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RESUME en francais

Les traitements anticancéreux utilisés sur la femme jeune conduisent de plus en plus a la
guérison, au prix d’une altération de la fertilité par atteinte significative de la réserve
ovarienne. Ces patientes a risque d’atrésie folliculaire accélérée peuvent bénéficier d'une
sauvegarde de leur fertilité, le plus souvent par techniques conventionnelles d’assistance
médicale a la procréation, permettant la conservation d’ovocytes et/ou d’embryons.
Cependant, ces techniques ne sont pas adaptées aux patientes pré-pubéres ou a celles
porteuses de pathologies imposant un traitement immédiat ou contrindiquant une
stimulation hormonale. Chez ces patientes, la cryoconservation du tissu ovarien est
indiquée. A ce jour, au moins 18 enfants sont nés apres greffes avasculaires de fragments
ovariens cryoconservés, mais ces greffes ont une durée de vie limitée par souffrance
ischémique initiale et comportent un risque de réimplantation de cellules malignes. La
transplantation micro-vasculaire d’ovaire entier a été proposée pour palier la souffrance
ischémique, tandis que l'isolation des follicules primordiaux éviterait la récidive néoplasique
induite par la greffe.

Dans ce travail scientifique, nous nous sommes d'abord intéressés a l'isolation des follicules
primordiaux humains. Par un modele de xénogreffe, nous avons établi que ces follicules
isolés et greffés dans un caillot de fibrine pouvaient poursuivre leur développement jusqu'au
stade antral. Ces travaux ont été précurseurs aux progres récents sur la culture in vitro de
follicules primordiaux encapsulés.

Dans la suite du travail, nous avons contribué a I'étude de la vitrification d'ovaire entier de
brebis avec son pédicule vasculaire. Nous avons ainsi établi 'altération de la viabilité du
pédicule vasculaire de ces organes entiers vitrifiés, alors que des études thermodynamiques
préalables prouvaient que ces pédicules vasculaires étaient bien vitrifiés.

Des phénomeénes de cristallisation étant survenus au réchauffement de ces organes, avec
pour point de départ la zone péri-ovarienne, nous nous sommes intéressés a l'exposition de
ces ovaires lorsqu'ils sont perfusés par les cryoprotecteurs. Nous avons montré que la
perfusion d'ovaires s'accompagne de zones non exposées dans plus de 50% des ovaires
perfusés, d'autant plus que I'expérimentateur est novice, que la surface de la tranche
ovarienne est petite et qu'il existe un corps jaune visible. Ces zones incompletement
exposées seraient donc responsables de cristallisation lors de la vitrification de |'organe,
catalysant une prise en glace globale de I'organe lors du réchauffement. Le probléme serait
donc plus dans une exposition incompléte aux cryoprotecteurs que dans la nature méme de
ces cryoprotecteurs.

L'équipe lyonnaise avait déja rapporté I'absence d'efficacité du protocole de vitrification
utilisant le cryoprotecteur « VS4 » dans le rétablissement de la fertilité de brebis. Nous avons



confirmé que ['utilisation du cryoprotecteur « VM3 » (vitrifiant de maniére plus performante
que « VS4 »), ne permettait pas non plus le rétablissement de la fertilité apres auto-
transplantation d'ovaires vitrifiés a la brebis. En revanche, nous avons obtenu une gestation
apres auto-transplantation d'ovaire de brebis cryoconservé par congélation lente, ce qui est
le deuxieme cas rapporté au monde. Nos résultats suggerent que cette vitrification
incomplete due a une mauvaise exposition des ovaires est I'un des principaux obstacles a la
conservation de la fertilité par vitrification d'ovaire entier avec son pédicule vasculaire.

TITRE en anglais

Alternatives to grafting of ovarian cortical strips in the fertility preservation of young girls to
be treated by gonadotoxics agents:

Contribution to studies of isolates primordial follicles xenografting and of cryopreservation
of whole ovary with its vascular pedicle.

RESUME en anglais

Anticancer treatments used in young women more and more lead to recovery, but with
fertility disturbance due to ovarian reserve insults. These women at risk of accelerated
follicle atresia can safeguard there fertility. Most of the time, it is performed with
conventional Assisted Reproductive Techniques, allowing ovocytes or embryos banking.
However these treatments are available neither for girls before puberty, nor when the
disease requires emergency treatments, nor for hormone dependant disease. In these cases,
ovarian tissue cryobanking is indicated. To date, at least 18 babies have been born after
cryopreservation and replacement of ovarian cortical strips but these grafts have a short
lifespan due to initial ischemic damages and can reintroduce cancer cells on a cured woman.
To control ischemic damage, cryopreservation of whole ovaries with their vascular pedicle
has been proposed whereas isolation of early follicles could manage the cancer
reintroduction risk.

In this scientific work, we first focused on isolation of early follicles. Using a xenograft model
to mice with plasma clot as a vehicle, we showed that human isolated follicles can pursuit
their development up to antral stage. This work motivates further progress in in-vitro culture
of encapsulates early follicles.

In the second part of this work, we contributed to knowledge on vitrification of whole ewe
ovaries with their vascular pedicle. We thus established impaired vascular viability of whole
“VS4” vitrified ovaries, whereas previous calorimetric studies founded these vascular
pedicles to be completely vitrified.



As warming phase crystallization happened, starting from the area surrounding the ovary,
we focused on the ovarian exposition when it is perused with cryoprotectors. We showed
that unexposed parts are present in more than 50% of perfused ovaries, as much as the slide
surface is small, a corpus luteum is present and the experimenter is inexperienced. These
unexposed zones could be responsible for focal freezing during vitrification, these frozen foci
catalyzing the whole organ ice crystallization during the warming phase. Hence, whole ovary
vitrification failure could be due to improper cryoprotectors exposition of the organ rather
than the inability of these cryoprotectors to promote proper tissue vitrification.

Our team already failed to preserve fertility with “VS4” vitrified ewe ovaries. Neither were
we able to preserve fertility with “VM3” vitrified ewe ovaries (this last cryoprotector being a
more potent vitrificant solution than “VS4”), suggesting that vitrification is an inappropriate
way to cryopreserve whole ewe ovaries for fertility purpose. On the other hand, we obtained
a gestation after transplantation of slow frozen ewe ovaries. This gestation is the second
reported worldwide. Our results suggest that vitrification of whole ovaries is impaired by
improper cryoprotector exposition of ovaries through perfusion route.
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« La vérité vaut bien qu’on passe quelques années a la trouver »

André Gide
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PREAMBULE, QUESTIONS AUXQUELLES LA THESE REPOND

Certaines situations cliniques, comme le cancer, imposent des traitements susceptibles
d’altérer la fertilité. Longtemps, le monitorage des conséquences des chimiothérapies sur la
fonction ovarienne s’est cantonné a I'observation d’une défaillance ovarienne profonde,
traduite cliniquement par la survenue d’'une aménorrhée plus au moins réversible (Ataya
and Moghissi, 1989, Brincker et al., 1987, Brougham and Wallace, 2005, Oktay and
Sonmezer, 2008, This, 2008). Parmi toutes les femmes traitées pour un cancer (tous ages
confondus), le risque global d’insuffidance ovarienne précoce est de I'ordre de 60 % (Franke
et al., 2005). Force est de constater que, méme lorsqu’elle est transitoire, I'aménorrhée

signe la survenue d’altérations ovariennes irréversibles. L’age de la ménopause est ainsi plus
24



précoce parmi les femmes ayant subi un arrét iatrogéne plus ou moins prolongé des regles
(Byrne et al., 1992, Partridge et al., 2007). Or, la diminution de la fertilité peut constituer
I"'unique manifestation clinique de I'épuisement des follicules ovariens, dont I'aménorrhée
chimio-induite (ACI) n’est qu’un médiocre reflet (Meirow, 2000). Ces derniéres années, les
progrés de la cancérologie en matiére de survie ont été tels (Early-Breast-Cancer-Trialists'-
Collaborative-Group, 1998) que la question qui se pose avec acuité est dorénavant celle de la
qgualité de vie (Wenzel et al., 1999). La fertilité tient une place clé dans celle-ci pour les

patientes en age de procréer.

Cette prise de conscience n’est pas limitée au cancer, puisque d’autres maladies bénignes
s’accompagnent aussi d’une altération gonadique, soit directement (syndrome de Turner),

soit par leurs traitements (endométriomes, maladies inflammatoires chroniques).

Toutes ces maladies touchent souvent les adultes jeunes ou les enfants et ne permettent pas
d’utiliser des techniques classiques de conservation embryonnaire, pour lesquelles un(e)
partenaire est nécessaire. Le probléeme est moins grave chez le gargon puisque les
techniques d’assistance médicale a la procréation employées en cas d’infertilité masculine
sont performantes (ICSI, prélevement testiculaire), et que la préservation gamétique
(cryoconservation du sperme) est bien maitrisée. En revanche, chez la fille ou la jeune
femme, aucune technique ne permet de pallier efficacement I'insuffidance ovarienne. Le
besoin d’un diagnostic préclinique et précis des altérations de la fonction ovarienne chimio-

induites s’est donc fait sentir.

Les cryoconservations ovocytaires et embryonnaires sont des moyens possibles pour
conserver la fertilité féminine, mais ils ne peuvent étre réalisés que sur des patientes
pubéres, ayant le temps d’avoir une stimulation ovarienne et dont la maladie ne patira pas

de I"'exces d’oestradiol associé a la stimulation ovarienne.

D’autres stratégies basées sur la conservation du tissu ovarien se sont donc imposées et des
grossesses ont été rapportées. Cependant, ces méthodes sont encore peu proposées, du fait
d’'un manque trop fréquent d’informations données a la patiente avant un traitement
pouvant retentir sur la fertilité (Mancini et al., 2008). Les raisons possibles de ce manque

d’informations sont soit la méconnaissance des praticiens, soit leur réticence face a des
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technigues encore en évaluation ou jugées encore trop peu efficaces pour étre largement
recommandées dans la pratique courante. Quoi qu’il en soit, il appartient aux Médecins et
aux Chercheurs d’informer et de convaincre, afin de susciter une prise de conscience et une
modification des pratiques vers plus de sauvegarde de la fertilité. Les sociétés savantes de
Gynécologie-Obstétrique des Etats Unis, du Royaume Uni et de France ont joué leur réle
d’information, en recommandant I'utilisation de techniques de conservation de la fertilité en
cas de traitement anticancéreux (ACOG, 2005, Bringer-Deutsch et al.,, 2010, Mead et al.,
2007). Les Chercheurs doivent donc, de leur c6té, améliorer les techniques a disposition
pour qu’elles aient plus de crédibilité. C'est ce a quoi nous nous proposons de contribuer, a

notre niveau, dans cette Thése de Science.

