturation induction at 5% O2, 6% CO2 and 89% N2 (HeracellTM 240i, Thermo Scientific®). 

On D1, cumulus cells were mechanically removed (Stripper, CooperSurgical®) and each 

zygote was individually cultured in pre-equilibrated culture dishes (Micro-droplet Culture Dish, 

Vitrolife®) with 20 µl droplets of cleavage medium (G-1TM PLUS, Vitrolife) covered with 

mineral oil (OVOIL, Vitrolife®) at 5% O2, 6% CO2 and 89% N2 (HeracellTM 240i, Thermo 

Scientific®) until D3. For ICSI, spermatozoa were injected in denuded oocytes 39h after oocyte 

induction trigger. Each injected oocyte was individually cultured in a 20 µl droplet of cleavage 

medium (G-1TM PLUS, Vitrolife) covered with mineral oil (OVOIL, Vitrolife®) at 5% O2, 6% 

CO2 and 89% N2 (HeracellTM 240i, Thermo Scientific®) in pre-equilibrated culture dishes 

(Micro-droplet Culture Dish®, Vitrolife) until D3. 

Extended culture was performed from D3 to D5/6. Culture dishes (Micro-droplet Culture 

Dish®, Vitrolife) were prepared the day before use: 20 µl droplets of blastocyst medium (G-

2TM PLUS, Vitrolife) were covered with mineral oil (OVOIL, Vitrolife®) and immediately 

placed without embryo in a CO2 incubator (HeracellTM 240i, Thermo Scientific®) overnight 

to equilibrate to 5% (monophasic strategy) or 2% O2 (biphasic strategy). At 70-73 hours post- 

insemination/injection, developing cleaved embryos were placed individually in new pre-

equilibrated dishes at 5% O2, 6% CO2 and 89% N2 (monophasic strategy) or at 2% O2, 6% CO2 

and 92% N2 (biphasic strategy) up to D5/6 (HeracellTM 240i, Thermo Scientific®).  

Embryo classification and selection 

Each embryo was evaluated by two practitioners. Any embryo grading disagreement was 

resolved by discussion. The final decision was taken by a senior biologist. Embryo transfer 

and/or cryopreservation decisions were discussed and approved by a team of practitioners. 
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Intra- and inter-observer quality controls were carried out in the laboratory by the internal and 

external quality referents several times per year. Normal fertilization was confirmed 17-20 

hours after insemination or injection by the presence of two pronuclei and the extrusion of the 

second polar body. Embryo growth was evaluated daily according to morphological and kinetic 

parameters. Embryo evaluation at D3 was based on the number and symmetry of blastomeres, 

the fragmentation percentage, the presence of multinucleated blastomeres, and the compaction 

degree. At D5/6, blastocyst morphology was evaluated according to the Gardner and 

Schoolcraft grading system [23]. Thus, in accordance with the literature, usable blastocysts 

were defined as full (grade 3), expanded (grade 4), partially hatched (grade 5), or fully hatched 

(grade 6) blastocysts with at least grade B trophectoderm quality [19]. Usable blastocysts were 

freshly transferred at D5 or cryopreserved at D5/6 for subsequent transfers. Early blastocysts 

(grade 1 or 2) at D5 were kept in culture until D6 and cryopreserved if considered as usable 

blastocysts at that point.  

Embryo transfer and cryopreservation 

The embryo transfer strategy was determined by a multidisciplinary team. Embryos were 

cryopreserved by vitrification and thawed following the manufacturer’s recommendations (Vit 

Kit-Freeze and Vit Kit-Thaw, FUJIFILM Irvine Scientific - BioCare EuropeTM). Frozen embryo 

transfers were performed on natural cycle, stimulated cycle or with hormonal replacement 

treatment. One or two embryos were transferred into the uterus using a catheter (Inventcath 

Eco®). Each woman received intravaginal progesterone for luteal phase support from the day 

of oocyte retrieval to the β-hCG blood test. 

Definition of clinical study endpoints 

Primary objective 
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The total blastocyst rate was defined as the number of blastocysts (grade 1 - 6 according to the 

Gardner and Schoolcraft grading system [23]) at D5/6 divided by the total number of embryos 

in extended culture. The usable blastocyst rate was defined as the number of usable blastocysts 

at D5/6 divided by the total number of embryos in extended culture. 

Secondary objective 

For this objective, only the clinical outcomes of IVF cycles associated with fresh and frozen 

transfer of morulae (D4) and blastocysts (D5/6) were included. Endpoints were defined using 

the International glossary on infertility and fertility care [24] and the cumulative rates proposed 

by [25, 26]. The cumulative LBR was defined as the first live birth (i.e. a delivery associated 

with at least one live baby at >24 weeks of gestation) obtained after transfer of fresh and/or 

frozen-thawed embryos derived from a single ovum pick-up [26]. The number of live newborns 

per cycle was defined as the total number of live babies at  >24 weeks of gestation obtained 

after transfer of fresh and/or frozen-thawed embryos derived from a single ovum pick-up. A 

completed cycle was defined as a cycle where all cryopreserved embryos had been thawed.  

Transcriptomic study design 

As the impact of O2 concentration on embryo development is highly species-specific, data from 

animal studies can hardly be extrapolated to humans [27]. Therefore, a transcriptomic study 

was performed with human IVF cryopreserved blastocysts donated for research (n=12) by eight 

couples. Gametes were collected, fertilized, cultured until the blastocyst stage, and 

cryopreserved in the laboratory following the same parameters (media, equipment, and 

protocols) and during the same period as the clinical study (2014-2019). All cryopreserved and 

thawed blastocysts (vitrification with the Vit Kit-freeze and thawing with Vit Kit-Warm, 

FUJIFILM Irvine Scientific) had high morphokinetic parameters. Patient data were collected 

from the patients’ clinical records.  
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Embryo transcriptome analysis 

For each embryo, total RNA was extracted and purified using the Qiagen RNeasy Micro Kit 

(Cat#74004, Qiagen, Courtaboeuf, France) following the manufacturer’s instructions. RNA 

was eluted in 10µl RNase-free water and stored at -80°C until analysis. Whole transcriptome 

analysis was performed using the Clariom D Pico Assay (Cat#902924, Thermofisher Scientific, 

Courtaboeuf, France) that allows assessing the expression of more than 540 000 coding and 

non-coding transcripts, including mRNA, circRNA, lncRNA, miRNA precursors and other 

small RNAs, using a small amount of total RNA [28, 29]. Briefly, the Genechip Pico Reagent 

Kit protocol was first used to prepare hybridization-ready targets from picogram to nanogram 

quantities of total RNA samples. Total RNA was reverse transcribed to single-stranded cDNA 

containing the T7 promoter sequence at the 5’ end. Double-stranded DNA was synthetized in 

an in-vitro-transcription (IVT) amplification reaction by adding a 3’ adaptor as template. 

Double-stranded DNA was then used as template for antisense RNA synthesis and overnight 

amplification by IVT, using T7 RNA polymerase. Purified cRNA was then used for sense 

single-stranded cDNA (ss-cDNA) synthesis, followed by RNase H digestion and ss-cDNA 

magnetic bead purification. Ss-cDNA was fragmented using uracil DNA glycosylase and 

apurinic/apyrimidinic endonuclease 1, and then labeled by terminal deoxynucleotidyl 

transferase (TdT) using a proprietary DNA Labeling Reagent that is covalently linked to biotin. 

Finally, the hybridization cocktail was loaded into single human Clariom D arrays and 

incubated in the Affymetrix GeneChip Hybridization Oven 645 at 45°C, 60 rpm, for 16h. 

Arrays were stained using an Affymetrix GeneChip Fluidics Station 450, according to the 

specific fluidics protocol (FS450_0001), and scanned with an Affymetrix GeneChip Scanner 

3000 7G. Raw intensity CEL files generated by GeneChipTMcommand ConsoleTM were 

imported into the Transcriptome Analysis Console (TAC) 4.0 (Applied Biosystems).  

Statistical analysis 
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Data were reported as mean and standard deviation for quantitative data and number/percentage 

for qualitative data. Data normality was assessed first by visual inspection of their distribution 

and then with the Shapiro-Wilk test. The non-parametric t test (Mann-Whitney) was used for 

continuous data, and the Chi-square and Fisher’s exact tests for categorical data. A p value 

<0.05 was considered significant. Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 

(GraphPad Prism 5.0, GraphPad Software Inc). 

Microarray data were normalized and differentially expressed coding and non-coding RNAs 

were identified using the Transcriptome Analysis Console (TAC) software, with the following 

settings: Analysis Type: Expression Gene; Summarization Method: Gene Level - RMA; Gene-

Level P-value <0.05; ANOVA Method: ebayes.  All genes with significant expression changes 

(p<0.05), and those with at least a two-fold change were selected.  

The genetic network was generated with Ingenuity Pathways Analysis (IPA; Ingenuity Systems, 

www.ingenuity.com). The list of differentially expressed genes was overlaid onto a global 

molecular network developed based on the information contained in the Ingenuity Knowledge 

Base.  

RESULTS 

· Clinical Study 

- Primary objective 

The characteristics of the couples and the biological parameters are presented in Table 1. As 

expected, the women’s age (35.3 ± 4.4 years vs. 33.5 ± 4.6 years, p<0.01) and total number of 

IVF cycles (2.7 ± 1.0 vs. 1.6 ± 0.9, p<0.01) were significantly higher in the biphasic (5%-2%) 

O2 strategy compared with the monophasic (5%) oxygen strategy. Moreover, the total blastocyst 

rate was significantly higher in the biphasic (5%-2%) O2 than in the monophasic (5%) oxygen 

strategy (44.4% (230/518) vs. 54.8% (297/542), p=0.049), as well as the usable blastocyst rate 
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able 1: Characteristics of the couples and biological parameters of the IVF cycles used for 

the primary objective. Data are reported as means and standard deviations (SD). BMI: body 

mass index. IVF: in vitro fertilization. IU: International Unit. PN: pronuclei. 

Parameter 
Monophasic (5%) O2 

strategy 

Biphasic (5%-2%) O2 

strategy 
p value 

Couples (n)/ Cycles (n) 120/120 120/120 - 

Women’s age (years) 33.5 ± 4.6 35.3 ± 4.4 <0.01 

Women’s BMI (kg/m2) 23.7 ± 4.3 23.8 ± 4.2 0.91 

Men’s age (years) 36.4 ± 6.1 37.9 ± 6.1 0.06 

Duration of infertility (months) 44.3 ± 29.1 43.7 ± 29.4 0.86 

Total number of IVF cycles (n) 1.6 ± 0.9 2.7 ± 1.0 < 0.01 

Number of women smoking 
(cigarettes/week) 

25/120 
50 ± 35 

24/120 
50 ± 35 

1 
1 

Number of men smoking 
(cigarettes/week) 

42/120 
72 ± 39 

42/120 
75 ± 40 

1 
0.77 

Primary dose of gonadotrophins (IU) 215.2 ± 82.9 234.2 ± 82.2 0.06 

Total dose of gonadotrophins (IU) 2,274.5 ± 979.1 2,559.6 ± 1,077.3 0.06 

Duration of stimulation (days) 10.4 ± 1.5 10.8 ± 1.9 0.06 

Retrieved oocytes (n) 10.9 ± 5.0 11.1 ± 6.0 0.86 

Oocytes (n) inseminated or injected 
(IVF/ICSI) 

247/843 219/860 0.18 

2 PN embryos at day 1 (n) 5.7 ± 3.3 5.6 ± 3.4 0.52 

Embryos at day 3 (n) 6.4 ± 3.7 6.2 ± 3.8 0.49 

Total blastocyst rate (n, %) 44.4 % (230/518) 54.8 % (297/542) 0.049 

Usable blastocyst rate (n, %) 21.8 % (113/518) 32.8 % (178/542) 0.002 

Usable blastocyst rate at day 5 (n, 

%) 
9.1 % (47/518) 19.9 % (108/542) 1.53 x 10-5 

Usable blastocyst rate at day 6 (n, %) 12.7% (66/518) 12.9% (70/542) 0.94 
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- Secondary objective 

The cumulative LBR was significantly higher with the biphasic (5%-2%) than monophasic 

(5%) O2 concentration strategy (10/56 (17.9%) vs. 26/59 (44.1%), p=0.027) (Table 2).  

Table 2: Clinical and biological parameters of IVF cycles used for the secondary objective 

(i.e. cycles associated with morula or blastocyst transfers). BMI: body mass index. IVF: in 

vitro fertilization. IU: International Unit. PN: pronuclei. 