Apres avoir fait le point sur I'impact des traitements anticancéreux sur la fertilité, nous
verrons les avantages et limites des différentes techniques conventionnelles de conservation
de la fertilité. Les méthodes de sauvegarde de la fertilité basées sur la cryoconservation de
cortex ovarien constituant leur principale alternative, nous en exposerons les succés chez la
femme, avec les 19 enfants nés depuis 2004. Nous en verrons aussi les limites, I'ischémie de
néoangiogénese et I'activation massive des follicules primordiaux responsables d’une faible
survie des greffes, le risque de réintroduction de cellules malignes. Nous évaluerons le
potentiel de sauvegarde de la fertilité par les autres méthodes de conservation de tissus
ovariens, notamment l'isolation folliculaire pour xénogreffe et la conservation d’ovaire
entier avec son pédicule vasculaire. Dans cette thése, nous testerons ainsi si une isolation
des follicules et leur xénogreffe seraient capables de maintenir la croissance de follicules
humains. Nous nous intéresserons aussi au potentiel de sauvegarde de la fertilité par
vitrification d’ovaire entier avec son pédicule vasculaire dans le modele ovin, avec I'étude de
la viabilité vasculaire de l'ovaire apres protocole de vitrification utilisant la solution
cryoprotectrice « VS4 », et test In vivo d’'un nouveau protocole de vitrification plus
performant utilisant la solution cryoprotectrice « VM3 » : la sauvegarde de la fertilité chez la
brebis pas transplantation microchirurgicale d’ovaires cryoconservés. Le « VS4 » est un
mélange de 3 agents cryoprotecteurs (DMSO, formamide et propyléne glycol) a 7,48
moles/litre, tandis que le « VM3 » contient 6 agents cryoprotecteurs (DMSO, éthylene glycol,
formamide polyvinylpyrrolidone, et des molécules antigel appelées Supercool X-1000 et

Supercool Z-1000) a 8,4 moles/litre (Fahy et al., 2004).
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Cette partie met a jour un article de revue publié en francais, et dont nous sommes co-
auteur. (Article 5: Mise au point: traitements anticancéreux et réserve ovarienne. Cf.

annexe)

Bien que responsables d'une augmentation notable de la survie, les traitements
gonadotoxiques entrepris peuvent aussi nettement compromettre la qualité de vie,
notamment du fait de la toxicité gonadique non négligeable de ces traitements. Cette prise
de conscience récente des soignants et des patientes conduit désormais a des demandes de
plus en plus fréquentes de conservation de la fertilité. La solution la plus éprouvée dans ce
cas est la cryoconservation embryonnaire, a condition que la patiente soit pubere et en
couple, que la pathologie ne contre-indique pas la stimulation ovocytaire et que le
traitement gonadotoxique ne soit pas une extréme urgence. Si la patiente n'a aucun
partenaire, les oocytes matures (Mll) peuvent étre cryoconservés, soit par congélation lente
soit par vitrification. Bien que largement utilisée dans d’autres circonstances (autogreffes de
glandes parathyroides en cas de thyroidectomie totale), la cryoconservation suivie de
transplantation de tissu est encore au stade de la recherche quand il s’agit de tissu ovarien
et I'expérience est limitée. C'est cependant la seule technique de conservation de la fertilité
disponible pour les filles pré-pubéres. Elle peut en outre étre appliquée dans toutes les

situations.

1.1. Cancer chez I'enfant et adulte jeune : un probleme de santé publique

1.1.1. Fréquence croissante des cancers chez I'enfant et I'adulte jeune

Le cancer est un probleme majeur de santé publique des pays développés. Ainsi, en France,
selon les projections de l'institut de veille sanitaire, 158 343 nouveaux cas de cancer étaient
attendus chez la femme en 2011, soit chez 5 femmes pour 1000

(http://www.invs.sante.fr/Dossiers-thematiques/Maladies-chroniques-et-

traumatismes/Cancers derniére consultation le 13/05/2012). De méme, au Royaume Uni,

154 201 femmes ont développé un cancer en 2008, soit toujours 5 femmes pour 1000

(http://info.cancerresearchuk.org/cancerstats derniére consultation le 13/05/2012). Enfin,
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aux Etats Unis, 790 740 femmes seront atteintes par un cancer en 2012 (Siegel et al., 2012),
soit encore 5 femmes pour 1000. En France, comme dans ces pays, l'incidence du cancer
chez la femme est en tres légere augmentation (0.7% d’augmentation entre 1987 a 2006 aux
Etats-Unis) (Jemal et al., 2010). Malgré la controverse, I'incidence des cancers de I'adulte
jeune connaft une bien plus forte augmentation. En effet, on estime actuellement qu’une
femme sur 46 sera atteinte d’un cancer avant I'dge de 40 ans aux Etats-Unis (Siegel et al.,
2012), alors que cette probabilité était de 1 sur 49 il y a deux ans (Jemal et al., 2010). Il en
est de méme pour les cancers de I'enfant, dont I'incidence augmente régulierement de 0.5%
par an depuis 1975 dans ce pays (Siegel et al., 2012). Enfin, au Royaume Uni, l'incidence des
cancers des patients de moins de 40 ans a augmenté de 40% dans les 30 dernieres années,
passant de 30 cas pour 100 000 en 1979 a 41 cas pour 100 000 en 2008

(http://info.cancerresearchuk.org/cancerstats derniére consultation le 13/05/2012). Pour la

France, les données étudiant cette tendance ne sont pas disponibles. Cependant, en 2011,
833 cancers chez la fille de moins de 15 ans et 24 682 cancers chez la femme de moins de 50

ans étaient attendus (http://www.invs.sante.fr/Dossiers-thematiques/Maladies-chroniques-

et-traumatismes/Cancers derniére consultation le 13/05/2012).

1.1.2. Des traitements plus efficaces, une survie accrue

Le taux de mortalité féminine par cancer a notablement diminué dans les pays développés,
de 12.3% entre 1990 et 2006 aux Etats Unis (Jemal et al., 2010), de 16% entre de 1978 a

2008 au Royaume Uni (http://info.cancerresearchuk.org/cancerstats derniére consultation le

13/05/2012), grace aux progrés remarquables de la prévention, du dépistage et des
traitements du cancer. Chez I'enfant, I'augmentation de la survie est encore plus marquée
gue chez I'adulte. Le taux de mortalité par cancer chez I'’enfant de moins de 15 ans aux Etats
Unis est en effet passé de 4.9/100 000 en 1975 a 2.2/100 000 en 2008 (Siegel et al., 2012).
Dans ce pays, la survie a 5 ans des enfants de moins de 15 ans atteints de cancer était de
58% en 1975, elle est actuellement de 83% (Siegel et al., 2012). Ainsi, de plus en plus
d’enfants et d’adultes jeunes ont été, sont ou seront efficacement traités pour un cancer.

Les cancers de I'enfant sont donc de plus en plus nombreux et leurs traitements permettent
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donc une survie de plus en plus élevée. En 2010, au Royaume Uni, une personne sur 650

devait étre survivante d’un cancer de I'’enfance (Wallace et al., 2005).

1.2. Effets des traitements anticancéreux sur la fertilité féminine

Des traitements dont la toxicité immédiate est maitrisée permettent maintenant la guérison,
au prix d’effets secondaires a long terme, comme l'altération de la fertilité. Ainsi, chez la
jeune femme, ces traitements, toxiques pour les follicules primordiaux (Donnez et al., 2006),
induisent un risque 4 a 27 fois plus élevé de ménopause précoce (Larsen et al., 2003). Aprées
un cancer de I'enfance, les chances d’étre meére sont actuellement multipliées par 0,81
(IC95% 0,7-0,9) chez 1 441 femmes (Green et al.,, 2009). Elles étaient multipliées par 0,85
(1C95% 0,78-0,92) dans une cohorte de 1223 adultes survivant d’un cancer de I'enfance en

1987 (Byrne et al., 1987).

1.2.1. La chimiothérapie

1.2.1.1. Mécanismes de gonado-toxicité

Au niveau ovarien, la toxicité des chimiothérapies entraine une altération de la maturation
folliculaire, ainsi qu’une diminution irréversible de la réserve en follicules primordiaux,
follicules qui ne sont pas renouvelables (Falcone and Bedaiwy, 2005). Les manifestations de
cette diminution pourront classiquement prendre deux formes cliniques : d’une part
I'aménorrhée transitoire, lorsque le capital folliculaire est suffisant pour une reprise des
cycles menstruels (Chiarelli et al., 1999), d’autre part I'aménorrhée permanente (ou
extinction ovarienne précoce). Sur les coupes histologiques d’ovaires de patientes exposées
a des traitements de chimiothérapie, les lésions vont d’une simple diminution de la densité
des follicules jusqu’a leur disparition compléte et la fibrose ovarienne (Falcone and Bedaiwy,
2005). L'analyse de fragments de cortex ovarien a également mis en évidence une
diminution du compte des follicules primordiaux ainsi qu’une altération fonctionnelle du

30



stroma (Oktem and Oktay, 2007). Sur le plan du mécanisme, l'utilisation d’'un modéle de
souris avec xénogreffe de tissu ovarien humain a montré une destruction folliculaire précoce
par apoptose, suite a I'administration de cyclophosphamide (Oktem and Oktay, 2007). En
exposant des souris a une chimiothérapie gonadotoxiques (doxorubicine), un mécanisme
d’apoptose accru a, en effet, été mis en évidence dans les follicules primordiaux, au niveau
de I'ovocyte et dans les cellules prégranuleuses (Morita et al., 2000, Perez et al., 1997). Ces
aspects d’apoptose des follicules primordiaux ont aussi été observés sur des fragments
ovariens de patientes exposées a la chimiothérapie (Meirow, 2000). En plus de I'atteinte
directe des follicules primordiaux par apoptose, la chimiothérapie peut altérer le stroma
ovarien et ses vaisseaux, conduisant a une fibrose ovarienne focale avec disparition des
follicules primordiaux et a I'occlusion vasculaire (Meirow et al., 2007). A notre connaissance,
aucune étude n’a été plus loin dans la description des mécanismes moléculaires de
I'altération du fonctionnement ovarien induite par la chimiothérapie. Nous ne savons donc
pas pourquoi les ovaires présentent une sensibilité particulierement importante a certaines
chimiothérapies, d’autres ayant un effet beaucoup plus limité. Dans I'agenda de recherches
d’une revue récente, Sonmezer et Oktay ont d’ailleurs appelé de leurs voeux des études

fondamentales sur ce sujet (Sonmezer and Oktay, 2010).