Parameter 
Monophasic (5%) 

O2 strategy 

Biphasic (5%-

2%) O2 strategy 
p value 

Couples/ Embryo Transfer Cycles (n) 56/98 59/87 - 

Mean number of embryo transfers per patient 
(mean ± SD) 

1.75 ± 1.01 1.5 ± 0.69 0.22 

Mean number of transferred embryos per 
transfer(mean ± SD) 

1.2 ± 0.4 1.1 ± 0.3 0.33 

Fresh/frozen-thawed embryo transfers (n) 8/90 12/75 0.22 

Endometrial thickness in mm  
(mean ± SD) 

9.33 ± 1.93 8.89 ± 1.63 0.43 

Cumulative live birth rate  

(n, %) 
10/56 (17.9%) 26/59 (44.1%) 0.027 

Number of live newborns per cycle  

n, %  

[min-max] per couple 

10/56 (17.9%) 

[0-1] 

30/59 (50.8%) 

 [0-2] 
0.009 

 

Number of embryo transfers associated with 

at least one live birth (n, %) 
10/98 (10.2%) 27/87 (31.0%) 0.004 

Gestational age of newborns in weeks 
(mean ± SD) 

37.0 ± 2.0 35.7 ± 2.8 0.12 

Birth weight of newborns in grams 
(mean ± SD) 

3,469 ± 527 3,192 ± 578 0.11 

Height of newborns in cm 
(mean ± SD) 

51.0 ± 1.7 49.5 ± 2.1 0.35 

Sex of newborns 
(male/female) 

7/3 16/14 0.36 

Completed cycles (all cryopreserved embryos 
used) (n, %) 

56/56 (100%) 44/59 (74.6%) 0.29 

Number of unused cryopreserved embryos (nb 
of couples) 

0 (0) 38 (15) - 
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Similarly, the number of live newborns per cycle (10/56 (17.9%) vs. 30/59 (50.8%), p=0.009) 

and the number of transfers associated with at least one live birth (10/98 (10.2%) vs. 27/87 

(31.0%), p=0.004) were significantly higher with the biphasic (5%-2%) than monophasic (5%) 

O2 concentration strategy (Table 2). All the other parameters were similar between groups, 

including gestational age, birth weight and height, and sex of newborns (Table 2). At the study 

end, there were still 38 unused cryopreserved usable blastocysts to transfer from 15 couples in 

the biphasic (5%-2%) O2 group (versus 0 in the monophasic group) (Table 2). All of these 15 

couples had at least one live birth. 

· Embryo transcriptome analysis

For the transcriptome study, twelve blastocysts from eight IVF couples were analyzed: six 

blastocysts were cultured in monophasic (5%) O2 and six in biphasic (5-2%) O2 condition before 

cryopreservation. Table 3 shows the characteristics of patients and blastocysts.  

Table 3: Clinical and biological parameters of the embryos donated for the transcriptomic 

analysis. 

Parameter 
Monophasic (5%) O2 

strategy 

Biphasic (5%-2%) O2 

strategy 
p value 

Blastocysts (n) 6 6 - 

Women’s age (years) 37.9 ± 2.9 36.2 ± 2.2 0.39 

Women’s BMI (kg/m2) 21.7 ± 2.1 23.2 ± 2.0 0.39 

Men’s age (years) 37.9 ± 4.0 42.1 ± 1.7 0.05 

Anti-Müllerian hormone (ng/ml) 6.3 ± 6.0 4.4 ± 1.7 0.64 

Antral follicle count 18.0 ± 8.8 14.6 ± 1.3 0.22 

Primary dose of gonadotrophins (IU) 202.4 ± 73.3 160.0 ± 22.4 0.39 

Total dose of gonadotrophins (IU) 1,883.4 ± 595.6 2,040.0 ± 22.4 0.22 

Duration of stimulation (days) 9.8 ± 0.8 11.6 ± 0.9 0.05 

Vitrification day (day 5/day 6) 5/1 4/2 1 

Blastocyst morphology (B3/B4/B5) 3/1/2 3/1/2 1 
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The transcriptome analysis yielded a mean of 135,750 transcripts per embryo (Figure 2). 

 

Figure 2: Transcriptome analysis of human embryos cultured in monophasic (5%) O2 or 

biphasic (5%-2%) O2 concentration. 

A) Heat map. Group A (right part) includes six blastocysts cultured in monophasic (5%) 

O2 concentration; Group B (left part) includes six blastocysts cultured in biphasic (5-2%) O2 

concentration. Upregulated genes are in red and downregulated genes are in blue.  

B) Volcano plot.  Each point represents one gene. On the X-axis, the fold change was 

calculated as the log2-ratio between the mean gene expression in embryos cultured in biphasic 

(5%-2%) O2 concentration and the mean gene expression in embryos cultured in monophasic 

(5%) O2 concentration. Positive and negative values indicate the expression of genes which is 

higher in embryos cultured in biphasic (5%-2%) and monophasic (5%) O2 concentration, 

respectively. On the Y-axis, the statistical significance of the difference in gene expression 

between culture conditions is represented as the (-log10) of the P-value. Red and green points 

mark differentially expressed genes. The thresholds of significance are -2 and +2 for 

downregulated and upregulated genes respectively (x axis), and 1.30 (equal to a P-value = 

0.05) for the y axis.  
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C) Pie chart of the upregulated (n=663) and downregulated (n=44) transcripts in 

human IVF blastocysts cultured in biphasic (5%-2%) O2 concentration compared with 

monophasic (5%) O2 concentration.  

Identification of differentially expressed genes in preimplantation embryos 

The whole transcriptome analysis identified 707 RNAs that were differentially expressed in 

blastocysts depending on the O2 strategy (Figure 2, fold-change >2, p-value <0.05). Most of 

these RNAs were upregulated (663/707; 93.8%; red dots in Figure 2B) in blastocysts cultured 

in biphasic (5%-2%) O2 concentration compared with those cultured in monophasic (5%) O2 

concentration. Conversely, 44/707 (6.2%) RNAs were downregulated in blastocysts cultured in 

biphasic (5%-2%) O2 conditions. Multiple complex RNAs represented approximately 50% of 

the differentially expressed RNAs (Figure 2C). Coding and non-coding RNAs represented 

13.12% and 17.3% of upregulated RNAs, respectively (Figure 2C). Coding and non-coding 

RNAs represented 6.82% and 29.5% of downregulated RNAs, respectively (Figure 2C). The 

top-five upregulated genes were VN1R84P (vomeronasal 1 receptor 84 pseudogene, x8,7-fold, 

p=0.0004, Multiple Complex), SNORD14E (small nucleolar RNA, C/D box 14E, x6.55-fold, 

p=4.92x10-7, Small RNA), COX7B2 (cytochrome c oxidase subunit VIIb2, x6.29-fold, 

p=0.0185, Coding), C3orf14 (chromosome 3 open reading frame 14, x5.98-fold, p=0.0062, 

Multiple Complex), and DCPS (decapping enzyme, scavenger, x5.74-fold, p=0.0042, Multiple 

Complex) (Table S1A). The expression of two hypoxia-induced genes [i.e. HIGD2A (HIG1 

hypoxia inducible domain family member 2A, x2.9-fold, p=0.0067, Multiple Complex) and 

HILPDA (hypoxia inducible lipid droplet–associated), x2.2-fold, p=0.0131, Multiple 

Complex)] was significantly higher in blastocysts cultured in biphasic (5%-2%) O2 than in 

monophasic (5%) O2 concentration (Table S1B). The top-five downregulated genes were 

FKBP9 (FK506 binding protein 9, x-4.4-fold, p=0.0413, Multiple Complex), NEO1 (neogenin 

1, x-3.7-fold, p=0.0116, Multiple Complex), TOM1L1 (target of myb1 like 1 membrane 
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trafficking protein, x-3.04-fold, p=0.0141, Multiple Complex), LTBP1 (latent transforming 

growth factor beta binding protein 1, x-2.67-fold, p=0.0042, Multiple Complex), and KIAA0040 

(KIAA0040, x-2.58-fold, p=0.0166, Multiple Complex) (Table S1C). 

Functional annotation of differentially expressed genes 

The IPA system was used for the bioinformatic analysis. IPA is a powerful analysis and search 

tool to evaluate the significance of “omics” data and to identify novel mechanistic pathways 

[30]. Analysis of the differentially expressed RNAs using IPA, as previously described [30], 

identified the signaling and metabolic pathways, upstream regulators, molecular interaction 

networks, and disease and biological functions that were most likely to be perturbed by their 

deregulation (Table 4 and Figure 3).  

A Top Molecular and Cellular 

Functions 

P value 

Range 

# Transcripts Transcript names 

 
RNA Post-Transcriptional 

Modification 

8.43 x 10-3- 

2.73 x 10-4 

16 ADARB1, ATXN3, CTDP1, DDX52, GEMIN2, INTS8, 

INTS9, PELP1, PPARGC1A, RBPMS, SF3B6, 

SNRNP27, SRSF5, SYF2, THOC1, TRNT1 

 
Cellular Assembly and 

Organization 

1.50 x 10-2- 

3.32 x 10-4 

25 ADARB1, ATXN3, AURKC, BNIP3L, CCNB2, CTSV, 

DDX19B, DGUOK, DST, EHBP1, GNA12, IFT20, IL6, 

KIF22, KIF2C, LAMTOR1, MMS22L, NDC80, NUBPL, 

NUF2, PPARGC1A, PRKAA1, SMC6, SUCO, VDAC3 

 
DNA Replication, 

Recombination and Repair 

1.08 x 10-2- 

3.32 x 10-4 

26 ADARB1, ATXN3, AURKC, CCNB2, COPS8, CTC1, 

DGUOK, IL6, KIF22, KIF2C, MMS22L, NDC80, NUF2, 

OARD1, OTUD6B, POLB, POLD1, RAD54B, RBBP5, 

RFC5, RRM1, SHLD1, SMC6, THOC1, TIGAR, ZBTB1 

 
Cell Cycle 1.77 x 10-2- 

6.91 x 10-4 

22 AJUBA, AURKC, BRAP, CCNB2, CDK19, CHKA, 

CTCF, EP400, GNA12, IL6, KIF15, KIF22, KIF2C, 

NDC80, NUF2, POLD1, PPP2CA, PRKAA1, RRM1, 

SMC6, TAF12, ZBTB1 

 
Cell Death and Survival 1.49 x 10-2- 

6.91 x 10-4 

26 AKIP1, ATXN3, BAK1, BNIP3L, CHKA, CTH, 

DAPK1, EMC4, EP400, IL6, KIF15, MAP2K4, 

MINPP1, MMS22L, NDC80, NUF2, PPARGC1A, 

PP2CA, PRKAA1, RIPK1, SHLD1, SMC6, STK3, 

TFB1M, THOC1, TM2D1 

 
Top Physiological System 

Development and Function 

P value 

Range 

# Transcripts Transcript names 

 
Organismal Functions 1.08 x 10-2- 

3.32 x 10-4 

7 CTCF, DGUOK, IL6, MAP2K4, POMT2, PPARGC1A, 

PRKAA1 

 
Digestive System 

Development and Function 

1.12 x 10-2- 

3.48 x 10-4 

10 ARV1, CTSV, DGUOK, IL6, MAP2K4, mir-597, POLB, 

POLD1, PPARGC1A, STK3 

 
Hepatic System Development 

and Function 

1.12 x 10-2- 

3.48 x 10-4 

10 ARV1, DGUOK, IGF2R, IL6, MAP2K4, mir-597, 

POLB, POLD1, PPARGC1A, STK3 
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Organ Development 1.27 x 10-2- 

3.48 x 10-4 

11 ARV1, CTSV, DGUOK, IL6, MALT1, mir-597, POLB, 

POLD1, PPARGC1A, PRKAA1, STK3 

 
Embryonic Development 1.26 x 10-2- 

3.14 x 10-3 

11 CTCF, IL6, KIF22, MALT1, MAP2K4, POLD1, 

POMT2, PPARGC1A, SNAP23, TEFM, THOC1 

     

B Diseases or Functions 

Annotation 

p-value # Transcripts Transcripts  in "Embryonic Development" 

 
Lack of embryoblast 3,14E-03 2 CTCF,THOC1 

 
Angiogenesis of cerebellum 1,08E-02 1 IL6 

 
Differentiation of Th22 cells 1,08E-02 1 IL6 

 
Development of anterior 

tibial muscle 

1,08E-02 1 PPARGC1A 

 
Cellularity of mesenteric 

lymph node 

1,08E-02 1 MALT1 

 
Cellularity of cervical lymph 

node 

1,08E-02 1 MALT1 

 
Death of embryo 1,26E-02 6 KIF22,MAP2K4,POLD1,POMT2,SNAP23,TEFM 

 
        

C Disease and Functions Consistency 

Scores 

# Transcripts ID Regulator 

 
Morbididy or mortality 2.236 5 mi-R-16-5p (and other miRNAs we/seed AGCAGCA) 

 
Organismal death -3.402 7 CEBPB 

     

D Top Molecular and Cellular 

Functions 

P value 

Range 

# Transcripts Transcript names 

 
Cellular Movement 3.92 x 10-2- 

2.18 x 10-4 

3 AGER, NEO1, SLC41A2 

 
Cell Death and Survival 3.65 x 10-2- 

9.06 x 10-4 

9 AGER, AMBRA1, BTBD10, CABLES1, FLCN, LTBP1, 

NEO1, NUP160, SLC41A2 

 
Cell-to-cell Signaling and 

Interaction 

3.57 x 10-2- 

9.06 x 10-4 

4 AGER, AMBRA1, LTBP1, NEO1 

 
Cellular Assembly and 

Organization 

3.04 x 10-2- 

1.81 x 10-3 

5 AGER, FLCN, KLHL15, NEO1, NUP160 

 
Cellular Compromise 8.13 x 10-3- 

1.81 x 10-3 

1 AGER 

 
Top Physiological System 

Development and Function 

      

 
Skeletal and Muscular 

System Development and 

Function 

4.96 x 10-2- 

2.18 x 10-4 

5 AGER, KLF11, LTBP1, NEO1, SLC41A2 

 
Cardiovascular System 

Development and Function 

4.78 x 10-2- 

9.06 x 10-4 

4 AGER, KLF11, LTBP1, SLC41A2 

 
Nervous System Development 

and Function 

3.74 x 10-2- 

9.06 x 10-4 

3 AGER, KLHL15, NEO1 

 
Organismal Development 4.96 x 10-2- 

9.06 x 10-4 

7 AGER, CABLES1, FLCN, KLF11, LTBP1, NEO1, 

SLC41A2 
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Tissue Morphology 4.44 x 10-2- 

9.06 x 10-4 

2 AGER, LTBP1 

     

E Cell Death and Survival P value  # Transcripts Transcript names 

 
Apoptosis of embryonic stem 

cells 

3,57E-02 1 FLCN 

 
Organismal Development P value  # 

Transcripts 

Transcript names 

 
Differentiation of embryonic 

stem cells 

6,68E-03 2 AGER,FLCN 

 

Table 4: Functional annotation of differentially expressed genes by Ingenuity Pathway 

Analysis (IPA). To investigate possible interactions of the differentially expressed RNAs, the 

datasets including the 663 upregulated RNAs (A, B, and C) and the 44 downregulated RNAs (D 

and E) in blastocysts cultured in biphasic (5%-2%) O2 concentration compared with 

monophasic (5%) O2 concentration were imported in the IPA Tool to identify the top signaling 

pathways, functions and interactions. A general overview of the pathways linked to embryo and 

fetal development are presented in the table with the number and the names of transcripts from 

the datasets that map to each pathway. For A, B, D and E, the right-tailed Fisher's exact test 

was used by IPA to determine whether the biological attribute was significantly enriched in the 

dataset (p ≤0.05 was considered significant). For C, the two highest consistency scores are 

presented. The consistency score is an indicator used to describe the causal consistency of the 

upstream regulatory factor in the network, the dataset and dense connection metric between 

disease and function.  
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Figure 3: Functional annotation of the differentially expressed genes using the Ingenuity 

Pathway Analysis. 

 

For the upregulated RNAs, the top-five “Molecular and Cellular Functions” included “RNA 

Post-Transcriptional Modification” (16 RNAs, p value range 8.43 x 10-3- 2.73 x 10-4), “Cellular 

Assembly and Organization” (25 RNAs, p value range 1.50 x 10-2- 3.32 x 10-4), “DNA 

Replication, Recombination and Repair” (26 RNAs, p value range 1.08 x 10-2- 3.32 x 10-4), 

“Cell Cycle” (22 RNAs, p value range 1.77 x 10-2- 6.91 x 10-4), and “Cell Death and Survival” 

(26 RNAs, p value range 1.49 x 10-2- 6.91 x 10-4) (Table 4A). In “DNA Replication, 

Recombination and Repair”, 14 upregulated RNAs were associated with DNA repair 

(p=1.48x10-3), among which six (TIGAR, THOC1, RRM1, POLB, OTUD6B, and IL6) are 

predicted to support DNA damage repair (Figure 3A). In “Cell Cycle”, fifteen upregulated 

RNAs were involved in mitosis (p=1.39x10-2) among which five (AJUBA, TAF12, IL6, GNA12 

and EP400) are predicted to stimulate this process (Figure 3B). Moreover, upregulated RNAs 

in “Physiological System Development and Function” included genes implicated in “Organ 

Development” (11 RNAs, p value range 1.27 x 10-2- 3.48 x 10-4) and “Embryonic 
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Development” (11 RNAs, p value range 1.26 x 10-2- 3.14 x 10-3) (Table 4A). “Embryonic 

development” included CTCF (CCCTC-Binding Factor), IL6 (interleukin 6), KIF22 (kinesin 

family member 22), MALT1 (MALT1 paracaspase), MAP2K4 (mitogen-activated protein 

kinase 4), POLD1 (DNA polymerase delta 1, catalytic subunit), POMT2 (protein O-

mannosyltransferase 2), PPARGC1A (PPARG coactivator 1 alpha), SNAP23 (synaptosomal-

associated protein 23), TEFM (transcription elongation factor, mitochondrial), and THOC1 

(THO complex 1) (Table 4A). CTCF and THOC1 were associated with lack of embryoblast 

(Table 4B). KIF22, MAP2K4, POLD1, POMT2, SNAP23, and TEFM are considered to 

participate in embryonic death inhibition (Table 4B and Figure 3C). The two “Top Regulator 

Effect Networks” of the upregulated RNAs were initiated by miR-16-5p (Table 4C and Figure 

3D) and CEBPB (Table 4C and Figure 3E). Inhibition of mirR-16-5p was predicted to stimulate 

SLC7A1, MAP2K4, SPTLC1, IL6, and IGF2R, leading to morbidity or mortality inhibition 

(Figure 3D). CEBPB upregulation might increase the expression of KIFF22, PPARGC1A, 

POLD1, IL6, CCNB2, and CTCF, contributing to the inhibition of organismal death (Figure 

3E). 

The top five “Molecular and Cellular Functions” of downregulated RNAs included “Cellular 

Movement” (3 RNAs, p value range 3.92 x 10-2- 2.18 x 10-4), “Cell Death and Survival” (9 

RNAs, p value range 3.65 x 10-2- 9.06 x 10-4), “Cell-to-cell Signaling and Interaction” (4 RNAs, 

p value range 3.57 x 10-2- 9.06 x 10-4), “Cellular Assembly and Organization” (5 RNAs, p value 

range 3.04 x 10-2- 1.81 x 10-3), and “Cellular Compromise” (1 RNAs, p value range 8.13 x 10-

3- 1.81 x 10-3) (Table 4D). In “Cell Death and Survival”, FLCN (folliculin) is predicted to inhibit 

embryonic stem cell apoptosis (p=3.57x10-2). In “Organismal Development”, AGER and FLCN 

should maintain embryonic stem cell pluripotency by inhibiting their differentiation 

(p=6.68x10-3) (Table 4E and Figure 3F). 

DISCUSSION 
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Our results show that embryo culture in biphasic (5%-2%) O2 concentration is 

associated with a significant increase in total and usable blastocyst rates and also LBR 

compared with culture in monophasic (5%) O2 concentration. This suggest that mimicking the 

physiological O2 concentration during extended human embryo culture could increase IVF 

outcomes and improve the management of infertile couples. Moreover, O2 concentration 

reduction from 5% to 2% led to a significant differential gene expression in human blastocysts, 

corroborating the hypothesis that controlling the embryo microenvironment during in vitro 

culture is important to optimize blastocyst development and implantation potential. Our study 

is the first to provide informative data on the impact of embryo culture in biphasic (5%-2%) O2 

concentration on cumulative IVF outcomes and to identify several regulatory signaling 

pathways that might explain the obtained results. 

In this study, the usable blastocyst rates was higher when embryos were cultured in 

biphasic (5%-2%) O2 concentration, thus increasing the number of usable blastocysts to transfer 

per cycle and improving IVF outcomes [31]. Moreover, the higher percentage of embryo 

transfers associated with at least one live birth also stresses the positive impact of the biphasic 

(5%-2%) O2 concentration strategy on the blastocyst implantation competence. Our results 

indicate that the biphasic (5%-2%) O2 concentration strategy increases not only the number of 

usable blastocysts obtained in one IVF cycle, but also improves their implantation potential. In 

the transcriptome study, the results of the functional annotation of the differentially expressed 

genes by IPA could give some clues on the underlying regulatory mechanisms. Indeed, we 

observed that the biphasic (5%-2%) O2 concentration strategy influenced different key 

pathways involved in embryo development and implantation potential acquisition (e.g. Cellular 

Assembly and Organization, DNA Replication, Recombination and Repair, Cell Cycle, Cell 

Death and Survival, Organismal Functions, Organ Development, Embryonic development and 

Organ Morphology). Moreover, the biphasic (5%-2%) O2 concentration strategy modulated the 
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expression of various genes that promote DNA repair, cell proliferation and embryonic stem 

cell pluripotency, and that inhibit embryo death and apoptosis. Although the transcriptome 

analysis was performed on a limited number of embryos (i.e. 12 in total, 6 for each group), it 

suggests that the biphasic (5%-2%) O2 concentration strategy increases the expression of key 

transcripts supporting embryo growth and implantation potential. More experiments are now 

required to confirm these preliminary data and to determine whether these molecular candidates 

are the cause or the consequence of the increased blastocyst rate and LBR. 

Recently, three studies compared the impact of biphasic (5%-2%) versus monophasic 

(5%) O2 concentration strategies during human preimplantation embryo culture [10, 12, 16]. 

The significant increase in the total and usable blastocyst rates reported in our study is in 

agreement with two of these studies [12, 16], whereas the third one did not find any difference 

[10]. These three previous studies had major limitations, particularly they did not report key 

data (e.g. women’s age or smoking status). Indeed, O2 concentration impact on embryo 

development could vary in function of the women’s clinical and biological parameters. For 

example, increasing age is associated with lower O2 consumption by morulae [18] and with 

downregulation of pro-implantation transcript expression in blastocysts [17]. Altogether, these 

data suggest that embryos generated using oocytes from older women could display lower 

adaptive abilities, and be more sensitive to oxidative damages (particularly Reactive Oxygen 

Species, ROS) than embryos from younger women. This might also explain the result 

discrepancies in these published studies. In humans, high ROS levels in culture medium have 

been associated with lower fertilization and cleavage rates, higher embryonic fragmentation, 

lower blastocyst rate, and lower pregnancy rates in IVF cycles [32]. Yang et al. observed a 

positive correlation between H2O2 concentration and DNA fragmentation level of unfertilized 

human oocytes and embryos [33]. Moreover, ROS increase the mitochondrial DNA mutation 

rate, leading to the arrest of in vitro embryo development [34]. Oxidative damage can cause 
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aggregation of cytoskeleton components and endoplasmic reticulum accumulation, resulting in 

the formation of inclusion bodies [35], embryo fragmentation, or development arrest [36]. One 

approach to limit oxidative damage is to prevent the generation of excessive free radicals by 

reducing O2 concentration during in vitro embryo culture. It could be hypothesized that the 

biphasic (5%-2%) O2 concentration strategy is associated with lower ROS levels, thus reducing 

embryo oxidative damage. More experiments are required to confirm this hypothesis. 

Our study has five major strengths. First, we evaluated the same couples in both study arms for 

the primary objective, which minimizes the impact of patient-dependent variables, such as 

genetics and lifestyle. Moreover, many clinical and biological parameters (e.g. body 

morphology and uterine cavity) should have remained stable. Second, we studied the impact of 

O2 concentration on 1,060 D3 embryos, which is a respectable number compared to the studies 

by Kaser et al (n=176 embryos, [16]) and by Morin et al (n=670 D3 embryos, [12]). Munck et 

al., (2018) assessed the largest embryo cohort to date (n=1,955 embryos), but they split the 

cohort into two studies with different protocols (n=811 for study I and n= 1,144 for study II), 

thus reducing the statistical power of the cohort, which becomes similar to ours [10]. Third, we 

used the same materials (culture media, culture dishes, and incubators) throughout the study 

period from June 2014 and March 2019, thus avoiding confounding factors due to different 

consumable brands and protocols. For example, it has been reported that the incubator type can 

affect the O2 concentration recovery rates inside the incubator (i.e. when opening/closing the 

incubator door), and this could influence the embryo quality, especially at the blastocyst stage 

[37]. Moreover, all culture dishes with medium were systematically incubated the day before 

use. This is considered as the optimal procedure because few hours are needed to equilibrate 

the O2 concentration in the droplets between the medium and the incubator atmosphere [10]. 

Fourth, we evaluated the cumulative LBR, which is the best indicator of the IVF cycle success 

[25]. The “one-and-done” approach (i.e. to obtain all the desired children by several fresh and 
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frozen embryo transfers generated in only one IVF cycle) is the current ultimate goal of both 

patients and physicians [38]. Here, we demonstrated that the shift to a biphasic (5%-2%) O2 

concentration strategy during preimplantation embryo culture increases the chance of having a 

family following only one ovarian stimulation cycle and puncture. Fifth, we combined the 

clinical study with a transcriptome analysis of human IVF embryos the results of which allowed 

proposing hypotheses on the regulatory mechanisms underlying the clinical results.  

Our study is also associated with several limitations. First, our study had a retrospective design. 

We compared embryos of the same couples, but cultured at different times. Therefore, we 

cannot definitely exclude the influence of confounding factors (e.g. replacement of some 

consumables used for embryo culture; heterogeneous quality of different culture medium 

batches; acquisition of technical experience) on embryo development and IVF outcomes. 

However, all equipment (workflows, micromanipulators, and more importantly incubators) as 

well as IVF/embryo culture protocols remained identical throughout the study period. 

Moreover, the women’s age and IVF cycle rank were increased in the biphasic (5%-2%) O2 

concentration group, which is a logical consequence of the study design. Indeed, the same 

couples were enrolled for two successive IVF cycles, and embryo culture in biphasic (5%-2%) 

O2 concentration was always done in the subsequent cycle. However, the increasing maternal 

age and IVF cycle rank are expected to have negative impacts on embryo development and 

LBR [39-42], and therefore cannot explain the higher blastocyst rates in the biphasic (5%-2%) 

O2 concentration group. Therefore, this limitation should not question the interest of our results, 

and our study still provides some knowledge on the subject. Second, the use of 

morphological/kinetic parameters to evaluate the blastocyst rates and to select embryo to 

transfer and cryopreserve is associated with a limited repeatability/reproducibility, implying 

that the result might be different in other clinics. Moreover, the definition of “usable blastocyst” 

is highly variable among IVF clinics, as illustrated by the three different definitions used in the 
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previous studies (“>4CC” [12], “≥1A with no C inner cell mass with concurrent C 

trophectoderm” [16], or “from fully compacted embryos to hatching blastocysts with a visible 

trophectoderm and inner cell mass” [10]. This heterogeneity could limit the extrapolation of 

our results. Third, there were still some unused cryopreserved embryos (n=38 from 15 couples) 

at the end of our study. However, all cryopreserved embryos belonged to couples with at least 

one live birth in the biphasic (5%-2%) O2 concentration group, whereas all cryopreserved 

embryos were used in the monophasic (5%) O2 concentration group. Hence, the calculation of 

cumulative LBR is complete. The future use of cryopreserved embryos can only lead to a 

maintenance or an improvement of the number of live newborns per cycle in the biphasic (5%-

2%) O2 concentration group, which suggests that this limitation does not threaten the relevance 

of our research. 