1.2.1.2. Les chimiothérapies et hormonothérapies a risque

Chez la jeune fille, il est clairement établi que les traitements anticancéreux altérent la
réserve ovarienne. Le tableau 1 récapitule les traitements a risque.

La plupart des protocoles anticancéreux ayant recours a des associations de produits, il est
souvent difficile de déterminer la contribution individuelle relative de chaque substance
(Brougham and Wallace, 2005). De plus, beaucoup d’autres facteurs, dont la maladie elle-
méme, peuvent contribuer a ce dysfonctionnement ovarien. Les parametres pronostiques
les plus importants sont I’dge de la patiente, la classe de chimiothérapie utilisée et la dose
cumulative (Wallace et al., 1989, Wallace et al., 1991, Whitehead et al., 1983, Whitehead et
al., 1982). La chimiothérapie semble entrainer un risque important d’insuffisance ovarienne

prématurée, d’autant plus lorsqu'elle comporte des agents alkylants.

31



Risque fort Risque moyen Risque faible
Cyclophosphamide (MA) Cisplatine (OP) Vincristine (AP)
Ifosfamide (MA) Carboplatine (OP) Vinblastine (AP)
Chlorméthine (MA) Doxorubicine (AC) Méthotrexate (AM)
Chlorambucil (MA) Adriamycine (AC) Mercaptopurine (AM)
Melphalan (MA) 5-fluoro-uracile (AM)
Busulfan (ES) Actinomycine (I)
Procarbazine (T) Bléomycine (1)
Dacarbazine (T)
Thiotépa (El)

Tableau 2. Chimiothérapies a risque pour la fertilité (Donnez et al., 2010, Oktay and Sonmezer, 2008, Wallace et al.,
2005). Alkylants : moutardes azotées (MA), organopalatines (OP), triazénes (T), esters sulfoniques (ES), éthyléne-
imine (EI). Intercalants : Anthracyclines (AC), Indépendants (I). Poison du fuseau : alcaloide de la pervenche (AP).
Antimétabolites : (AM)

Les agents alkylants entrainent des cassures de I’ADN, indépendamment de la division
cellulaire (Wallace et al., 1989). Byrne et al. ont répertorié les femmes traitées par alkylants
et radiothérapie avant I'age de 20 ans et ont constaté que 42 % de ces femmes étaient
ménopausées a I'age de 31 ans, versus 5 % dans le groupe témoin (Byrne et al.,, 1992).
L’emploi des agents alkylants augmenterait donc le risque d’extinction ovarienne précoce
par un facteur de 9 (Byrne, 1999). Dans une autre étude plus générale sur 168 patientes,
Meirow et al. ont estimé le risque d’insuffisance ovarienne définitive aprés traitement par
alkylants (hors cisplatine) : 'odd-ratio (OR) est de 3,98 (P < 0.004) par rapport aux patientes
non-traitées (Meirow, 2000). Parmi les autres produits testés et largement utilisés en
chimiothérapie, le cisplatine (alkylant OR 1,77) et les alcaloides de plantes (OR 1,22;

entrainent des aneuploidies) n’avaient pas d’effet significatif. Les anti-métabolites
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semblaient protecteurs (OR<1), mais la publication ne précisait pas si |'effet était significatif.
Les anthracyclines (intercalants), mutagénes, peuvent entrainer des mutations sur les
ovocytes en maturation. Leur demi-vie est trés courte, I'effet sur la réserve ovarienne n’a
pas été démontré, ni testé dans cette publication. Une grande étude de cohorte récente a
confirmé les données précédentes. Green et al. ont en effet étudié les facteurs prédictifs de
fertilité chez 1 441 femmes survivantes d’un cancer de I'enfance (Green et al., 2009). D’apres
cette étude, l'utilisation d’alkylants comme le cyclophosphamide ou la lomustine était
associée a une chance diminuée de fertilité future (RR 0,8 1IC95% 0,68-0,93 et RR 0,44 IC95%
0,24-0,8, respectivement), alors que la doxorubicine (intercalant) semblait la protéger (RR
1,22 1C95% 1,04-1,41). D’une maniere étonnante, le cisplatine, la procarbazine et les
moutardes azotées (tous alkylants) n’avaient pas d’effet significatif. Les autres traitements
comme la vinblastine (poison du fuseau), la cytosine arabinoside (antimétabolites),
I’etopiside et la teniposide (inhibiteurs de la topoisomérase Il) n’avaient pas non plus d’effet
significatif. Il y aurait donc une toxicité gonadique particuliére associée a certains alkylants,
comme le cyclophosphamide. Malheureusement, a notre connaissance, aucun travail
contribuant a I'explication moléculaire de cette toxicité gonadique particuliere n’a été
publié. Ces données sont les plus fiables disponibles. Cependant, n’étant pas issues d’une
randomisation, il est possible qu’un biais de recrutement nous conduise a des conclusions
non applicables a d’autres populations. De plus, la stratégie employée ne prenait pas en
compte I'éventuelle potentialisation de deux produits. Ainsi, un doute persiste sur
I’association busulfan cyclophosphamide, responsable de 100% d’insuffisance ovarienne
précoce pour un auteur (Meirow and Nugent, 2001), et protectrice par rapport au Busulfan
seul, pour un autre (Teinturier et al., 1998). L’effet des taxanes sur la réserve ovarienne a été
peu étudié et les résultats sont contradictoires (Mailliez et al., 2011). Certains auteurs
(Donnez et al., 2010, Oktay and Sonmezer, 2008, Wallace et al., 2005) ont classé les
chimiothérapies selon leur risque estimé d’atteinte gonadique et sont arrivés aux mémes
conclusions. Le Tableau 1 compile les classements de ces auteurs. Au regard des données
pragmatiques exposées ci-dessus, il pourrait étre discuté de rétrograder la position de
certaines chimiothérapies comme la doxorubicine dans un groupe a plus faible risque.

L’hormonothérapie indiquée lors d’'un cancer du sein avec récepteurs positifs aux stéroides

sexuels est retrouvée comme facteur indépendant d’aménorrhée chimio-induite dans la
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plupart des études (Bines et al., 1996, Han et al., 2009). Le tamoxifene serait responsable
d’une aménorrhée définitive chez 10% des patientes traitées (Goodwin et al., 1999). A notre
connaissance, le mécanisme conduisant a la persistance de cette aménorrhée (hormonal ou
lésionnel sur les follicules ovariens) n’est pas élucidé, comme son éventuel effet sur la

fertilité.

1.2.1.3. Les ages arisque

L'age de la patiente au moment du traitement est un facteur pronostique déterminant. En
effet, le risque d’atteinte gonadique augmente avec I'age, I'impact d’'une diminution du
nombre de follicules étant sans doute plus néfaste lorsque la réserve ovarienne est déja
diminuée (Petrek et al., 2006). Cela est vrai pour le cancer de I'’enfant ol un diagnostic a un
age jeune (inférieur a 15 ans) améliore significativement les chances de fertilité future chez
la fille (Green et al., 2009). De méme, chez les adolescentes traitées par chimiothérapie, le
risque d’extinction ovarienne précoce est augmenté d’un facteur 4 tandis qu’il est augmenté
d’un facteur 27 chez des femmes de 21 a 25 ans (Larsen et al., 2003). Chez les femmes de
plus de 25 ans traitées pour cancer, le taux d’aménorrhée peut atteindre 80 a 90 % ; toutes
ces patientes présenteront potentiellement une extinction ovarienne précoce et seules 5 %
obtiendraient une grossesse spontanée (Schilsky et al., 1981). Chez les patientes plus agées,

I’extinction ovarienne est quasi systématique (Meirow, 2000).

1.2.2. Les thérapeutiques moléculaires ciblées

Les thérapeutiques moléculaires ciblées sont dirigées spécifiquement contre des molécules
jouant un réle dans la carcinogeneése de la tumeur concernée. Elles se sont développées ces
dernieres années au point de faire partie des standards thérapeutiques, comme |'imatinib et
la nilotinib pour la leucémie myéloide chronique, le rituximab pour le lymphome malin B a
grandes cellules CD20+ (Blay, 2006). Pour les cancers du sein localisés exprimant HER2, le
Trastuzumab (Herceptin™) en traitement adjuvant a fait la preuve de son efficacité (Smith et

al., 2007). Peu de travaux sont disponibles sur I'impact reproductif de ces traitements chez la
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femme. Une extinction ovarienne a été rapportée sous imatinib (Christopoulos et al., 2008),
mais I'imputabilité du traitement est discutable (Malozowski et al., 2008). L'imatinib inhibe
la voie c-Abl-TAp63 impliquée dans la toxicité folliculaire du cisplatine chez la souris
(Gonfloni et al., 2009). Il semble que ce mécanisme soit aussi présent dans des lignées de
cellules humaines et qu’un traitement par imatinib (Glivec™) puisse I’enrayer. Un traitement
par Glivec™ ou par d’autres thérapeutiques ciblées pourrait donc protéger la fertilité, plus

que l'altérer (Woodruff, 2009). Des études comparatives sont attendues pour le confirmer.

1.2.3. Laradiothérapie

La dose stérilisante diminue avec |'age et avec I'association a d’autres agents

gonadotoxiques comme la chimiothérapie (Meirow and Nugent, 2001).