To evaluate the value of implementing dynamic (5%-2%) O2 strategy in IVF 

laboratories, a multicenter randomized control trial is now required. Embryo development and 

the clinical endpoints should be assessed using standardized definitions to optimize the study 

external validity. Moreover, it could be particularly interesting to measure ROS concentration 

and mitochondrial activity in embryos cultured in monophasic (5%) and biphasic (5%-2%) O2 

concentration, as well as the associated epigenetic changes. 
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CONCLUSION 

Our results suggest that the biphasic (5%-2%) O2 concentration strategy is associated with 

significantly improved IVF outcomes (higher total and usable blastocyst rates and increased 

cumulative LBR) compared with the monophasic (5%) O2 concentration strategy. The wide 

implementation of the biphasic (5%-2%) O2 concentration strategy for preimplantation embryo 

culture in IVF centers could increase the “take home baby rate”, improving IVF cost-

effectiveness and the management of infertile couples. The characterization of the molecular 

mechanisms involved in the improvement of human embryo development and implantation 

potential when using the biphasic (5%-2%) O2 concentration strategy could lead to the 

identification of new therapeutic molecules. Randomized control trials are now needed to 

robustly assess these interesting data.  
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A

ID
Fold Change in blastocysts cultured with biphasic 

strategy compared with monophasic strategy
P-val Gene Symbol Description Group

TC1900010157.hg.1 8.7 0.0004 VN1R84P vomeronasal 1 receptor 84 pseudogene Multiple_Complex
TC1100012614.hg.1 6.55 0.000000492 SNORD14E small nucleolar RNA, C/D box 14E Small_RNA
TC0400010601.hg.1 6.29 0.0185 COX7B2 cytochrome c oxidase subunit VIIb2 Coding
TC0300007657.hg.1 5.98 0.0062 C3orf14 chromosome 3 open reading frame 14 Multiple_Complex
TC1100009450.hg.1 5.74 0.0042 DCPS decapping enzyme, scavenger Multiple_Complex

B ID Fold Change P-val Gene Symbol Description Group

TC0500009587.hg.1 2.92 0.0067 HIGD2A
HIG1 hypoxia inducible domain family, 

member 2A Multiple_Complex

TC0700013458.hg.1 2.21 0.0131 HILPDA hypoxia inducible lipid droplet-associated Multiple_Complex

C ID Fold Change P-val Gene Symbol Description Group

TC0700007132.hg.1 -4.4 0.0413 FKBP9 FK506 binding protein 9 Multiple_Complex
TC1500007814.hg.1 -3.7 0.0116 NEO1 neogenin 1 Multiple_Complex

TC1700008326.hg.1 -3.04 0.0141 TOM1L1
target of myb1 like 1 membrane trafficking 

protein Multiple_Complex

TC0200007200.hg.1 -2.67 0.0042 LTBP1
latent transforming growth factor beta binding 

protein 1 Multiple_Complex
TC0100016476.hg.1 -2.58 0.0166 KIAA0040 KIAA0040 Multiple_Complex

Supplementary Table S1: List of the top-five upregulated genes (A), two hypoxia-induced genes (B), and top-five downregulated 
genes, calculated by Ingenuity Pathway Analysis in blastocysts cultured with the biphasic strategy compared with blastocysts cultured 
with the monophasic strategy. 

 



114 

 

III. Résumé des résultats 

Cette étude monocentrique rétrospective a comparé les stratégies de culture embryonnaire 

biphasiques (5-2%) et monophasiques (5%) chez 120 couples pris en charge en FIV. Chaque 

couple a réalisé une première tentative avec la culture embryonnaire monophasique puis une 

seconde tentative en cas d’échec ou de succès en culture biphasique. Dans un premier temps, 

nous avons mis en évidence une augmentation des taux de blastulation totaux (44,4% vs 54,8%, 

p=0.049) et blastocystes utiles (21,8% vs 32,8%, p=0.002). Le taux de blastulation total 

correspond aux nombre de blastocystes (stade 1 à 6 par la classification de Gardner and 

Schoolcraft (Schoolcraft et al., 1999) obtenus divisés par le nombre d’embryons en culture 

prolongée. Les embryons utiles, eux, sont définis par les blastocystes classés de 3 à 6 (Gardner 

and Schoolcraft) avec un TE de qualité A ou B, c’est-à-dire ayant une qualité compatible avec 

un transfert ou une vitrification pour un replacement ultérieur (Alpha Scientists in Reproductive 

Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011; Schoolcraft et al., 1999). 

Dans un second temps, les résultats des tentatives pour lesquelles une morula (J4) ou un 

blastocyste (J5/J6) avait été transférés ont été évalués. On observe alors une augmentation 

significative des taux cumulatifs de naissances vivantes (17,9% vs 44,1%, p=0.027) lors de 

l’utilisation de la stratégie biphasique par rapport à l’utilisation de la stratégie monophasique.  

Afin de comprendre les mécanismes sous-jacents, j’ai analysé le profil transcriptomique de 12 

blastocystes humains vitrifiés/réchauffés donnés à la recherche, dont six avait bénéficié d’une 

culture monophasique et six autres d’une culture biphasique en O2. L’analyse de leur profil 

transcriptomique a révélé 707 gènes différentiellement exprimés (fold-change >2, p-value 

<0,05) selon la stratégie de culture utilisée. Parmi eux, 93% étaient surexprimés et 7% sous 

exprimés dans les embryons cultivés en stratégie biphasique comparé à ceux cultivés à 5%. Les 

annotations fonctionnelles ont mis en évidence la stimulation de processus cellulaires clés du 

développement embryonnaire tels que ceux de la réparation de l’ADN, de la mitose, du 

développement des organes ou du développement embryonnaire dans les embryons cultivés à 

5-2% d’O2.  

Notre étude est la première à avoir analysé le devenir des tentatives de FIV suite au transfert 

d’embryons cultivés par la stratégie biphasique (5-2% d’O2). Les résultats cliniques suggèrent 

que la stratégie séquentielle 5-2% en O2 serait en faveur du développement embryonnaire et de 

sa compétence à donner une naissance vivante. Des études cliniques prospectives à plus large 

échelle sont nécessaires pour confirmer ces résultats et évaluer l’intérêt de la mise en place de 
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la stratégie biphasique dans les laboratoires d’AMP. Les résultats transcriptomiques ont permis 

d’identifier des mécanismes de régulation qui sont en cohérence avec nos résultats. Néanmoins, 

d’autres études sont nécessaires pour mieux comprendre les voies de signalisation mises en 

place au cours de la stratégie séquentielle.  
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Les résultats de ce travail ont permis de contribuer à la compréhension du dialogue embryon-

endomètre. J’ai mis en évidence l’association de certains miRNA dans l’acquisition du 

phénotype de la réceptivité endométriale et évalué l’intérêt de leur utilisation en tant que 

biomarqueur invasifs et non invasifs dans la prédiction du succès de la FIV. J’ai également 

montré que l’utilisation de la stratégie séquentielle (5-2% d’oxygène) pendant la culture in vitro 

de l’embryon pré-implantatoire était en faveur de son développement et que cette stratégie 

pouvait moduler l’expression de certains gènes clés du développement embryonnaire et de 

l’acquisition de son potentiel implantatoire, soutenant ainsi l’hypothèse que le contrôle du 

microenvironnement pendant la culture embryonnaire est essentiel pour optimiser les résultats 

en AMP.  

I. Les miRNA, biomarqueurs de la réceptivité endométriale 

Cet axe de recherche a permis de caractériser le profil des miRNA pendant la fenêtre 

implantatoire. Celui-ci complète les profils transcriptomiques (Haouzi et al., 2009) et 

protéomiques (Bissonnette et al., 2016) précédemment obtenus par notre équipe. A notre 

connaissance, notre étude est la première à avoir analysé le profil d’expression des miRNA 

endométriaux et circulants selon le statut de la réceptivité endométriale, obtenu grâce au Win-

test et selon le devenir de la tentative après transfert personnalisé d’embryons cryopréservés 

guidé par les recommandations du Win-test. 

A. Les miRNA endométriaux associés au statut de la réceptivité endométriale 

Nous avons identifié 11 miRNA endométriaux significativement associés au statut de la 

réceptivité endométriale. Deux d’entre eux étaient significativement augmentés (miR451a et 

miR1226-5P) et neuf étaient significativement sous exprimés (miR455-3P, SNORD82, 

miR4269, SNORD116-30, miR1468-3P, miR4423-3P, miR4445-3P, miR3128 et miR3148) 

chez les patientes réceptives comparée aux non réceptives. Au total, seul le miR455-3P avait 

également été rapporté dans des précédentes études évaluant l’expression des miRNA pendant 

la fenêtre implantatoire (Altmäe et al., 2013; Kresowik et al., 2014; Kuokkanen et al., 2010; 

Rekker et al., 2018; Sha et al., 2011). Deux de ces études rapportaient la diminution 

significative de l’expression du miR-455-3P au milieu de la phase sécrétoire par rapport au 

début de la phase sécrétoire dans l’endomètre (Rekker et al., 2018; Sha et al., 2011). Nous 

avons validé la sous expression significative du miR-455-3P dans l’endomètre réceptif d’une 

cohorte indépendante de patientes par RT-qPCR. Bien que l’implication précise de ce miRNA 
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dans l’acquisition du phénotype de la réceptivité soit encore méconnue, de récents travaux 

montrent qu’il inhibe la prolifération cellulaire dans le cancer du sein chez l’humain (Wang et 

al., 2017) et également la migration et l’invasion dans des lignées cellulaires de cancer 

pulmonaire (Li et al., 2016). La sous expression du miR455-3P stimulerait également la 

transition épithélio-mésenchymateuse (Li et al., 2021). Or, l’invasion trophoblastique 

embryonnaire nécessite une transition épithélio-mésenchymateuse des cellules épithéliales 

endométriales, transition qui est caractérisée par la polarisation des cellules et le remodelage 

des jonctions cellulaires (Figure 15) (Kolanska et al., 2021). Ainsi, la sous-expression du miR-

455-3P dans l’endomètre réceptif pourrait participer à l’acquisition du phénotype de la 

réceptivité endométriale et favoriser l’implantation en stimulant ces mécanismes cellulaires. 

Nous avons également validé la sous expression du miR-4423-3P (x-1.8, p=0.009) dans 

l’endomètre réceptif. A ce jour, ce miRNA a été peu étudié, son rôle reste donc à élucider. 

Nous nous sommes ensuite intéressés aux voies de régulation qui pourraient être déclenchées 

par la modulation de l’expression des 11 miRNA endométriaux dans l’endomètre réceptif. Pour 

cela, nous avons recherché les cibles potentielles de ces 11 miRNA parmi les 1 012 transcrits 

identifiés dans notre précédente étude transcriptomiques comme étant associés au statut de la 

réceptivité endométriale (Haouzi et al., 2009). Tout d’abord, nous avons observé une sous 

expression majoritaire des miRNA associée à l’acquisition du statut de réceptivité. Cela est 

cohérent avec l’activation transcriptomique nécessaire à la réceptivité endométriale (Haouzi et 

al., 2009). Neuf miRNA parmi les onze trouvés, ciblaient 221 mRNA de la signature 

transcriptomique, dont 209 sur exprimés et 12 sous exprimés dans l’endomètre réceptif. Les 

annotations fonctionnelles réalisées sur Ingenuity® de ces 221 mRNA a mis en évidence leur 

implication dans l’augmentation de la survie cellulaire (45/221) tout en diminuant l’apoptose 

(79/221), ainsi que dans les processus de vasculogenèse (45/221) et angiogenèse (47/221), tous 

deux augmentés dans l’endomètre réceptif. Parmi les 221 mRNA, on a pu observer la 

surexpression du gène S100A10 par le miR1226-5P. Or, S100A10, dont les taux d’expression 

en protéines et mRNA sont surexprimés dans l’endomètre pendant la fenêtre implantatoire, a 

été évalué comme un candidat nécessaire à la décidualisation et à la transformation sécrétoire 

des cellules endométriales (Bissonnette et al., 2016).  Les miRNA que nous avons identifiés 

comme associés au statut de réceptivité participeraient donc à la régulation de processus clés 

dans l’acquisition du phénotype réceptif. 
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Par ailleurs, les annotations fonctionnelles ont révélé le rôle des 221 transcrits ciblés par les 11 

miRNA dans l’amélioration de la migration cellulaire (73/221) et l’invasion cellulaire (43/221) 

ainsi que dans la régulation de la transition épithélio-mésenchymateuse (6/221) et dans les 

mécanismes d’extravasation leucocytaire (6/221). Ces deux mécanismes mimant les processus 

de modification endométriale et d’invasion trophectodermale, les miRNA associés à la 

réceptivité endométriale participeraient également à l’amélioration des processus 

implantatoires. 

Les miR30B et miR30D ont précédemment été identifiés comme biomarqueurs de la fenêtre 

implantatoire dans 5 études comparant l’expression des miRNA selon le statut de réceptivité 

mais ne sont pas observés dans notre étude (Altmäe et al., 2013; Kresowik et al., 2014; 

Kuokkanen et al., 2010; Rekker et al., 2018; Sha et al., 2011). Une hypothèse serait que ces 

miRNA sont spécifiques de la phase du cycle menstruel mais pas du statut réceptif de 

l’endomètre. En effet, ils sont différentiellement exprimés entre des échantillons prélevés au 

milieu de la phase sécrétoire comparés à la fin de la phase proliférative ou au début de la phase 

sécrétoire. Dans notre étude, les biopsies endométriales non réceptives ont été prélevées à P+7 

et P+8 (7 et 8 jours après le début du traitement par la progestérone (P), respectivement) et les 

biopsies réceptives entre P+5 et P+9. Dans les précédentes études, les fenêtres de prélèvements 

étaient plus ciblées (LH+2 pour le début de la phase sécrétoire et entre LH+7 et LH+9 pour le 

milieu de la phase sécrétoire, dans la majorité des études (Table 1, Drissennek et al., page 62). 

De plus, les patientes de notre étude sont en cycle de traitement hormonal de substitution 

contrairement aux patientes incluses dans les précédentes études qui étaient sous cycle naturel. 

Or, le profil d’expression génique est altéré par le traitement hormonal ce qui a un impact sur 

l’acquisition du statut de la réceptivité endométriale (Haouzi, 2015; Ruiz-Alonso et al., 2012). 

L’expression des miRNA est également différente entre l’endomètre d’une patiente sous cycle 

naturel et celui d’une femme en cycle hormonal (Sha et al., 2011). Ces différences de méthode 

peuvent expliquer les disparités observées entre les études précédentes évaluant les miRNA de 

la fenêtre implantatoire en cycle naturel et notre travail axé sur les miRNA de la réceptivité 

endométriale en cycle hormonal de substitution.   

Finalement, le profil d’expression des miRNA reflèterait le statut de la réceptivité dans 

l’endomètre humain. Les miRNA, et notamment le miR455-3P et le miR4423-3P, sont donc de 

potentiels biomarqueurs de la réceptivité et pourraient permettre d’optimiser les protocoles de 

FIV. 
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B. Les miRNA endométriaux associés aux résultats des tentatives 

La prédiction du devenir de la tentative après transfert embryonnaire reste un défi en FIV/ICSI. 

Nous avons identifié 261 miRNA associés aux échecs d’implantation. La majorité de ces 

candidats (94%) étaient surexprimés dans les échantillons endométriaux associés à un échec 

d’implantation. Parmi eux, 14 ont également été rapportés comme étant surexprimés dans 

l’endomètre de patientes RIF pendant la fenêtre d’implantation comparé à des femmes dont 

l’implantation était réussie : miR30d-5p, miR125b-5p, miR146a-5p, miR146b-5p, miR182-5p, 

miR196b-5p, miR342-3p, miR423-3p, miR424-3p, miR744-5p, miR1260b, miR3175, 

miR3609 (Choi et al., 2016; Revel et al., 2011; Shi et al., 2017; Xu et al., 2019) ainsi que le 

miR155-5p (Chen et al., 2021), le plus différentiellement surexprimé dans l’endomètre des 

patientes ayant subi un échec d’implantation de notre étude. Nous avons validé par RT-qPCR 

ce dernier dans une cohorte indépendante de patientes. Le miR155 est sous exprimé dans les 

cellules décidualisées par rapport à des cellules non décidualisées, suggérant que sa 

surexpression pendant la fenêtre implantatoire pourrait être néfaste aux changements 

morphologiques endométriaux nécessaires aux processus implantatoires (Paul et al., 2019). La 

surexpression du miR155-5p inhibe la prolifération, la migration et l’invasion cellulaire de 

cellules humaines endothéliales et musculaires, suggérant que sa surexpression dans 

l’endomètre peut être responsable d’échec d’implantation (Chen et al., 2019; Zhao et al., 2019). 

Enfin, il a été montré que la surexpression du miR155-5p augmentait la génération d'espèces 

réactives de l’oxygène (ROS) néfastes pour le développement embryonnaire (Bedaiwy et al., 

2004; Jiang et al., 2020).  

Nous avons également validé le miR152-3p, surexprimé en cas d’échec d’implantation, dans 

une cohorte indépendante de patientes. Chez la souris, il a été suggéré que le miR152-3P 

jouerait un rôle dans l’implantation embryonnaire ainsi que dans les premiers jours de 

grossesse. En effet, dans les cellules endométriales, l’expression de ce miRNA, induite par la 

progestérone, régule l’expression de GLUT3 (Nie et al., 2019). Or, la présence des GLUT dans 

l’épithélium endométrial joue un rôle important pour maintenir la concentration glucidique du 

fluide utérin (Nie et al., 2019).  

L’analyse fonctionnelle par Ingenuity® a montré que les 261 miRNA différentiellement 

exprimés en cas d’échec d’implantation avaient un impact sur (i) la transition épithélio-

mésenchymateuse, inhibée par les miR155-5P, miR17-5P, miR193a-3P et miR200b-3P (ii) les 

processus d’angiogenèse inhibés chez les patientes en échec d’implantation (iii) l’apoptose, 
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fortement augmentés chez les patientes en échec d’implantation (iv) la prolifération, la 

migration et l’invasion, tous inhibés en cas d’échec (Figure 18). Or, les mécanismes associés à 

la transition épithélio-mésenchymateuse et l’angiogenèse sont indispensables à la mise en place 

d’un endomètre pouvant assurer l’implantation embryonnaire. De plus, la prolifération, la 

migration et l’invasion sont tous des mécanismes impliqués dans l’implantation embryonnaire. 

L’altération de ces différents mécanismes dans l’endomètre tend à expliquer en partie les échecs 

d’implantation. De plus, les miRNA différentiellement exprimés dans notre étude sont 

impliqués dans les processus nécessaires à l’implantation. Quatre miRNA de la famille 181 sont 

surexprimés en cas d’échec d’implantation (miR181a-5p, miR181b-5p, miR181a-2-3p, 

miR181c-5p). L’expression des miR181 est fortement réduite dans l’utérus murin au moment 

de l’implantation, et cette régulation est inversement proportionnelle à celle de la cytokine LIF 

(Chu et al., 2015). Or, LIF est un marqueur de la décidualisation, dont l’expression est 

augmentée dans l’utérus des patientes en milieu et fin de phase sécrétoire pour permettre 

l’implantation embryonnaire (Achache and Revel, 2006). Donc la diminution d’expression du 

miR181 est nécessaire pour augmenter LIF au site d’implantation (Chu et al., 2015). Ainsi le 

miR181 est impliqué dans la mise en place de l’implantation. Par ailleurs, quatre miRNA de la 

famille 125 sont surexprimés en cas d’échec d’implantation (miR125b-5p, miR125b-2-3p, 

miR125a-5p, miR125a-3p). Or, les miRNA125b altèrent l’implantation en supprimant 

l’expression des MMP26, impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire (Chen et 

al., 2016; Liang et al., 2017). En effet, l’inhibition des MMP26 entraîne la diminution des 

capacités de migration et d’invasion, restreignant ainsi l’attachement de l’embryon aux cellules 

endométriales (Chen et al., 2016). Ces résultats suggèrent le rôle des miR125 dans les processus 

d’invasion pendant l’implantation.  
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Figure 18 Analyse fonctionnelle Ingenuity® des miRNA endométriaux associés aux 

échecs d’implantation. A) Inhibition de la transition épithélio-mésenchymateuse par la 
combinaison de 4 miRNA ; B) Inhibition de l’angiogenèse par 10 miRNA surexprimés en 
cas d’échecs d’implantation C) Activation des processus d’apoptose par un groupe de 24 
miRNA surexprimés en cas d’échec d’implantation ; D, E et F) Inhibition de la prolifération 
par 25 miRNA (C), de la migration par 23 miRNA (D) et de l’invasion par 18 miRNA (E) 
régulés dans l’endomètre de patientes ayant subi un échec d’implantation. 

 

Nous avons également mis en évidence 76 miRNA endométriaux associés aux fausses couches 

précoces, dont 88% étaient sur-exprimés dans l’endomètre de patientes qui ont eu une fausse 

couche comparé à des patientes ayant eu une naissance. L’analyse fonctionnelle de ces miRNA 

a révélé leur implication dans l’inhibition de la vasculogenèse et de l’angiogenèse de la 

membrane chorioallantoïde (dont le fonctionnement est identique au placenta des mammifères 

(Ma et al., 2016)) (Figure 19). Le miR-let7a, surexprimé dans l’endomètre de patientes ayant 
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fait une fausse couche, a également été associé à une augmentation des anomalies de migration 

neuronale, que nous pouvons supposer être une cause possible de fausses couches (Figure 19). 

La validation par qPCR dans une cohorte indépendante de patientes, de 5 miRNA sélectionnés, 

n’a pas permis de valider un miRNA comme biomarqueur endométrial d’une fausse couche. 

Les causes des fausses couches sont nombreuses et encore peu connues : les anomalies 

chromosomiques parentales, la consommation d’alcool, l’obésité ou encore un 

dysfonctionnement du système immunitaire sont des pistes non exhaustives (Larsen et al., 

2013). Ainsi, il est probable que les miRNA ne puissent pas être prédictifs de ce phénomène. 

 

Figure 19 Analyse fonctionnelle Ingenuity® des miRNA endométriaux associés aux 

fausses couches. A) Inhibition de la vasculogenèse par la combinaison de 3 miRNA 
surexprimés en cas de fausse couche ; B) Inhibition de l’angiogenèse de la membrane 
chorioallantoïque par le miR181a-5p, surexprimé en cas de fausse couche ; C) Activation des 
anomalies de migration neuronale. 

 

Pour conclure, les miRNA associés au statut de la réceptivité endométriale et au devenir de la 

tentative que nous avons identifiés pourrait servir de nouveaux biomarqueurs. Cependant, des 

études robustes sont nécessaires pour confirmer ces résultats. 

 

 

 



124 

 

C. Les miRNA circulants 

Il est maintenant bien établi que certains miRNA sont circulants et peuvent donc être détectés 

dans le sérum et le plasma sanguins. En effet, leur liaison aux protéines argonaute (Ago2) et 

leur petite taille les protègent de la dégradation dans les fluides biologiques (Arroyo et al., 2011; 

De Guire et al., 2013). Cela ouvrant de nouvelles perspectives pour le développement de tests 

diagnostiques non invasifs, j’ai évalué dans quelle mesure certains des miRNA endométriaux 

associés à la réceptivité endométriale et au devenir de la tentative pouvaient être quantifiés dans 

la circulation sanguine.  

Pour l’heure, aucun miRNA associé à la réceptivité endométriale n’a pu être validé dans le 

sérum. Nos résultats sont cohérents avec ceux obtenus précédemment par d’autres équipes. Les 

résultats obtenus par Rekker et al. ont montré que le profil plasmatique des miRNA était 

constant au cours du cycle menstruel (Rekker et al., 2013) et qu’aucun miRNA sanguin n’était 

différentiellement exprimé entre le début et le milieu de la phase sécrétoire (Rekker et al., 

2018). De même, une autre équipe a caractérisé l’expression de 8 miRNA par qPCR dans les 

exosomes du sérum de patientes prélevés pendant la phase proliférative et le milieu de la phase 

sécrétoire. Parmi eux, seul le miR31 s’est révélé significativement surexprimé dans l’endomètre 

et le sérum pendant la fenêtre implantatoire (Kresowik et al., 2014).  Cela suggère que les 

changements d’expression du miRNome endométrial seraient nécessaires à la régulation locale 

des gènes pendant l'acquisition du phénotype réceptif mais que cette fluctuation tissulaire ne 

serait pas quantifiable dans les sérums.  

L’expression de 5 miRNA endométriaux associés aux échecs d’implantation a été évaluée 

comme étant plus abondante dans le sérum de patientes sujettes aux échecs répétés 

d’implantation (βhCG-) : miR-424-3P, miR-320b, miR-15b-5P, let-7b-5P, let-7c-5P. Les 

différences ne sont cependant pas significatives.  

Peu d’études ont analysé le profil d’expression des miRNA circulants selon la réceptivité et le 

devenir de la tentative et les méthodes utilisées varient entre chacune. Premièrement, les 

miRNA circulants ont été dosés dans le plasma, les exosomes circulants, le sang entier ou 

encore le sérum selon les études (Drissennek et al., 2020; Kresowik et al., 2014; Rekker et al., 

2013, 2018; Yang et al., 2018). Ensuite, nous avons pu observer la variabilité dans le nombre 

de patientes incluses dans chaque étude (de 9 à 114 échantillons) et souvent sans statistiques 

descriptives sur les caractéristiques clinico biologiques associées à chaque groupe. Cela peut 
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engendrer une variabilité dans les résultats obtenus. Dans notre étude, seule 10 patientes ont pu 

être incluses (6 sérums prélevés chez des patientes βhCG- et 4 de patientes βhCG+) et le délai 

de retour sur les résultats de la tentative après transfert embryonnaire représentent des facteurs 

limitants pour notre étude. Pour plus de robustesse, les cohortes de patients pour les études 

d’investigation et de validation de biomarqueurs pour une utilisation clinique doivent être 

précautionneusement choisies. La standardisation des cohortes est d’autant plus importante lors 

de l’étude des miRNA car leur expression transitoire et hautement régulée implique que le taux 

d’expression d’un miRNA donné pourra varier chez une même patiente en fonction du moment 

où l’échantillon aura été prélevé. De plus, nous avons utilisé des puces Affymetrix dans des 

échantillons endométriaux pour la découverte globale des miRNA puis la validation par RT-

qPCR TaqMan pour la validation dans les sérums des miRNA identifiés. Or, ces deux 

technologies ont des fonctionnements différents et les échantillons analysés sont différents. 

Cela peut donc expliquer le faible nombre de miRNA que nous avons pu valider. Plusieurs 

critères rendent complexe l’évaluation des miRNA en tant que biomarqueur. Tout d’abord, 

l’expression des miRNA est souvent tissu-spécifique et un miRNA peut réguler plus d’une 

centaine de mRNA entraînant diverses fonctions. De plus, de récentes études ont montré que 

l’expression des miRNA variait selon l’âge, le sexe et l’origine éthnique des individus 

(Fehlmann et al., 2020; Nassar et al., 2014; Smith-Vikos and Slack, 2012).  