L’exposition des ovaires a de hautes doses de radiation entraine des Iésions ovariennes, avec
deux cibles : les cellules de la granulosa d’une part, entrainant une atrophie folliculaire, et
d’autre part les artérioles ovariennes, entrainant une sclérose ovarienne (Morice et al.,
2010). Cest le cas pour les pathologies malignes hématologiques, notamment lorsque
I'irradiation des aires ganglionnaires pelviennes est indiquée, ou lors de lirradiation
corporelle totale avant greffe de moélle. Les effets ovariens dépendent de la dose. Cela a
bien été démontré chez la souris avec une déplétion des follicules primordiaux dose-
dépendante. Les doses basses entrainent une insuffisance ovarienne prématurée se
manifestant a distance du traitement, tandis que les hautes doses entrainent une
stérilisation immédiate (Gosden et al., 1997). Les ovocytes deviennent pycnotiques
immédiatement aprées l'irradiation, puis la chromatine se condense et I'enveloppe nucléaire
se rompt, les ovocytes étant ainsi remplacés par de la fibrose (Himelstein-Braw et al., 1978).
Chez la femme, plusieurs travaux ont cherché a déterminer la dose de radiothérapie critique
entrainant une perte de la fonction ovarienne ; une relation dose-dépendante a ici aussi été
mise en évidence (Chiarelli et al., 1999). La dose entrainant une perte de 50 % des follicules
(DL50) serait inférieure a 2Gy (Wallace et al., 2003). Dans I’étude d’une large cohorte de 1
441 femmes survivantes d’un cancer de I'enfance (Green et al.,, 2009), les antécédents
d’irradiation pelviennes (utérus et ovaire) de 5 a 10 Gy étaient associés de maniére

indépendante et significative a deux fois moins de chances d’étre mére (RR 0,56, IC95%
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0,37-0,85). Comme pour la chimiothérapie, I’age de la patiente est un facteur pronostique
important : chez une patiente jeune, la dose de 20 Gy entraine une insuffisance ovarienne
définitive, tandis qu’au-dela de 40 ans, 6 Gy seulement ont cet effet (Lushbaugh and
Casarett, 1976, Wallace et al., 2005). Les effets de la radiothérapie ne semblent d’ailleurs pas
limités a I'ovaire puisque les foetus de patientes ayant préalablement été irradiées sur le
pelvis auraient plus de fausses couches, retard de croissance, mort foetale in utero et méme
de déces néonataux (doses supérieures a 10 gy), suggérant un effet utérin (Maltaris et al.,
2006, Signorello et al., 2010). Celui-ci est d’ailleurs retrouvé en cas d’antécédents
d’irradiation pelvienne, avec souvent une atrophie endométriale et myométriale, et une
diminution du flux sanguin utérin. Lirradiation corporelle totale est un traitement utilisé
pour conditionnement avant greffe de moelle. L'incidence des grossesses aprés un tel
traitement serait de moins de 3 %, avec un pronostic cependant plus favorable si la dose est
fragmentée (Socie et al., 2003). En effet, en plus des effets néfastes de l'irradiation sur
I'ovaire et I'utérus, une atteinte radique hypothalamo-hypophysaire peut aussi altérer les

chances de grossesse future (RR 0,6 1C95% 0,44-0,83) (Green et al., 2009).

1.3. Pathologies a risque

1.3.1. Cancers

Dans le cas du cancer, en plus de I'effet délétére du traitement, la maladie peut, par elle-
méme, détériorer la fertilité. Le tableau 2 récapitule les cancers dont la maladie et le
traitement mettent la patiente a risque d’infertilité selon Wallace et al. (Wallace et al.,

2005).

1.3.1.1. Cancer du Sein

Le cancer du sein est la pathologie maligne la plus fréquente de la femme en age de procréer
(Wu et al., 2005). En France, en 2011, 10 411 nouveau cas de cancers du sein étaient

attendus chez les femmes de moins de 50 ans, soit 19,6% des cas de ce cancer
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(http://www.invs.sante.fr/Dossiers-thematiques/Maladies-chroniques-et-

traumatismes/Cancers derniére consultation 13/05/2012). On estime qu’environ 6 300

nouveaux cas de cancer du sein sont diagnostiqués chaque année chez des patientes de

moins de 40 ans, en France (Mailliez et al., 2011).

Cancers pédiatriques

Cancer de I'adulte jeune

Risque fort (>80%)

Risque moyen

Risque faible (<20%)

Radiothérapie localisée au

pelvis

Sarcome des tissus mous:

grade IV (métastatique)

Sarcome d’Ewing

métastatique

Maladie de Hodgkin

traitements alkylants

Chimiothérapie pour

greffe de moelle

Irradiation corps entier

Leucémie myéloblastique

accutisée

Hepatoblastome

Ostéosarcome

(irradiation >24 Gy)

Sarcome d’Ewing non

métastatique

Sarcome des tissus mous:

grade Il ou llI

Neuroblastome

Lymphome non-

Hodgkinien

Maladie de Hodgkin

traitements alternatifs

Tumeur cérébro-spinale

Leucémie

lymphoblastique accutisée

Tumeur de Wilms

Sarcome des tissus mous:

grade |

Tumeur germinale (avec
préservation gonadique,

sans radiothérapie)

Rétinoblastome

Tumeur cérébrale

(irradiation <24 Gy)

Rabdomyosarcome génital

Sarcome rétro péritonéal

Tumeurs osseuses

Cancer de l'ovaire

Cancer du sein

Cancer du col

Cancer rectal

Tableau 2. Cancers a risque pour la fertilité (Wallace et al., 2005)

Au Royaume Uni, le cancer du sein est le cancer le plus fréquent de la femme avant 40 ans, 1

350 cas de cancer du sein sont ainsi diagnostiqués chaque année chez des femmes de 35 a
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39 ans (http://info.cancerresearchuk.org/cancerstats derniére consultation le 13/05/2012).

Aux Etats-Unis, on estime que 15 % des cas de cancer du sein se produisent avant I'age de 40

ans (Jemal et al., 2007).

En résumé, un cancer du sein sur 4 se produit avant la ménopause, et 15% d’entre eux se
produisent avant 45 ans. Plus de 90% des cancers du sein sont diagnostiqués au stade local
ou locorégional de la maladie, avec des survies respectives a cing ans de 97% et de 79%

(Ghafoor et al., 2003).

Les traitements du cancer du sein étant de plus en plus efficaces, une attention grandissante
a été portée aux effets secondaires de ces traitements qui peuvent, a long terme,
compromettre la qualité de vie. Avec I'augmentation de I'age de la premiére grossesse dans
les pays développés, certaines femmes ont di faire face au cancer du sein alors que leur
projet de grossesse n’était pas encore concrétisé. La chimiothérapie adjuvante, bénéfique
chez des femmes jeunes a risque de récidive (2005, Clarke et al., 2008), a aussi eu pour

conséquence d’altérer leur réserve ovarienne et de les rendre infertiles.

Les multiples protocoles de poly-chimiothérapie rendent difficile I'incrimination d’un
médicament précis et les études rapportent surtout l'incidence de I'aménorrhée chimio-
induite. La fréquence de I'aménorrhée aprés chimiothérapie dépend du protocole utilisé
(Minton and Munster, 2002), de I'age de la patiente et de I'utilisation ou non du tamoxiféne
(Petrek et al., 2006). Certaines études ont d’ailleurs utilisé cet événement cliniqgue comme
indicateur de I'efficacité thérapeutique dans le cancer du sein (Bianco et al., 1991), bien que
cette question reste controversée (Walshe et al., 2006). De toute facon, la survenue d’une
grossesse apres guérison d’un cancer du sein semble protectrice contre le risque de récidive
(Kim et al., 2011). L'incidence de I'aménorrhée chimio-induite rapportée dans la littérature
est comprise entre 0 et 96 % pour les protocoles basés sur les anthracyclines, 42,2 a 71 %
pour le protocole cyclophosphamide, méthotrexate, 5-fluoro-uracile (CMF) et 50 a 77 % pour
le protocole cyclophosphamide, épirubicine, 5-fluoro-uracile (CEF) (Sonmezer and Oktay,
2006). Les taxanes, qui ont été récemment ajoutés a ces protocoles, ont un effet encore
indéterminé (Mailliez et al., 2011, Reh et al., 2008). Aucun marqueur de réserve ovarienne

n’a pu prédire efficacement la survenue de I'aménorrhée chimio-induite (Yu et al., 2010).

38



Le pronostic en terme de fertilité est donc difficile a établir. En effet, ce cancer survient le
plus souvent a I'age ou la réserve ovarienne altérée rend déja la fertilité incertaine. De plus,
il apparait que le cancer du sein aurait un impact négatif sur les marqueurs de réserve
ovarienne, avant tout traitement (Su et al., 2010) et pourrait donc par lui-méme altérer la
fertilité. Enfin, le pronostic de fertilité est souvent surestimé, en réduisant son évaluation au
retour des régles (Reh et al., 2008). Les méthodes de sauvegarde de la fertilité sont donc

parfaitement légitimes (Decanter and Gligorov, 2011).

Le risque de métastase ovarienne semble faible en cas de cancer du sein au stade local ou
locorégional. Une cryoconservation de tissu ovarien est donc souvent envisageable pour

sauvegarder la fertilité.

1.3.1.2. Cancer du col de l'utérus

Le cancer du col de 'utérus est le deuxiéme cancer le plus fréquent de la femme jeune. Tous
les ans, dans le monde, environ 500 000 femmes sont touchées par le cancer du col de
I"'utérus (Waggoner, 2003). La moitié d’entre elles ont moins de 35 ans. Au Royaume Uni,
avec 700 cas par an, c’est méme le premier cancer diagnostiqué chez la femme de moins de

35 ans (http://info.cancerresearchuk.org/cancerstats derniére consultation le 13/05/2012).

En France, en 2011, 1 366 cas de cancer du col de |'utérus devaient survenir chez des

femmes de moins de 50 ans (48,6%) (http://www.invs.sante.fr/Dossiers-

thematiqgues/Maladies-chroniques-et-traumatismes/Cancers derniére consultation

13/05/2012). Grace au dépistage et bientot, sans doute aussi, grace a la vaccination, les
femmes des pays développés sont de plus en plus épargnées par ce cancer (1,5% des cancers

de la femme prévus en 2012 aux U.S.A) (Siegel et al., 2012).

Il semble exister deux pics de fréquence, 'un entre 30 et 34 ans, et l'autre, a 75 ans

(http://info.cancerresearchuk.org/cancerstats derniére consultation le 13/05/2012). Chez la

femme jeune, on rencontre aussi beaucoup de formes précancéreuses (néoplasies intra-

épithéliales ou cervicales intra épithélial neoplasia, CIN).
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Pour les stades la (cancer du col dans sa forme micro-invasive) et Ib (de moins de 2cm),
respectivement une conisation en marges saines et une trachélectomie avec
lymphadénectomie ccelioscopique peuvent étre discutées si la patiente désire conserver sa
fertilité (recommandations FNCLCC) (Martin et al., 1999, Stehman et al., 2003). Il n’y a pas de
chimiothérapie adjuvante, parfois de la radiothérapie (Dargent et al., 2000). Les grossesses
ultérieures seront alors a haut risque d’accouchement prématuré (Roy and Plante, 1998). Les
patientes aux stades plus avancés et celles a un stade précoce avec risque de récidive ont
une indication d’irradiation pelvienne plus ou moins para-aortique et parfois de
chimiothérapie concomitante (Haie-Meder et al., 2005) susceptible d’altérer leur fonction
ovarienne et leur fertilité (Keys et al., 1999). L’hystérectomie élargie est de toute facon
indiquée dans ces cas (Waggoner, 2003). Nous ne parlerons pas ici de la possibilité des
meéres porteuses, la gestation pour autrui étant interdite en France. En cas de fécondation in
vitro pour sauvegarde de la fertilité, les patientes peuvent saigner abondamment de la lésion
cancéreuse de leur col de l'utérus lors de la ponction d’ovocytes (Sonmezer and Oktay,

2010).