Cependant, les résultats de cette étude rétrospective sont encourageants. L'inclusion d’un 

nombre plus important de patients permettrait d’avoir une meilleure visualisation des miRNA 

pouvant être à l’origine d’échecs d’implantation chez ces patientes et ainsi de pouvoir 

comprendre les évènements initiateurs. Cela devrait permettre à plus long terme de développer 

un nouveau test de diagnostic non invasif pour prédire le succès de l’implantation 

embryonnaire.  

D. Conclusion 

En conclusion, notre travail présente de nouvelles informations pertinentes relatives à la 

réceptivité endométriale tant sur le plan fondamental que clinique. Nos résultats ouvrent de 

nouvelles perspectives dans les stratégies de prise en charge des patientes en AMP.  

A plus long terme, une vision plus claire des mécanismes moléculaires de régulation de la 

réceptivité de l’endomètre devrait permettre d’appréhender plus facilement les défauts de la 

réceptivité endométriale chez les patientes présentant de multiples échecs d’implantation au 
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cours de procédures de FIV. En effet, les miRNA étant impliqués dans la régulation cyclique 

de l’endomètre, il est probable qu’une expression dérégulée de certains miRNA endométriaux 

pourrait affecter ses fonctions cycliques cruciales, voire même affecter l'acquisition du 

phénotype réceptif pendant la fenêtre implantatoire.  

II. Concentration en oxygène in vitro et compétence embryonnaire 

Le laboratoire a mis en évidence l’intérêt d’une culture in vitro séquentielle à 5% d’oxygène de 

J0 à J3 puis à 2% d’oxygène de J3 à J5/J6 pour augmenter significativement le développement 

embryonnaire humain et les taux de naissances vivantes en FIV. En utilisant une approche 

transcriptomique, nos résultats ont permis d’identifier de potentiels mécanismes régulateurs qui 

pourraient participer aux résultats cliniques obtenus.  

A. La stratégie séquentielle améliore les taux de succès en FIV 

Concernant l’étude clinique, les taux de blastocystes totaux (44,4% vs 54,8%, p-value = 0,049) 

ainsi que les taux de blastocystes utiles (21,8% vs 32,8%, p-value = 0,002) sont augmentés avec 

l’utilisation de la stratégie séquentielle comparé à l’utilisation de la culture monophasique 

pendant la culture de l’embryon préimplantatoire. Il en est de même pour le taux cumulé de 

naissance vivante (définit comme la première naissance d’un enfant vivant à plus de 24 

semaines de grossesse après un transfert embryonnaire frais ou congelé au sein d’un même 

cycle de FIV avec ponction ovarienne ; 17,9% vs 44,1%, p-value = 0,027), la proportion de 

nouveau-nés par cycle de FIV avec ponction ovarienne (17,9% vs 50,8%, p-value = 0,009) et 

la proportion de transferts embryonnaires associés à au moins une naissance vivante (10,2% vs 

31,0%, p-value = 0,004). Ces observations sont cohérentes avec l’augmentation des taux de 

blastocystes utiles observée dans l’étude clinique. En effet, le taux de blastocystes utiles par 

cycle est supérieur dans la stratégie séquentielle, ce qui a pour conséquence une augmentation 

du nombre de blastocystes à transférer en frais ou après congélation/décongélation lors d’un 

cycle ultérieur menant ainsi à un taux cumulé augmenté de naissances (Papanikolaou et al., 

2019). De façon intéressante, nous avons également noté une augmentation des transferts 

embryonnaires associés à au moins une naissance vivante, témoignant de l’augmentation du 

potentiel implantatoire intrinsèque des embryons cultivés avec la stratégie séquentielle. La 

stratégie séquentielle augmenterait aussi bien les chances de blastulation que le potentiel 

implantatoire des blastocystes obtenus. 
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Nous pouvons émettre deux hypothèses (potentiellement complémentaires) pour tenter 

d’expliquer ces résultats. 

1. Hypothèse 1 : La stratégie séquentielle diminue l’exposition 
embryonnaire aux espèces réactives de l’oxygène (ROS) 

Dans la respiration aérobie cellulaire, l'oxygène est utilisé pour produire de l'énergie (ATP) lors 

de la phosphorylation oxydative dans la membrane mitochondriale interne (Zorova et al., 2018). 

En cas de défaillance de la chaîne de transport des électrons, des électrons de haute énergie sont 

transférés de manière inappropriée à d'autres molécules et des radicaux libres sont générés 

(Trounce, 2000). Il est estimé que 2 à 3% de l’oxygène consommé par les mitochondries est 

incomplètement réduit menant à la génération de radicaux libres, également nommés espèces 

réactives de l'oxygène (ROS). Ces ROS comprennent les radicaux anioniques superoxydes 

(O2●-), les radicaux hydroxyles (●OH), le peroxyde d'hydrogène (H2O2), les radicaux 

peroxydes organiques (RO●) et l'oxygène moléculaire singulet (1O2). Ce sont des produits 

cellulaires physiologiques du métabolisme oxydatif (Houghton and Leese, 2004).  

Ces ROS peuvent provoquer divers effets embryonnaires néfastes (altération de la synthèse 

protéique, dysfonction mitochondriales, rupture de brins d’ADN, apoptose et fragmentation) 

(Guérin et al., 2001). Il est donc essentiel de diminuer leur production pendant la culture in 

vitro des embryons. En effet, il a été montré que de hautes concentrations en ROS dans le milieu 

de culture d’embryons humains était associé à de faibles taux de fécondations et de clivage 

(Bedaiwy et al., 2004), ainsi qu’à une haute fragmentation embryonnaire (Bedaiwy et al., 2004; 

Lee et al., 2012), à de faibles taux de blastulation (Bedaiwy et al., 2004), à une diminution du 

potentiel implantation embryonnaire (Lee et al., 2012) et à de faibles taux de grossesse en FIV 

(Bedaiwy et al., 2004). Une des hypothèses pouvant expliquer partiellement nos résultats serait 

la diminution de la production de ROS pendant la culture prolongée à 2% d’O2 réduisant ainsi 

les dommages oxydatifs sur les embryons. Ce microenvironnement favorable contribuerait 

alors au succès de la blastulation ainsi qu’à l’acquisition du potentiel implantatoire.  
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2. Hypothèse 2 : La stratégie séquentielle régule des gènes impliqués 
dans le développement et l’implantation embryonnaire 

L’exposition des cellules à de faibles concentrations en oxygène favorise l’activation de 

facteurs de transcription induits par l’hypoxie (Hypoxia Inducible Factors ou HIF) (De Marco 

and Caniggia, 2002). Ces HIF se lient sur des éléments de réponse à l’hypoxie (Hypoxia 

Response Element ou HRE) qui modulent à leur tour l’expression d’autres gènes qui sont donc 

inductibles à l’hypoxie (Chang et al., 2018). Parmi ces gènes, on retrouve deux  transporteurs 

cellulaires de glucose (Glucose Transporteur type 1/3 ou GLUT1 et GLUT3) ainsi que trois 

marqueurs de la pluripotence (octamer-binding transcription factor 4 ou OCT4, SRY-Box 

Transcription Factor 2 ou SOX2 et Nanog Homeobox ou NANOG), facteurs dont la 

surexpression a été décrite dans les cellules souches embryonnaires humaines (hESC) soumises 

à l’hypoxie (Christensen et al., 2015; Forristal et al., 2013) (Figure 20). L’hypoxie pourrait 

également participer à l’éclosion embryonnaire grâce à l’augmentation de la sécrétion de la 

prokinéticine 1 (PROK1) (Brouillet et al., 2012), qui stimulerait à son tour la production de la 

cyclooxygenase 2 (COX2) (Evans et al., 2008), puis l’expression des cathepsins qui participent 

à l’éclosion embryonnaire (Seshagiri et al., 2016). Ces différents processus favoriseraient le 

développement embryonnaire, et pourraient donc expliquer en partie l’augmentation observée 

du taux de blastocystes totaux dans notre étude clinique. L’hypoxie peut également moduler 

des voies de signalisation impliquées dans l’implantation embryonnaire, telles que la 

prolifération, l’invasion, la migration ou les interactions cellulaires embryo-maternelles 

(notamment via les protéines PROK1, MMP9 ou ostéopontine (OPN)) pouvant améliorer 

l’implantation (Figure 20). La surexpression de PROK1 en conditions hypoxiques (Brouillet et 

al., 2012) a notamment été associée à une surexpression de MMP9, enzyme de dégradation du 

collagène de type 4 qui est le principal composant de la matrice extracellulaire endométriale 

(Su et al., 2017). Enfin, la surexpression de l’OPN en conditions hypoxiques (Raja et al., 2014) 

a un rôle positif sur les adhésions cellulaires, notamment les adhésions embryo-endométriales, 

grâce à son interaction avec son ligand l’intégrine !"#3 (Berneau et al., 2019; Kang et al., 

2014).  

Tous ces éléments suggèrent donc que la stratégie séquentielle en oxygène pourrait favoriser : 

le métabolisme énergétique, le maintien de la pluripotence, la croissance et l’éclosion de 

l’embryon ainsi que l’acquisition du potentiel implantatoire via l’augmentation des propriétés 

prolifératives, adhésives, migratrices et invasives du trophectoderme (Figure 20).  
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B. La stratégie séquentielle entraîne une activation transcriptomique 
embryonnaire 

Pour l’étude des profils transcriptomiques embryonnaires, nous avons choisi d’utiliser les puces 

Clariom D car leur sensibilité élevée nous permettait d’analyser chaque embryon 

individuellement sans amplification préalable les transcrits et leur panel de transcrits testés était 

le plus complet pour analyser le transcriptome humain avec plus de 540 000 transcrits 

(Thermofisher, Applied Biosystem, #902922). La comparaison du transcriptome de 12 

blastocystes donnés à la recherche suite à leur culture monophasique (6 blastocystes) ou 

séquentielle (6 blastocystes) a révélé 707 gènes différentiellement exprimés entre ces deux 

conditions.  Il est important de noter que ces embryons donnés à la recherche ont été générés 

dans notre laboratoire pendant la même période que celle de notre étude clinique, bénéficiant 

ainsi des mêmes conditions de culture (milieu, incubateurs, techniciens, protocoles) et de 

congélation/décongélation (kits, protocoles). De plus, les 12 embryons provenaient de 8 couples 

pris en charge pour un protocole de FIV dont les caractéristiques clinico-biologiques étaient 

similaires entre les 2 groupes (âge maternel et paternel, IMC maternelle, AMH, CFA, doses et 

durée de stimulation). Le nombre de blastocystes obtenus après 5 ou 6 jours de culture étaient 

également similaire ainsi que la morphologie des blastocystes utilisés, suggérant que les deux 

groupes de blastocystes étaient comparables pour les principaux facteurs confondants. Parmi 

les 707 gènes différentiellement exprimés, 94% étaient surexprimés dans les blastocystes 

cultivés en stratégie séquentielle, suggérant que la diminution de la concentration en O2 pendant 

la culture prolongée mènerait  majoritairement à une augmentation de l’activité 

transcriptomique.  
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Figure 20 Représentation schématique des potentiels mécanismes impactés par la 

stratégie séquentielle (5-2%) en oxygène pouvant expliquer les résultats cliniques 

obtenus.  A) Rôles de la voie de signalisation mise en place par les HIF, activés par l’hypoxie, 
dans le développement embryonnaire. L’hypoxie agit sur le développement embryonnaire 
par le biais d’éléments HIF qui se fixent sur leur éléments de réponses (hypoxia response 
element ou HRE), modulant alors l’expression de certains gènes tels que GLUT-1 et -3 
(acteurs du métabolisme et de la croissance embryonnaire), OCT4, SOX2 et NANOG 
(marqueurs clés de la pluripotence) ainsi que PROK1, COX2 et les cathepsines (acteurs 
potentiels de l’éclosion) ; B) Rôle de la voie de signalisation mise en place par les HIF, activés 
par l’hypoxie, dans l’implantation embryonnaire. L’hypoxie pourrait moduler l’expression 
de gènes par le biais des HRE tels que PROK1 (acteur de la prolifération, migration et 
invasion trophoblastique), MMP9 (enzyme de dégradation du collagène IV, composant de 
l’endomètre) ou l’OPN (augmentant les interactions embryo-endomètre). GLUT: glucose 
transporter; OCT4: octamer-binding transcription factor 4; SOX2: sex determining region Y-
box transcription factor 2; PROK1: prokineticin-1; COX2: cyclooxygenase 2; MMP9: matrix 
metalloproteinase 9; OPN: osteopontine.; HIF: Hypoxia-inducible Factors; HRE: Hypoxia 
Response Element 

 

 

1. Les voies de signalisation modulées par la stratégie séquentielle 

L’analyse fonctionnelle par Ingenuity® des gènes différentiellement exprimés a été réalisée 

séparément pour les 663 transcrits surexprimés et les 44 transcrits sous-exprimés.  