Du tissu ovarien peut étre recueilli pour cryoconservation lors de la chirurgie carcinologique
initiale. Cependant, il peut exister un risque de métastase ovarienne. Le type histologique
épidermoide, le plus fréquent, ne métastase que rarement a l'ovaire, alors que
I'adénocarcinome peut métastaser aux ovaires jusque dans 12% des cas (Shimada et al.,
2006). Les patientes éligibles pour une radiothérapie pelvienne exclusive peuvent bénéficier
d’une transposition ovarienne. Cependant, cette attitude donne des résultats variables en
terme de sauvegarde de la fertilité, probablement du fait de lésions vasculaires et de I'effet
de lirradiation sur l'utérus. Il en est de méme pour toute patiente recevant de la
radiothérapie pelvienne, par exemple pour le cancer du rectum, le cancer avancé du corps
de l'utérus, I'ostéosarcome et les tumeurs de la moelle épiniére. Tous ces cas peuvent, en
théorie, bénéficier de sauvegarde de fertilité par cryoconservation de tissu ovarien.
Cependant, ces cas se présentent rarement, car ces cancers atteignent peu les femmes en
age de procréer ou parce qu’ils sont suffisamment avancés pour imposer des mesures

rendant impossible la grossesse (hystérectomie).
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1.3.1.3. Cancer de 'endomeétre

Peu de cancers de 'endomeétre sont diagnostiqués chez des femmes en age de procréer. En
France, en 2011, ce cancer était attendu chez 327 femmes de moins de 50 ans (4,8% des cas
de ce cancer), tandis qu’au Royaume Uni, 539 femmes ont développé ce cancer avant 50 ans
en 2011 (7% des cas de ce cancer). Il en est de méme pour I'hyperplasie atypique de

'endometre.

Chez les femmes en age de procréer porteuses d’un adénocarcinome ou d’une hyperplasie
atypique de I'endomeétre, la prise en charge classique repose sur I'hystérectomie totale avec
annexectomie bilatérale. Si la patiente souhaite une grossesse, le principe d’un traitement
conservateur peut néanmoins étre considéré. Il repose sur un traitement anti-gonadotrope
(progestatifs + analogues de la GnRH) pendant 3 a 6 mois, permettant la stabilisation ou la
régression des lésions sous le couvert d’'une surveillance attentive. 437 patientes ayant
bénéficié de cette attitude ont récemment fait I'objet d’'une revue de la littérature (Koskas et
al.,, 2012), 311 patientes étaient porteuses d’un adénocarcinome endométrioide bien
différencié tandis que 126 avaient une hyperplasie atypique. Dans plus de la moitié des cas,
c’est au cours d'un bilan d’infertilité que la Iésion d’hyperplasie atypique ou
d’adénocarcinome a été mise en évidence. Elles avaient en moyenne 31,2 ans, étaient
obeses dans un tiers des cas et infertiles dans la moitié des cas (Syndrome des Ovaires
PolyKystiques). Parmi les patientes porteuses d’adénocarcinome, 78% ont vu leur Iésion
régresser sous traitement, mais 29% ont récidivé a I'arrét de celui-ci. Les patientes porteuses
d’hyperplasie atypique ont vu leur |ésion régresser sous traitement pour 91% d’entre elles,
mais 21% ont récidivé a I'arrét de celui-ci. Une hystérectomie a été finalement réalisée dans
42,4% des cas : dans 37,1% des pieces d’hystérectomies, la |ésion semblait avoir évolué mais
elle ne dépassait le stade utérin strict que dans 8,9% des cas. Cependant, deux déceés ont eu
lieu (0,49%). Parmi les 408 patientes traitées et évaluées, 130 patientes ont pu obtenir au
moins une grossesse (31,9%). Au total, 154 grossesses ont permis la naissance de 114

enfants vivants, souvent aprés Assistance Médicale a la Procréation (54%).

Il parait donc licite de proposer ce traitement conservateur dans le cadre stricte des

patientes jeunes, avec des chances de grossesse, atteintes d’'une forme de cancer limitée et
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différenciée (adénocarcinome endométrioide), apres stadification ccelioscopique. Le
contréle se fera a 3 mois par hystéroscopie diagnostique associée a une biopsie
d’endometre. On proposera |I"hystérectomie apres la grossesse (Jadoul and Donnez, 2003,
Wang et al., 2002) ou en cas de progression de la maladie. La conservation de tissu ovarien
paralt peu utile ici. Il parait en effet peu probable que ces fragments ovariens a haut risque
de métastase puissent un jour bénéficier a une patiente déja agée, pour étre utilisés afin de

générer des embryons et permettre une gestation pour autrui.

1.3.1.4. Etats précancéreux et cancer de 'ovaire

Comme pour le cancer du col, le probleme du cancer de I'ovaire est avant tout celui de la
possibilité du traitement conservateur. En France, 621 cancers de 'ovaire étaient attendus
en 2011 chez les femmes de moins de 50 ans (http://www.invs.sante.fr/Dossiers-

thematiques/Maladies-chroniques-et-traumatismes/Cancers).

Les tumeurs germinales malignes de l'ovaire requiérent un traitement chirurgical
conservateur ainsi qu’un traitement par chimiothérapie (Peccatori et al., 1995). Il s’agit
d’une tumeur rare de l'ovaire (environ 100 nouveaux cas par an en France, donnée
Orphanet), mais qui survient chez la femme jeune, et dont il existe différents types
histologiques. Les protocoles de chimiothérapie correspondant sont également variables, le
plus souvent a base de cisplatine et/ou carboplatine ou cyclophosphamide. Les données
disponibles montrent une fertilité conservée apres traitement (Gaffan et al., 2003,
Gershenson, 1988, Kanazawa et al., 2000). Une étude de cohorte a suivi 86 patientes
présentant une tumeur germinale de l'ovaire traitée par chirurgie conservatrice *
chimiothérapie et une grossesse a pu étre obtenue dans 76 % des cas (Tangir et al., 2003).
Ces résultats ont été corroborés par le suivi de 28 patientes rapportant 18 % d’infertilité
induite, ainsi qu’une autre étude de cohorte de 81 patientes ayant eu une chirurgie
conservatrice avec chimiothérapie adjuvante, ol seule une patiente a présenté une
aménorrhée chimio-induite parmi les patientes pubéres (Zanetta et al., 2001). Les multiples
protocoles de chimiothérapie, la variabité de la gravité de I'atteinte initiale et un nombre de

cas faible rendent difficile une interprétation plus fine.
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Moins de 20 % des cancers épithéliaux de I'ovaire surviennent chez la femme en age de
procréer et la moitié sont des tumeurs borderlines (Duska et al., 1999). Le traitement
conservateur a d’abord été proposé pour les tumeurs borderlines de I'ovaire et ce, jusqu’aux
stades Il et lll (Camatte et al., 2002, Morice et al., 2001). Pour le cancer épithélial de I'ovaire,
le traitement chirurgical conservateur se discute dorénavant pour les stades la + jusqu’a Ic,
de bas grade, non a cellules claires (Borgfeldt et al., 2007, Farthing, 2006, Kesic, 2008). La
chimiothérapie, a base de sels de platine, est recommandée a partir du stade Ic
(recommandations FNCLCC 2008). Nous disposons de quelques suivis de cohorte pour les
femmes ayant eu un traitement conservateur et une chimiothérapie pour cancer de 'ovaire.
Dans la publication de Schilder et al., 20 patientes ont recu de la chimiothérapie, et le taux
de conception ultérieur est de 71 % (Schilder et al., 2002). Une étude francaise
multicentrique a évalué la pertinence du traitement conservateur et rapporte dix grossesses
pour 34 patientes (Morice et al., 2005). Enfin, tres récemment, Park et al. ont suivi 62
femmes ayant eu un traitement conservateur pour tumeur de I'ovaire, essentiellement des
stades la a Ic, parmi lesquelles 48 ont recu de la chimiothérapie (Park et al., 2008). Toutes les
patientes ont recouvré des cycles et 15/19 patientes souhaitant une grossesse ont pu étre
enceintes. Donc, la tendance est a la sauvegarde de la fertilité dans les formes limitées ou a
malignités atténuées des tumeurs épithéliales de I'ovaire (Koutlaki et al.,, 2011). Le
retentissement de ces tumeurs sur la réserve ovarienne reste encore incertain. Il parait donc
licite, a l'occasion d’une chirurgie d’exérese difficile nécessitant I'ovariectomie, de
sauvegarder du tissu ovarien sain emporté par |'ovariectomie. Une équipe francaise a ainsi
rapporté son expérience de 23 tentatives de cryoconservations ovariennes en cas de
suspicion de tumeur a malignité atténuée, ayant permis une cryoconservation ovarienne
chez 9 patientes. Le prélévement n’a pas pu étre réalisé chez 2 patientes avec kyste bénin, 5
patientes finalement porteuses d’un cancer, 4 patientes ayant eu une kystectomie simple et
3 patientes pour lesquelles le prélevement n’a pas été techniquement possible (Fain-Kahn et
al.,, 2009). Les récidives de ces tumeurs se faisant presque toujours sous la forme d’une
malignité atténuée, une future autogreffe pourrait étre envisageable sous stricte
surveillance, a moins que les progres scientifiques la rendent superflue pour le

rétablissement de la fertilité. Cette attitude élégante est donc a recommander.
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En présence de la mutation BRCA-1, le risque cumulatif de développer un jour un cancer de
I'ovaire est d’environ 60%, tandis qu’il est de 10 a 20% chez les porteuses de la mutation
BRCA-2 . Par ailleurs, le risque de développer un jour un cancer du sein chez les porteuses de
BRCA-1 est de 80 a 90%. Méme si le risque de cancer péritonéal ne peut étre complétement
écarté en cas de portage de ces mutations, une ovariectomie prophylactique est
recommandée une fois le projet de grossesse accompli ou vers 35 a 40 ans, afin de diminuer
les risques de cancer du sein et de I'ovaire (Kauff and Barakat, 2007). La cryoconservation de
fragments de cortex ovarien peut étre proposée a ces patientes pour sauvegarder leur
fertilité. Cependant, la fréquence des cancers infra-cliniques détectés lors des examens
anatomopathologiques des pieces d’ovariectomie atteignent 2 a 18,5% (Kauff et al., 2002,
Rebbeck et al., 2002). Replacer ces fragments dans le corps de la patiente fait donc courir un
risque carcinologique non négligeable. Certains ont proposé une autogreffe hétérotopique
afin de surveiller étroitement ces fragments et de les retirer facilement une fois la grossesse
obtenue. D’autre parient sur I'amélioration des techniques in vitro permettant peut-étre
dans I'avenir une folliculogénése extracorporelle. Enfin, certains prévoient de se débarrasser
du stroma ovarien pour pratiquer I'autogreffe de follicules isolés. Méme si ces techniques
sont de l'ordre de la recherche, voire pour certaines d’entre elles de la science fiction, il

semble licite, en pariant sur I'avenir, de prélever ces tissus.

1.3.1.5. Cancers hématologiques

Dans certaines hémopathies malignes, comme les lymphomes malins et les leucémies
aigués, I'onco-fertilité prend tout son sens. En effet, ces maladies touchent volontiers
I'enfant et [I'adulte jeune. Elles sont traitées presque exclusivement par radio-
chimiothérapie, a des doses ou ces traitements sont gonadotoxiques. Leurs survies sont
excellentes. Ainsi, en France, en 2011, 44 lymphomes non Hodgkiniens étaient attendus chez
la fille de moins de 15 ans (0,8% des cas), et 677 cas étaient attendus chez la femme de
moins de 50 ans (12,9% des cas). De méme, 41 lymphomes Hodgkiniens étaient attendus

avant 15 ans (4,5% des cas) et 689 cas avant 50 ans (75% des cas). Enfin, 243 leucémies
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aigués étaient attendues avant 15 ans (13,5% des cas) et 572 cas avant 50 ans (31,7% des

cas) (Données de l'institut de veille sanitaire).

Le traitement des lymphomes est potentiellement pourvoyeur d’infertilité induite. Peu
d’études récentes utilisant des protocoles modernes de chimiothérapie se sont intéressées a
la fertilité féminine. Les protocoles les plus utilisés sont CHOP (doxorubicine, bléomycine,
vinblastine et prédnisone) et CHOP 21 (cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine,
prédnisone). lls sont connus pour ne pas entrainer de stérilisation définitive. Une étude
récente a évalué la fertilité de 13 patientes traitées par intensification de CHOP. En 70 mois,
une patiente a présenté une extinction ovarienne précoce, alors que huit ont congu
spontanément (Dann et al., 2005). Il y a peu de données sur des protocoles plus agressifs,
tels BEACOPP (bléomycine, etopiside, doxorubicine, cyclophosphamide, vincristine,
procarbazine, et prédnisone) ou CHOP 14 et CHOP/etopiside (Behringer et al., 2005, Grigg,
2004).

La question se pose avec acuité pour la maladie de Hodgkin de bas stade, ou les taux de
survie a cing ans aprés quatre cures d’adriamycine, bléomycine, vinblastine et dacarbazine
(ABVD) et radiothérapie adjuvante sont de 98 %. La question de la qualité de vie prend alors
tout son sens. L’ABVD est réputé pour ne pas altérer la fertilité et des grossesses sont
rapportées (Brusamolino et al., 2000). Un suivi a long terme de dix ans a été réalisé aupres
de 67 femmes traitées pour maladie de Hodgkin de bas stade par chimiothérapie et
radiothérapie focalisée (Brusamolino et al., 2006). Parmi les 59 patientes en age de procréer,
33 % ont présenté une aménorrhée transitoire pendant ou apres le traitement, aucune n’a
présenté d’aménorrhée permanente. Dix de ces patientes ont pu étre enceintes, pour un
total de 18 grossesses. Les auteurs concluent a une innocuité ovarienne de I'ABVD
(Brusamolino et al., 2006). Une autre étude a suivi 103 femmes de moins de 40 ans, traitées
pour maladie de Hodgkin par radiothérapie, chimiothérapie ou association des deux
(Horning et al., 1981). Dans cette étude, 20 grossesses sont rapportées, sans augmentation
du nombre de fausses couches ou d’anomalies congénitales. Enfin, la cohorte la plus
importante décrite comporte 405 patientes, agées de moins de 40 ans au moment du
diagnostic (Behringer et al., 2005). Les taux d’aménorrhée dépendent de I’age de la patiente,

avec un taux plus important si I’age est supérieur a 30 ans, du stade plus ou moins avancé de
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la maladie et du protocole de chimiothérapie -le protocole BEACOPP étant le plus délétere.
Cependant, on sait que les études basées sur la survenue d’une grossesse n’évaluent pas
bien la fertilité, car la grossesse dépend d’autres facteurs : désir de la patiente, facteurs

masculins, utérins, pour ne citer qu’eux.

La greffe de moelle osseuse et ses traitements associés représentent sans doute le contexte
thérapeutique au pronostic le plus sombre en matiére de fertilité (Clark et al., 1995), méme
lorsqu’ils sont pratiqués chez I'enfant (Chiarelli et al., 1999, Teinturier et al., 1998). En effet,
seulement 19 % des filles ainsi traitées auront une fonction ovarienne normale (Thibaud et
al., 1998). Chez les patientes plus agées, plusieurs études rapportent un risque trés élevé,
quasi systématique, d’insuffisance ovarienne définitive (Apperley and Reddy, 1995, Meirow,
2000), bien que des cas isolés de récupération spontanée aient été rapportés (Chatterjee et
al., 1994, Rahhal and Eugster, 2008). L’altération ovarienne post-greffe de moelle est
constante, que le conditionnement soit obtenu par de hautes doses de chimiothérapie avec
ou sans irradiation corporelle totale ou par une irradiation totale simple (voir paragraphe
Radiothérapie). Toutes les options de préservation de la fertilité doivent donc étre

envisagées dans ce cas.

1.3.1.6. Ostéosarcomes

Dans le traitement de I'ostéosarcome, des protocoles a base de méthotrexate, cisplatine et
doxorubicine * ifosfamide et étoposide sont utilisés, en chimiothérapie néo-adjuvante ou
adjuvante (Winkler et al.,, 1988). Les observations dans la littérature rapportent une
persistance des cycles chez les patientes traitées et |'obtention de grossesses a l'issue du
traitement (Hosalkar et al., 2004). Le suivi a plus de dix ans de 54 femmes traitées pour
ostéosarcome, dont 26 patientes post-pubéres, ne rapporte aucun cas d’aménorrhée chimio
induite, toutes les patientes désirant une grossesse ayant été enceintes (Greenberg et al.,
1994). Un suivi de cohorte plus récent de 36 patientes a abouti aux mémes conclusions

(Bacci et al., 2000). La sauvegarde de la fertilité n’est sans doute pas nécessaire dans ce cas.

1.3.2. Pathologies non cancéreuses retentissant sur la réserve ovarienne
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Un nombre croissant de situations pathologiques bénignes est désormais traité par
chimiothérapie ou nécessitent une chimiothérapie pour conditionner a la greffe de moelle
osseuse (Sonmezer and Oktay, 2004). Au méme titre que le cancer, elles peuvent bénéficier

d’une sauvegarde de la fertilité.

1.3.2.1. Endométriomes récidivants

Toutes les chirurgies ovariennes sont susceptibles d’altérer la réserve ovarienne (Li et al.,
2009). Cependant, 'endométriome est la pathologie ovarienne dont le traitement est le plus
susceptible d’altérer la réserve ovarienne (Schubert et al., 2005). Bien que la croissance
folliculaire ait été moindre sur les fragments congelés-décongelés, la xénogreffe de tissu
ovarien provenant de paroi d’endométriome, sous la peau d’une souris immunodéficiente
(SCID) a permis une reprise de fonction de la greffe (Schubert et al., 2008). Du tissu ovarien
viable peut donc étre isolé des pieces d’ablation d’endométriome volumineux.
Cryoconserver ces fragments permettra leur éventuelle utilisation, notamment dans les cas
de récidives et/ou d’atteintes bilatérales dont 'aménorrhée définitive est une conséquence

dans 2,4% des cas (Busacca et al., 2006).

1.3.2.2. Maladies inflammatoires systémiques

Certaines maladies auto-immunes peuvent affecter les femmes en age de procréer. Or, les
formes séveres de ces pathologies non cancéreuses sont souvent traitées par des agents
cytotoxiques (Alkylants), a des doses moins fortes mais plus prolongées que celles utilisées
dans le cancer. Cest notamment le cas de la forme cortico-résistante de |Ia
glomérulonéphrite du lupus érythémateux disséminé, de la maladie de Behcet, des maladies
inflammatoires de lintestin et du pemphigus vulgaire (Hirshfeld-Cytron et al., 2011,
Sonmezer et al.,, 2005). Chez ces patientes, la dose cumulée de cyclophosphamide
conditionne la survenue d’une extinction ovarienne précoce (Boumpas et al., 1993): 50%

des patientes va développer une extinction ovarienne précoce pour 8g/m?, tandis qu’elles
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seront 90% pour une dose de 12g/m? (loannidis et al., 2002). Les patientes atteintes de
sclérose en plaque peuvent aussi bénéficier d'un traitement par mitoxantrone

(immunosuppresseur), avec 26% d’aménorrhées induites (Hirshfeld-Cytron et al., 2011).

Une cryoconservation de tissu ovarien, d’ovocytes ou d’embryons peut étre envisagée pour
sauvegarder la fertilité de ces patientes, méme si, en terme d’infertilité, il est difficile de
faire la part des choses entre les causes iatrogénes et celles découlant de la maladie

primitive (Elizur et al., 2008).