Concernant l’analyse des transcrits surexprimés dans les embryons cultivés en stratégie 

séquentielle, 6 transcrits (TP53 Induced Glycolysis Regulatory Phosphatase ou TIGAR, THO 
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complex 1 ou THOC1, Ribonucleotide Reductase Catalytic Subunit M1 ou RRM1, DNA 

Polymerase Beta ou POLB, OTU Deubiquitinase 6B ou OTUD6B et interleukine 6 ou IL6) sont 

rapportés comme étant impliqués dans la réparation des dommages à l’ADN et 5 autres (Ajuba 

LIM Protein ou AJUBA, TATA-Box Binding Protein Associated Factor 12 ou TAF12, IL6, G 

Protein Subunit Alpha 12 ou GNA12 et E1A Binding Protein P400 ou EP400) comme 

activateurs de la mitose. La mitose et les mécanismes de réparation de l’ADN étant des 

processus essentiels lors du développement pré-implantatoire, on peut supposer que la 

stimulation de ces processus dans les embryons exposés à 5% puis à 2% d’oxygène participe 

activement à l’augmentation des taux de blastulation observés. Par ailleurs, nous avons observé 

que 11 transcrits surexprimés dans la stratégie séquentielle étaient impliqués dans le 

développement embryonnaire : CTCF (CCCTC-Binding Factor), IL6, KIF22 (kinesin family 

member 22), MALT1 (MALT1 paracaspase), MAP2K4 (mitogen-activated protein kinase 4), 

POLD1 (DNA polymerase delta 1, catalytic subunit), POMT2 (protein O-mannosyltransferase 

2), PPARGC1A (PPARG coactivator 1 alpha), SNAP23 (synaptosomal-associated protein 23), 

TEFM (transcription elongation factor, mitochondrial) et THOC1. Parmi eux, 6 participent à 

l’inhibition de la mort embryonnaire (KIF22, MAP2K4, POLD1, POMT2, SNAP23, TEFM). 

Concernant l’analyse des transcrits inhibés dans la stratégie séquentielle, nous avons 

notamment pu mettre en évidence que la sous expression d’AGER (advanced glycosylation 

end-product specific receptor) et de FLCN (folliculin) pouvaient conduire à l'inhibition de la 

différentiation et de l’apoptose des cellules souches embryonnaires, suggérant un maintien de 

la pluripotence dans la stratégie séquentielle. 

2. Recherche de nouveaux marqueurs de la compétence embryonnaire 

Parmi les 707 transcrits dont l’expression était modulée avec la stratégie séquentielle, j’ai 

sélectionné 5 potentiels candidats pour tenter de les valider dans une cohorte indépendante par 

RT-qPCR. Tout d’abord, j’ai choisi le transcrit DMXL2 dont l’expression était 

significativement différente entre les deux groupes et dont le facteur de surexpression était le 

plus élevé (Dmx like 2, fold change = 3.6, p-value = 2.9x10-5). Ce gène participe au maintien 

de l’homéostasie du glucose (Gobé et al., 2019), processus essentiel pour fournir l’énergie dont 

l’embryon a besoin pour se développer. J’ai ensuite sélectionné HILPDA (Hypoxia Inducible 

Lipid Droplet Associated, fold change = 2.2, p-value = 0.013) et HIGD2A (HIG1 hypoxia 

inducible domain family, member 2A, fold change = 2.9, p-value = 0.007) pour l’induction de 

leur expression par l’hypoxie. De plus, HILPDA code pour un peptide HIG2 (Hypoxia-
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inducible protein 2), activateur de la pluripotence des cellules souches embryonnaires 

(Abujarour et al., 2010). L’augmentation de HIGD2A entraînerait une augmentation de 

l’enzyme cytochrome c oxydase, essentielle pour le maintien de la respiration mitochondriale 

cellulaire (Timón-Gómez et al., 2020). Le quatrième transcrit sélectionné est STK3 

(Serine/threonine kinase 3, fold change = 3.4, p-value = 0.003), dont l’expression est nécessaire 

au développement placentaire grâce à son rôle activateur de la différenciation trophoblastique 

et de la vascularisation placentaire (Du et al., 2014), suggérant son implication dans le maintien 

de la grossesse jusqu’à terme. Parmi les candidats significativement sous-exprimés dans la 

stratégie séquentielle, j’ai choisi NEO1 (neogenin 1, fold change = -3.7, p-value = 0.0116) pour 

son niveau de dérégulation le plus bas.   

De façon surprenante, nous n’avons pas retrouvé HIF1α dans la liste des transcrits 

différentiellement exprimés alors qu’il représente pourtant un acteur clé de la régulation des 

gènes en condition hypoxique. Notre résultat est cohérent avec des résultats observés 

récemment dans des embryons préimplantatoires murins cultivés en stratégie séquentielle (5-

2% O2) (Choi et al., 2021). En effet, les niveaux d’expression d’HIF1α étaient similaires entre 

leurs embryons murins cultivés à 5% de J0 à J4 et ceux cultivés à 5% d’O2 de J0 au stade morula 

(J2) puis 2% jusqu’au stade blastocyste (J4) (Choi et al., 2021). Dans la littérature, il est établi 

que la protéine HIF1α s’accumule dans le cytoplasme puis est transloquée dans le noyau sous 

condition hypoxique pour induire la transcription de certains gènes (Semenza, 2000). Les 

auteurs ont de ce fait évalué la distribution de cette protéine dans les blastocystes murins selon 

leur stratégie de culture et ont ainsi observé une augmentation de la translocation nucléaire de 

la protéine HIF1A dans les embryons cultivés en stratégie séquentielle (Choi et al., 2021). A 

notre connaissance, la présence de ce mécanisme n’a pas encore été évaluée dans les embryons 

humains cultivés en culture monophasique et séquentielle. Il serait intéressant de déterminer les 

taux de translocation nucléaire d’HIF1α dans les blastocystes humains cultivés avec les deux 

stratégies et d’évaluer la participation de ce mécanisme dans l’augmentation de la blastulation 

et du potentiel implantatoire humain lors de prochaines expérimentations. 

Nous tentons actuellement de confirmer par RT-qPCR ces premiers résultats au sein d’une 

cohorte embryonnaire indépendante. Pour cela, nous sommes contraints de regrouper plusieurs 

embryons issus de différents couples donneurs afin d’obtenir un signal suffisant en PCR. A ce 

jour, nous avons réalisé une étude de faisabilité sur 44 blastocystes donnés à la recherche (deux 

groupes de 11 blastocystes pour chaque condition de culture). On observe pour l’instant une 
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tendance non significative à la surexpression des gènes DMXL2, HILPDA, HIGD2A et STK3 

(Annexe 1). Nous avons pour projet de poursuivre cette étude de faisabilité et d’augmenter le 

nombre de blastocystes testés afin de confirmer ou d’infirmer les modulations d’expression de 

ces gènes dans les deux stratégies de culture.  

3. Comparaison avec les autres études 

A notre connaissance, notre étude est la première à avoir établi le transcriptome embryonnaire 

humain en conditions monophasique et séquentielle. Une étude avait évalué l’expression de 6 

transcrits (BCL2 Associated X protein ou BAX, GLUT1, connexine 43 ou CX43, Manganese 

superoxide dismutase ou MnSOD, Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase ou G6PD, et 

HAP70.1) par RT-qPCR dans des blastocystes humains cultivés à 20% d’O2 de J0 à J3 puis à 

20% (n=30 embryons), 5% (n=44 embryons) ou 2% (n=46 embryons) d’O2 de J3 à J5/6 (Yang 

et al., 2016). Leurs résultats montraient des niveaux d’expression similaires pour ces transcrits 

dans des blastocystes cultivés à 20% puis 5% d’O2 en culture prolongée en comparaison avec 

ceux cultivés à 20% puis 2% d’O2 (Yang et al., 2016). Cependant, la culture à 20% d’O2 de J0 

à J3  semblant délétère pour le développement embryonnaire (Nastri et al., 2016), on peut 

supposer que cette première étape de culture bloque ou diminue l’effet positif de la 

concentration physiologique de 2% en O2 lors de la culture prolongée. Mais cette hypothèse n’a 

pas été testée pour l’instant. 

C. Perspectives 

La diminution de la concentration en O2 lors de la culture embryonnaire préimplantatoire doit 

être étroitement contrôlée pour aboutir sur une augmentation du taux de blastulation et le taux 

de naissance vivante. En effet,  une étude en 2010 a évalué l’impact du niveau de concentration 

d’O2 pendant les premiers stades de développement embryonnaire entre J0 et J3, en comparant 

l’effet d’une culture embryonnaire à 5% d’O2 (n=730 ovocytes fécondés) avec l’effet d’une 

culture à 2% d’O2 (n=873 ovocytes fécondés) sur les caractéristiques des embryons clivés 

obtenus. Leurs résultats montrent un effet délétère de l'hyper hypoxie (2%) sur le nombre de 

blastomères à J3 et la qualité des embryons obtenus, sans néanmoins affecter les taux de 

grossesse et de fausse couche par transfert d’embryons J3 (Nakagawa et al., 2010). Cela suggère 

que l’exposition précoce de l’embryon à des taux inférieurs à 5% d’O2 serait délétère sur le 

développement embryonnaire avec un impact faible sur son potentiel implantatoire (Nakagawa 

et al., 2010). Une seconde étude a évalué l’impact de la culture à 3.5% de J0 à J5/6 par rapport 
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à la stratégie monophasique (5%). Leurs résultats montrent une diminution du taux de 

blastulation total à J5 ou J6, par ovocyte fécondé (42% versus 65%, p<0,0001), ainsi qu’une 

diminution du taux d’implantation par embryon transféré (21% versus 30%, p=0,0008) et du 

taux de grossesse clinique par transfert (40% versus 52%, p=0,003) lorsque la culture 

embryonnaire était réalisée sous 3,5% d’O2 (Fawzy et al., 2017).  

A ce jour, ces résultats suggèrent que la stratégie adaptée pour la culture des embryons humains 

serait la stratégie séquentielle définit comme une culture sous 5% d’O2 de J0 à J3 suivi par 2% 

d’O2 de J3 à J5/6, ce qui correspond aux concentrations physiologiques du tractus génital 

féminin (Ng et al., 2018). 

Nous souhaiterions réaliser une étude multicentrique randomisée afin d’évaluer l’intérêt de la 

mise en place de cette stratégie de culture au sein des laboratoires d’AMP. Les conditions de 

culture (pré-gazage des boites de culture, milieux de culture utilisés, culture prolongée de 

l’ensemble des embryons) ainsi que les critères de jugement utilisés (définition des blastocystes 

« utiles », du taux de blastulation et des issues cliniques) seraient clairement définis pour 

optimiser l’extrapolation des résultats obtenus dans le cadre de cette étude. De plus, nous 

pourrions mesurer l’impact des différentes stratégies de culture sur les taux de ROS présentes 

dans le milieu de culture, ainsi que l’activité mitochondriale d’embryons donnés à la recherche 

et cultivés selon ces deux stratégies.  

La compréhension des mécanismes moléculaires qui régissent l’implantation embryonnaire 

dans un endomètre réceptif se heurte à ce jour aux difficultés techniques, légales et éthiques des 

études sur l’embryon humain in vivo et in vitro. Ces obstacles nous poussent à étudier ces 

mécanismes sur des modèles animaux ou des modèles cellulaires in vitro. Nous sommes en 

cours de mise au point d’organoïdes d’embryon (ou embryoïdes) à partir de cellules souches 

placentaires (Sheridan et al., 2020; Turco et al., 2018) afin de disposer d’un modèle cellulaire 

3D nous permettant de mimer les stades précoces de l’implantation humaine. Ce modèle, 

éthiquement plus acceptable, nous permettra d’étudier les mécanismes moléculaires et 

cellulaires mis en jeu lors de la culture séquentielle (5-2% d’O2) (prolifération, survie, 

différenciation cellulaires). Nous avons également pour projet d’utiliser ce modèle 3D en co-

culture sur des cellules endométriales décidualisées afin d’étudier plus en détail les mécanismes 

associés à l’apposition, adhésion et invasion des embryons humains. 

D. Conclusion 
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Nos résultats suggèrent que l’utilisation de concentrations physiologiques en oxygène pendant 

la culture préimplantatoire des embryons humaines amélioreraient les résultats en FIV. Ces 

données préliminaires doivent être confirmées dans une étude prospective multicentrique 

randomisée afin de confirmer ou d’infirmer ces premiers résultats. Des expérimentations sur 

des modèles cellulaires 3D humains pourraient également nous permettre de caractériser les 

mécanismes moléculaires mis en jeu et d’identifier de nouveaux candidats biomarqueurs de la 

compétence embryonnaire, représentant ainsi de nouvelles pistes diagnostiques, pronostiques 

et thérapeutiques pour améliorer la prise en charge des patientes en FIV.  
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La survenue d’une grossesse nécessite une succession d’étapes comprenant la fécondation, le 

développement d’un embryon viable et l’implantation de celui-ci au sein de l’endomètre 

réceptif. Ce travail a mis en évidence de nouvelles pistes en vue d’identifier de nouveaux 

biomarqueurs de la survenue d’une naissance en FIV. D’une part, j’ai identifié 11 miRNA 

comme biomarqueurs de l’endomètre réceptif selon le Win-test® dont 2 ont été validés dans 

une cohorte indépendante de patientes (miR455-3P et miR4423-3P). J’ai également mis en 

évidence la modulation de l’expression de 261 miRNA dans l’endomètre réceptif selon le 

devenir de la tentative (“succès de l’implantation” ou “échec d’implantation”) et validé 2 

d’entre eux dans une cohorte indépendante de patientes (miR152-3P et le miR155-5P). Les 

miR455-3P, et miR4423-3P pourraient donc être de potentiels biomarqueurs de la réceptivité 

endométriale et les miR152-3P et miR155-5P d’échecs d’implantation. 

D’autre part, j’ai mis en évidence la modulation d’expression de 707 transcrits, majoritairement 

surexprimés dans les blastocystes cultivés en stratégie séquentielle (5-2% d’O2) en comparaison 

aux embryons cultivés à 5% d’O2 de J0 à J5/6. Ces gènes semblent impliqués dans des processus 

clés du développement embryonnaire et du potentiel implantatoire (augmentation des 

réparation de l’ADN, de la mitose, diminution de la mort embryonnaire et maintien de la 

pluripotence). Nos résultats suggèrent que l’utilisation de la stratégie séquentielle serait une 

piste intéressante pour améliorer les résultats en FIV.   
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Annexe 

Annexe 1 :  
Etude de faisabilité sur une cohorte embryonnaire indépendante 

 

Introduction : L’analyse du transcriptome d’embryons humains sur puce a permis de mettre 

en évidence la régulation de 707 gènes entre les embryons cultivés en stratégie monophasique 

(5% d’oxygène de J0 à J5/6) et ceux cultivés en stratégie séquentielle (5% de J0 à J3 puis à 2% 

d’O2 jusqu’à J5/6).  

Parmi ces 707 gènes, nous avons sélectionné 5 mRNA : hypoxia inducible lipid droplet-

associated (HILPDA, FC = 2.21, p-value = 0.0131), neogenin 1 (NEO1, FC = -3.7, p-value = 

0.0116), serine/threonine kinase 3 (STK3, FC =  3.41, p-value = 0.0028), Dmx-like 2 (DMXL2, 

FC = 3.6, p-value = 2.9.10-5) et HIG1 hypoxia inducible domain family, member 2A (HIGD2A, 

FC = 2.92, p-value = 0.0067). 

L’objectif est d’évaluer l’expression de ces miRNA par RT-qPCR (transcription inverse-

réaction en chaîne par polymérase quantitative en temps réel ou reverse transcription-

quantitative polymerase chain reaction) dans une cohorte indépendante d’embryons humaines 

donnés à la recherche selon la stratégie de culture utilisée. 
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Matériel et méthode :  

1) Ethique, design de l’étude, procédure de FIV 

L’agence de la biomédecine a autorisé l’utilisation d’embryons humains de FIV donnés à la 

recherche pour l’étude in vitro (NOR : SSAB1816140S). Tous les patients ont signé un 

consentement informé pour le don de leur embryons cryopréservés et pour la collection de leurs 

données cliniques et biologiques. 

Cette étude rétrospective a été menée dans le département de médecine reproductive de l’hôpital 

universitaire de Montpellier entre 2011 et 2019. Au total, 27 couples ont été inclus pour 

l’évaluation par RT-qPCR de l’expression des 5 gènes sélectionnés, dont 17 couples ont donné 

des embryons cultivés en stratégie monophasique et 10 couples ont donné des embryons 

cultivés en stratégie séquentielle. Chaque groupe était constitué de 2 pool de 11 embryons 

représentant 44 blastocystes au total, dont 37 ont été obtenus par ICSI et 7 par FIVc. Les 

patientes étaient sous cycle d’hyperstimulations ovariennes contrôlées.  

Pour la procédure de FIV précise, se référer à la partie « Material and methods » « IVF 

procedures » de l’article Brouillet et al. (pages 86 à 88).  

2) Evaluation des blastocytes, congélation et décongélation 

Les blastocystes ont été évalués à J5/6 selon le système de classification de Gardner & 

Schoolcraft (Schoolcraft et al., 1999). Les blastocystes utiles, définis comme en voie 

d’expansion (stade 3), expansé (stade 4), en voie d’éclosion (stade 5) ou éclos (stade 6) avec un 

trophectoderme de qualité B minimale, ont été cryopréservés. Tous les embryons ont été 

cryopréservés par vitrification et décongelés en suivant les recommandations du fabricant (vit 

kit-freeze et vit kit-Thaw, FUJIFILM Irvine Scientific – Biocare EuropeTM. Les 44 embryons 

de notre étude ont été décongelés par la même personne entre le 20 et le 23 juillet 2021 et 

correspondent aux critères précédemment définis pour les blastocystes utiles. Une fois 

décongelés, les embryons ont été placés à -80°C pour les futures analyses. 

3) Extraction des ARN totaux et RT-qPCR 

Les 11 embryons de chaque pool ont été réunis préalablement à l’extraction et les ARN totaux 

ont été extraits et purifiés en suivant les recommandations du RNeasy Micro Kit Qiagen 

(Cat#74004, Qiagen, Courtaboeuf, France). Les ARN ont été élués dans 10µl finaux de RNAse-

free water et stockés à -80°C. Pour la RT, 8µl d’ARN total de chaque pool a été utilisé et la 

procédure a été réalisée selon les recommandations du fabricant (Applied Biosystems, 
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Villebonsur Yvette, France) comme décrit précédemment (Bissonnette et al., 2016). Pour la 

qPCR, 2µl d’ADN simple brin ont été ajoutés dans 10µl de mix réactionnels contenant 0.25 

µM de chaque primer et 5µl de 2X LightCycler 480 SYBR Green I Master mix (Roche, 

Mannheim, Germany). L’ADN a été amplifié pour 45 cycles avec une température de 63°C en 

utilisant le système de détection du Light Cycle 480 (Roche). L’expression des gènes d’intérêt 

a été normalisée par l’expression du gène de ménage GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase) en utilisant la formule du 2-ΔΔCt : 

2^-((Cp2%gène d’intérêt - Cp2%GAPDH)-(Cp5%gène d’intérêt – Cp5%GAPDH))  

(2, correspondant à l’efficacité de la réaction de PCR)  

Chaque pool a été analysé en triplicat, et plusieurs contrôle négatifs contenant de l’eau ont été 

inclus. Cette méthode permet une quantification relative des résultats. On considèrera un 

résultat comme significatif s’il est supérieur à 2 ou inférieur à 0.5, c’est-à-dire que l’expression 

du gène dans le groupe d’intérêt (2%) sera 2 fois supérieure ou 2 fois inférieure à l’expression 

dans le groupe contrôle (5%). 
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Résultats :  

Les données clinicobiologiques associées aux patients étaient similaires entre les 2 pools de 

chaque groupe et entre les 2 groupes (âges maternels et paternels à la ponction, BMI maternel, 

tabagisme maternel et paternel, AMH, CFA, durée de la stimulation et doses hormonales 

reçues). Excepté pour la moyenne d’AMH qui était significativement supérieure dans le groupe 

5% par rapport au groupe 2% (4.24 vs 1.8, p-value = 0.003) et pour la dose totale de FSH reçue 

pendant la stimulation des patientes qui était en moyenne supérieure dans le groupe 2% (2281 

vs 1773 UI, p-value = 0.006). Enfin, de façon cohérente avec notre étude clinique, le nombre 

d’enfants nés vivants était supérieur dans le groupe 2% (21 vs 17, p-value = 0.005).  

2-ΔΔCt HILPDA = 1.16 ; 2-ΔΔCt NEO1 = 1.12 ; 2-ΔΔCt STK3 = 1.6 ; 2-ΔΔCt DMXL2 = 1.26 ; 2-

ΔΔCt HIGD2A = 1.03 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusion : Aucun gène n’a été significativement validé cependant, nous observons une 
tendance du gène STK3 à être surexprimé dans le groupe 2% par rapport au groupe 5%. 

  

Figure 21 Quantification relative par la formule 2-ΔΔCt de 5 mRNA par RT-qPCR. 
Groupe 2% (blastocystes cultivés en stratégie séquentielle), n=2 pool de 11 embryons. Groupe 5% 
(blastocystes cultivés en stratégie monophasique), n=2 pool de 11 embryons. 
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ABSTRACT  
The transfer of a competent embryo into a uterine cavity during the implantion window is a 
major objective to ensure success in in vitro fertilization (IVF). My thesis work contributes to 
(i) the identification of new biomarkers for the evaluation of endometrial receptivity (ii) the 
understanding of embryo competence in IVF.  

Concerning the first axis, the team has developed the Win-Test®, an endometrial receptivity 
evaluation test based on the search for a specific transcriptomic signature in endometrial 
biopsies taken from patients during their theoretical implantation window. The purpose of this 
test is to determine the appropriate time to replace the embryo. When the “receptive” period is 
identify, it allows the embryo transfer date to be adapted to the patient’s effective window of 
implantation, significantly increasing the pregnancy rate after personalized frozen embryo(s) 
transfer (Haouzi et al, 2020). To date, this test requires two endometrial biopsies and can only 
be performed on a frozen/thawed embryo transfer. In order to overcome these two constraints, 
the objective of my thesis was to participate in the development of a non-invasive approach in 
the evaluation of endometrial receptivity in IVF. Analysis of microRNA expression profiles 
from endometrial biopsies allowed us to identify certain endometrial microRNAs associated 
with endometrial receptivity ("receptive" versus "non-receptive") as well as with the success of 
the attempt ("implantation failure" versus "sucessfull implantation" and "miscarriage" versus 
"birth") (Drissennek, Baron, et al, 2020). My preliminary results indicate that some of these 
microRNAs are detected in the serum of patients, thus opening interesting perspectives for the 
development of a specific non-invasive test of endometrial receptivity. 

The second axis of my thesis focused on the improvement of the development and the early 
implant potential of human embryos. In vivo, the embryo evolves in the fallopian tube until the 
morula stage and arrives in the uterus at the blastocyst stage around D6 post fertilization, in an 
endometrium supposed to be receptive which will be able to ensure implantation. 
Physiologically, it has been shown that the oxygen level is 5% in the fallopian tubes and 2% in 
the uterus. To date, the majority of IVF laboratories in the world use 5% oxygen from D0 to 
D6 for the in vitro culture of human embryos. Our results showed that biphasic in vitro culture 
at 5% oxygen from D0 to D3 and then at 2% oxygen from D3 to D5/D6 (thus mimicking 
physiological oxygen concentrations) significantly improves human embryo development and 
live birth rates in IVF. Using a transcriptomic approach, our results highlighted the different 
expression of 707 genes depending on whether the embryos were cultured at 5% oxygen or at 
5% and then 2% oxygen, with an overexpression of the majority (93.8%) of dysregulated 
transcripts in embryos cultured with biphasic strategy (5-2% oxygen). Functional analysis 
revealed the involvement of these RNAs in key cellular processes of embryonic growth and 
implant potential; such as proliferation, DNA repair and maintenance of pluripotency. These 
results open new perspectives for the improvement of embryonic culture conditions, subject to 
confirmation in a larger scale study.   
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RÉSUMÉ 

Le transfert d’un embryon compétent dans la cavité utérine pendant la fenêtre d’implantation 
est un objectif majeur pour garantir le succès en Fécondation in vitro (FIV). Mon travail de 
thèse contribue (i) à l’identification de nouveaux biomarqueurs d’évaluation de la réceptivité 
endométriale (ii) à la compréhension de la compétence embryonnaire en FIV.  

Concernant le premier axe, l’équipe a mis au point le Win-Test®, test d’évaluation de la 
réceptivité endométriale basé sur la recherche d’une signature transcriptomique spécifique au 
sein de biopsies endométriales prélevées chez des patientes pendant leur fenêtre théorique 
d'implantation. Le but de ce test est de déterminer le moment adéquat pour replacer l’embryon. 
Lorsque la période « réceptive » est identifiée, il permet d’adapter la date du transfert 
embryonnaire à la fenêtre implantatoire effective de la patiente, augmentant significativement 
le taux de grossesses après transfert personnalisé d’embryon(s) congelé(s) (Haouzi et al, 2020).  
A ce jour, ce test nécessite la réalisation de deux biopsies endométriales, et ne peut être réalisé 
que sur un transfert d’embryon congelé/décongelé. Pour tenter de s’affranchir de ces deux 
contraintes, l’objectif de ma thèse a été de participer à la mise au point d’une approche non-
invasive de l’évaluation de la réceptivité endométriale en FIV. L’analyse des profils 
d’expression des microARNs issus de biopsies endométriales nous a permis d’identifier certains 
microARNs endométriaux associés à la réceptivité endométriale (« réceptif » versus « non 
réceptif ») ainsi qu'au succès de la tentative (« échec d'implantation » versus « implantation 
réussie » et « fausse couche » versus « naissance ») (Drissennek, Baron, et al, 2020). Mes 
résultats préliminaires indiquent que certains de ces microARNs sont détectés dans le sérum 
des patientes, ouvrant ainsi des perspectives intéressantes pour la mise au point d’un test non-
invasif spécifique de la réceptivité endométriale. 

Le second axe de ma thèse a porté sur l’amélioration du développement et du potentiel 
implantatoire précoce des embryons humains. En effet, l’embryon évolue in vivo dans la trompe 
de Fallope jusqu’au stade morula et arrive dans l’utérus au stade de blastocyste vers J6 post-
fécondation, dans un endomètre supposé réceptif qui pourra assurer l’implantation. 
Physiologiquement, il a été montré que le taux d’oxygène était de 5% dans les trompes de 
Fallope, puis de 2% dans l’utérus. A ce jour, la majorité des laboratoires de FIV dans le monde 
utilise pourtant 5% d’oxygène de J0 à J6 pour la culture in vitro des embryons humains. Nos 
résultats ont montré qu’une culture in vitro séquentielle à 5% d’oxygène de J0 à J3 puis à 2% 
d’oxygène de J3 à J5/J6 (mimant ainsi les concentrations physiologiques en oxygène) 
améliorerait significativement le développement embryonnaire humain et les taux de naissances 
vivantes en FIV. En utilisant une approche transcriptomique, nos résultats mettent en évidence 
la différentiation d’expression de 707 gènes selon que les embryons aient été cultivés à 5% 
d’oxygène ou à 5% puis 2% d’oxygène, avec une surexpression de la majorité (93,8%) des 
transcrits dérégulés dans les embryons cultivés en stratégie séquentielle (5-2% d’oxygène). 
L’analyse fonctionnelle a mis en évidence l’implication de ces ARNs dans des processus 
cellulaires clés de la croissance et du potentiel implantatoire embryonnaire ; tels que la 
prolifération, la réparation de l’ADN et le maintien de la pluripotence. Ces résultats ouvrent de 
nouvelles perspectives quant à l’amélioration des conditions de culture embryonnaire sous 
réserve de la confirmation sur une étude à plus large échelle. 