1.3.2.3.  Hémopathies nécessitant une greffe de moelle osseuse

La greffe autologue ou allogénique de moelle osseuse est désormais de plus en plus utilisée,
gue ce soit dans le traitement des hémopathies malignes ou dans quelques affections
systémiques bénignes. Ainsi, certaines pathologies génétiques affectent les cellules de la
moelle osseuse, de maladies auto-immunes résistent aux immunosuppresseurs et il existe
aussi des patholigies pouvant aboutir a une production cellulaire anormale par la moelle
osseuse. Parmi les maladies génétiques susceptibles de bénéficier d’une greffe de moelle, on
compte les thalassémies, les drépanocytoses, les anémies de Fanconi (Hirshfeld-Cytron et al.,
2011). Toutes ces situations pathologiques non cancéreuses sont susceptibles d’étre traitées
par greffe de moelle osseuse (Burt et al., 2003, Slavin et al., 2001). Evidemment, la greffe de
moelle osseuse est aussi largement utilisée dans le traitement des hémopathies malignes, le
myélome multiple et le lymphome, ainsi que pour palier les conséquences hématologiques
des chimiothérapies intenses contre le cancer du sein. Si le temps manque pour stimuler
I’ovulation et conserver les ovocytes ou les embryons, ou si la patiente est trop jeune pour

étre stimulée, la conservation de tissu ovarien peut étre une altérative tres utile.

1.3.2.4. Maladies génétiques ou chromosomiques altérant I'ovaire

1.3.2.4.1. Syndrome de Turner
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Le syndrome de Turner est une pathologie chromosomique touchant une naissance d’une
fille sur 2 000 (Newton et al.,, 1996). Il s"accompagne d’une véritable atrésie ovarienne
accélérée (Christin-Maitre et al., 1998). Cependant, chez les jeunes filles de 12 ans atteintes
du syndrome de Turner, des follicules sont encore retrouvés dans plus de 80%. Une
préservation de la fertilité serait sans doute possible a cet dge. Les risques semblent tres
faibles, tant sur le risque futur de gonadoblastome, celui-ci n’atteignant que les rares formes
de Turner avec mosaicisme Y (Hovatta, 2003), que sur I’ équilibre chromosomique des
ovocytes générés (Balen et al., 2010). Dans cette étude, du tissu ovarien et des ovocytes
matures (provenant des ovaires natifs) avaient été analysés chez une patiente, aux ages de
17 et 28 ans, respectivement. Une mosaique ovarienne a été confirmée, mais les 11
ovocytes prélevés étaient équilibrés. La patiente n’a pas encore eu besoin du tissu ovarien
cryoconservé. D’autres sauvegardes de la fertilité ont aussi été rapportées, notamment par
congélation d’ovocytes mais aucune grossesse n’a encore été rapportée grace a elles (El-
Shawarby et al.,, 2010, Kavoussi et al., 2008). Néanmoins, la sauvegarde de la fertilité se
justifie dans ces cas, méme si un suivi rapproché en milieu spécialisé devra étre entrepris en
cas de grossesse, du fait du risque important de dissection aortique dans ce cas (American-

Society-of-Reproductive-Medicine, 2005, Bondy, 2007, Lin et al., 1986).

1.3.2.4.2. Galactosémie congénitale

Cette maladie génétique autosomique récessive grave est due a la mutation du gene GALT
codant pour la galactose-1-phosphate uridyltransférase, et touche 1 nouveau-né sur 35 000
en Europe. Par accumulation du galactose et de ses métabolites, elle entraine une
intolérance alimentaire avec retard de croissance, une insuffisance hépatique, des infections
graves et des troubles de la conscience mettant en jeu le pronostic vital du nouveau-né
(Bosch, 2006). Ces atteintes graves sont réversibles avec un régime sans galactose mais
I'atteinte gonadique persiste habituellement (Rubio-Gozalbo et al., 2010) et aboutit a une
extinction ovarienne précoce chez la fille ou la jeune femme dans 67 a 96% des cas (Kaufman
et al., 1986, Kaufman et al., 1981, Waggoner et al., 1990). Une conservation de tissu ovarien
a été réalisée chez une patiente de 14 ans atteinte de galactosémie congénitale. Cette

patiente a ensuite congu spontanément et accouché a 19 ans et 21 ans, sans avoir besoin
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d’autogreffe (Forges et al., 2011). Au regard du bon pronostic de ces patientes, quand le
régime est bien suivi, la sauvegarde de tissu ovarien apparait cependant justifiée, méme si le

mécanisme d’altération gonadique n’est pas complétement élucidé.

1.3.2.4.3. Extinctions ovariennes précoces familiales

Les formes familiales représentent 13% des causes de I’extinction ovarienne précoce (van
Kasteren et al., 1999). Les mutations des genes FMR1, FOXL2 et celles des récepteurs de la
FSH et LH sont associées a un risque accru d’extinction ovarienne précoce (Vujovic, 2009).
Certaines équipes s’interrogent sur la légitimité de sauvegarder la fertilité dans ces cas

(Cartwright et al., 2010).

1.3.3. Sauvegarde des especes menacées

Outre la préservation de la fertilité des patientes devant étre soumises a un traitement
stérilisant, ces techniques intéressent beaucoup les naturalistes qui y voient un moyen de

préservation d’espéces en voie d’extinction (Paris et al., 2004).

1.4. Nouveaux marqueurs d’altération de la fonction ovarienne

Avec le développement des techniques de préservation de la fertilité, le besoin d’'un
diagnostic précoce et précis des altérations infracliniques de la fonction ovarienne s’est fait
sentir, afin de poser les indications a bon escient. Actuellement, des indicateurs précis et peu
invasifs de la réserve ovarienne ont été validés : le compte folliculaire antral par échographie

et le dosage des taux sériques d’hormone anti-miullérienne (AMH).

1.4.1. Compte folliculaire antral

En début de phase folliculaire, les follicules dotés d’un antrum mesurent 2 a 9 mm et sont

aisément visibles par échographie vaginale (Gougeon, 1996, Ruess et al., 1996). Leur

50



guantité semble étre directement corrélée au nombre de follicules aptes a répondre a la FSH
lors de la stimulation ovarienne et est inversement corrélée a I’age de la femme (Chang et
al., 1998, Ruess et al., 1996). De nos jours, le compte folliculaire antral échographique est
ainsi considéré comme un des examens de référence pour évaluer le degré de vieillissement
ovarien (Bancsi et al., 2002). Il est utilisé en routine comme marqueur de la réserve

ovarienne pour les traitements d’AMP.

1.4.2. Dosage de ’lhormone antimllérienne

Les premiéres démonstrations de I'intérét clinique de I’hormone antimillérienne (AMH) en
tant que marqueur du statut folliculaire ovarien sont relativement récentes. La mesure
précise des concentrations de cette hormone dans le sang périphérique n’a été possible
gu’apres la mise au point d’'une technique de dosage Elisa ultrasensible (Long et al., 2000),
les taux d’AMH étant tres faibles chez la femme adulte (Lee et al., 1996). Ce dosage a permis
la réalisation d’études cliniques évaluant la relation entre les concentrations sériques d’AMH
et le fonctionnement ovarien. De Vet et al. (de Vet et al.,, 2002) ont suivi, de maniére
longitudinale, une cohorte de 41 femmes normo-ovulantes pour étudier les variations des
marqueurs hormonaux (AMH, FSH, estradiol et inhibine B) et des paramétres
échographiques, ainsi que leur association avec le vieillissement ovarien. Cette étude a
montré une diminution significative des concentrations d’AMH entre les deux visites
médicales effectuées a 2,6 + 1,8 ans d’intervalle, contrastant avec la stabilité des autres
marqueurs analysés. Dans le méme temps, Seifer et al. et van Rooij et al. ont montré qu’il
existe une corrélation entre les concentrations sanguines d’AMH et I'intensité de la réponse
ovarienne a la stimulation (Seifer et al., 2002, van Rooij et al., 2002). De plus, le nombre de
follicules sélectionnables est plus étroitement associé aux concentrations sanguines d’AMH
(de Vet et al., 2002), comparativement a celles de FSH, inhibine B ou estradiol (Fanchin et al.,

2003).

D’un point de vue clinique, il existe au moins trois raisons pour considérer I’AMH comme un

marqueur particulierement pertinent. La premiere résulte du fait que cette hormone est
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produite par les follicules depuis le stade primaire (Munsterberg and Lovell-Badge, 1991,
Taketo et al., 1993) jusqu’a une taille comprise entre 2 et 4mm (Weenen et al., 2004), soit un
nombre de follicules plus important que ceux qui produisent de I'inhibine B. La deuxieme
raison repose sur des observations suggérant que cette molécule n’est pas régulée par la
FSH ; en effet, elle est sécrétée par les follicules au stade de croissance basale (<2mm), dont
le développement est peu dépendant de la FSH (Bath et al., 2003, Wachs et al., 2007). Enfin,
les concentrations d’AMH au troisieme jour du cycle ne sont pas soumises aux variations
inter cycligues, ni intra cycliques, observées avec I'estradiol, I'inhibine B et la FSH (Fanchin et
al., 2005, Hehenkamp et al., 2006, La Marca et al., 2006). Van Rooij et al. ont montré que,
pour l"évaluation du statut folliculaire ovarien, la valeur prédictive des concentrations
d’AMH est comparable a celle du compte folliculaire antral (van Rooij et al., 2002). Cette
équipe a également mis en évidence que 'AMH est un marqueur fiable de I'apparition des
troubles du cycle menstruel pré-ménopausique (van Rooij et al., 2004), et d’autres travaux
récents ont retrouvé un lien entre les taux d’AMH et I'dge de survenue de la ménopause
(Sowers et al., 2008, van Disseldorp et al., 2008). Enfin, chez des femmes ayant recu une
chimiothérapie pendant I’enfance, ’AMH, en association avec la mesure du volume ovarien,
présente une excellente sensibilité pour détecter I'altération du capital folliculaire ovarien

(Bath et al., 2003).

1.4.3. Evaluation hormonale et/ou échographique des effets des traitements

anticancéreux

Quelques études récentes se sont intéressées a I’évaluation hormonale et/ou échographique
de la fonction ovarienne aprés chimiothérapie. Un premier travail a suivi la fonction
ovarienne chez huit patientes traitées pour cancer du sein. Toutes les patientes ont recouvré
des cycles. Trois avaient des cycles irréguliers et les cing autres présentaient un
effondrement de 'inhibine B avec une élévation de la FSH, suggérant une altération de la
réserve folliculaire (Schmidt et al., 2005). Anderson et al. ont montré que les taux d’AMH
aprés chimiothérapie chutent de fagon plus constante et rapide que les taux d’cestradiol ou
de FSH, chez des patientes traitées pour cancer du sein (Anderson et al., 2006). Dans cette

étude, portant sur 50 patientes non ménopausées, la toxicité gonadique des chimiothérapies
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est aggravée par l'ajout des taxanes aux sels de platine (Jemal et al.,, 2007). Les taux
d’inhibine B et des FSH varient peu, ce qui indiquerait que la chimiothérapie affecte plus les
follicules primordiaux et pré-antraux que les follicules cycliques. Ces résultats confirment
gue des dégats ovariens liés aux chimiothérapies sont possibles méme sans altération
évidente des cycles menstruels et peuvent ainsi rester sous-diagnostiqués (Oktay et al.,
2006). Le suivi de patientes traitées pour lymphome de Hodgkin pendant I’enfance a mis en
évidence une bonne sensibilité de I'AMH pour détecter ces altérations, notamment en
comparaison a la FSH ou l'inhibine B (van Beek et al., 2007). Pour d’autres auteurs, la
combinaison entre le compte folliculaire antral et les dosages d’AMH donne la meilleure
valeur prédictive de la réserve folliculaire, chez des patientes ayant recu de la
chimiothérapie pour cancer hématologique, avec une sensibilité de 83 % et une spécificité
de 88 % (Giuseppe et al., 2007). De plus, les taux préthérapeutiques d’AMH semblent étre
prédictifs du risque d’aménorrhée post-chimiothérapie, cette occurrence étant
significativement plus élevée chez les patientes dotées d’un taux d’AMH initial bas (Lie Fong

et al., 2008).

1.4.4. Vers un typage génétique de la susceptibilité du traitement ?

Dans I'avenir, I’étude de marqueurs de susceptibilité individuelle pourrait nous aider pour
conseiller chaque patiente de maniére plus personnalisée. Il a ainsi été rapporté que les
patientes présentant certains génotypes de I'enzyme cytochrome p450c seraient plus
susceptibles de développer une insuffisance ovarienne précoce (Singh et al., 2007, Takada et
al., 2004). Les puces a ADN pourraient permettre de détecter des profils de patientes plus ou

moins a risque.

1.5. Stratégie de protection de la fonction ovarienne

1.5.1. Principal obstacle : méconnaissance des thérapeutes
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La sauvegarde de la fertilité est trop souvent occultée quand s’instaure un traitement
gonadotoxique chez une femme jeune. Les conséquences reproductives des traitements
sont connues pour influencer la décision des patientes atteintes de cancer du sein (Partridge
et al., 2004). Pourtant, une analyse transversale a été réalisée en France sur 282 survivantes
du cancer en age de procréer, deux ans apres le diagnostic et le traitement. Une infertilité
chimio-induite était rapportée chez 37% de ces femmes, associée a une altération
significative de la qualité de vie (Mancini et al., 2008). Parmi elles, 30% disaient ne pas avoir
été préalablement informées de ce risque. Ce manque d’information était d’autant plus
rapporté que la patiente était agée et que le traitement ne comportait pas
d’hormonothérapie. Dans une étude précédente sur 166 patientes traitées pour cancer du
sein, l'age et l'absence d’hormonothérapie avaient aussi été associés au manque
d’informations sur la fertilité ou la ménopause, en plus du stade plus tardif du cancer (Duffy
et al., 2005). Plus généralement, le pronostic de la maladie, le sexe, le statut parental ou
marital, I'age, les ressources financiéeres, |'orientation sexuelle et I'infection par le virus de
I'immunodéficience humaine pourraient influencer le fait qu’un praticien parle ou non de
conservation de la fertilité quand va s’instaurer un traitement gonadotoxique (Snyder and
Pearse, 2011).

Afin d’évaluer l'effet des recommandations de 2006 de I’American Society of Clinical
Oncology (ASCO) sur la sauvegarde de la fertilité (Lee et al., 2006), Kohler et al. ont interrogé
1428 cancérologues pédiatriques : 209 (14,6%) ont répondu (Kohler et al., 2011). L'étude
montre que la majorité de ces praticiens se dit concernée par la fertilité, mais seuls 12%
d’entre eux reconnaissent référer régulierement (dans plus de 50% des cas) leurs patientes
aux spécialistes de l'infertilité conte 46% quand il s’agit d’'un patient. Si les praticiens ne
semblent pas concernés en pratique, les patients eux, sont trés motivés pour participer a
une décision concernant la sauvegarde de leur fertilité (Quinn et al.,, 2011). Référer une
patiente avec cancer du sein pour conservation de la fertilité avant la chirurgie permet
comme attendu d’augmenter la mise en banque d’ovocytes, mais surtout il semble que cela
ne retarde pas la mise en route des traitements (Lee et al., 2010). Cela constiturait
également un élément important de la qualité de vie des patientes (Reh et al., 2011). De
gros progrés restent donc a faire pour que I'oncofertilité passe des paroles aux actes. C’est

bien contre I'ignorance qu’il faut d’abord se battre.
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1.5.2. Eléments d’orientation de la stratégie

Lors d’un traitement anticancéreux chez une femme jeune, I’évocation du risque d’infertilité
doit faire partie de l'information éclairée de la patiente. Les stratégies possibles pour
protéger la fonction ovarienne doivent étre abordées. On peut considérer, d’'une part, des
mesures pour minimiser les effets toxiques du traitement et, d’autre part, des techniques
issues de I'assistance médicale a la procréation (AMP) consistant a préserver des embryons,
des gamétes ou du parenchyme ovarien. C'est un domaine en évolution, un challenge pour
les années a venir. L’ASCO a proposé ses recommandations en 2006 (Lee et al., 2006). |l faut
souligner le caractere multidisciplinaire de la décision qui doit étre prise au cas par cas, en
concertation avec la patiente. En effet, la prise en charge de la fertilité ne doit pas repousser
un traitement et compromettre son efficacité, un dialogue de qualité est donc nécessaire
entre oncologues et gynécologues spécialistes de la fertilité. La cryoconservation éventuelle
nécessite I'implication du laboratoire d’AMP et d’une équipe chirurgicale si le préléevement

de fragments ovariens est envisagé.

1.5.3. Principes de cryobiologie, congélation lente, vitrification

Le froid ralentit les réactions enzymatiques intervenant dans les métabolismes biochimiques
cellulaires. Ainsi, en abaissant la température d’un systeme biologique jusqu’a celle de
I'azote liquide (- 196°C), le « cours du temps biologique » est suspendu : le métabolisme
cellulaire est figé, permettant de conserver un organisme vivant tres longtemps a de trés
basses températures. Il faut cependant éviter les lésions dues au froid. Pour atteindre ces
tres basses températures, le passage entre 0°C a -130°C est une étape critique, car
extrémement dangereuse pour les cellules tant au refroidissement qu’au réchauffement
(Baudot and Boutron, 1998, Isachenko et al., 2003). Les systémes biologiques sont composés
en moyenne de 60 a 80% d’eau. Le phénomene de cristallisation de I'eau a lieu en dessous
de 0°C, et s’accompagne d’une augmentation de volume d’environ 9% (Zachariassen and
Kristiansen, 2000). Il risque d’en résulter des Iésions cellulaires membranaires irréversibles.

La formation de cristaux d’eau (glace) se fait en deux étapes : les cristaux sont d’abord
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formés dans le liquide pendant la phase de nucléation, puis grossissent pendant la phase de
croissance. En cryobiologie, I'obstacle principal a surmonter est donc la formation de

cristaux de glace.

1.5.3.1. Les cryoprotecteurs

Ils ont pour but de protéger les cellules des effets délétéres de la congélation en abaissant le

point de congélation des solutions et en diminuant la formation de cristaux de glace.

1.5.3.1.1. Les cryoprotecteurs intracellulaires

Lorsqu’un cryoprotecteur peut pénétrer la membrane cellulaire, I'équilibration des
concentrations du cryoprotecteur entre intra et extracellulaire est lente. Ce cryoprotecteur
agit donc par deux mécanismes : d’abord, il déshydrate la cellule par effet osmotique, puis, a
mesure qu’il pénetre dans la cellule, il remplace I'eau intracellulaire et solvate les
macromolécules.

Les cryoprotecteurs intracellulaires sont des substances organiques trés solubles et de petit
poids moléculaire. En pénétrant a I'intérieur des cellules, ces cryoprotecteurs augmentent la
concentration des solutés intracellulaires afin de diminuer la formation de cristaux de glace a
I'intérieur de la cellule. Les cryoprotecteurs les plus utilisés en biologie de la reproduction
sont :

e Le diméthyl sulfoxide (DMSO) : c’est un solvant des corps gras de faible poids
moléculaire. Il traverse donc rapidement les membranes cellulaires.

e Le 1,2 propanediol ou propylene glycol (PROH) : c’est un dialcool pénétrant
rapidement a travers les membranes cellulaires. Il est d’une grande stabilité a I'état
amorphe.

e L’éthylene glycol (EG) : c’est un dialcool diffusant rapidement dans la cellule.

e Le glycérol : c’est un trialcool pénétrant dans la cellule par un mécanisme actif. Il agit

en fixant I'eau et en augmentant la résistance des membranes a la congélation.
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1.5.3.1.2. Les cryoprotecteurs extracellulaires

Ce sont des sucres ou des polyméres de haut poids moléculaire. lls ne pénétrent pas dans les

cellules et sont utilisés en combinaison avec les cryoprotecteurs intracellulaires. Leur

principe d’action est d’entrainer une fuite d’eau intracellulaire par effet osmotique

I'augmentation de la concentration intracellulaire qui en résulte vise a empécher la

formation de glace dans les cellules.

Les sucres de haut poids moléculaire comme les disaccharides (ex : sucrose,
tréhalose) améliorent la déshydratation cellulaire en entrainant une hyper-
osmolarité extracellulaire et diminuent les risques de cristallisation. L'addition de
sucres permet aussi de réduire la toxicité chimique des cryoprotecteurs par
diminution de la concentration et du temps d’exposition au cryoprotecteur
intracellulaire. lls protégeraient également les ovocytes et les embryons de fagon
mécanique au cours de la congélation en les entourant d’'une capsule visqueuse qui
empécherait la formation de cristaux.

Les polyméres les plus utilisés sont le polyvinylpyrrolidone (PVP), le polyéthyléne
glycol (PEG), le ficoll et le dextran (Kuleshova et al., 2001).

Par analogie aux protéines antigel synthétisées par certaines espéeces animales
supportant les grands froids, plusieurs équipes étudient actuellement I'utilisation de
protéines de nucléation et de protéines antigel de synthése (Fahy et al., 2004, Wowk
et al., 2000). Les protéines de nucléation amorcent la naissance d’un cristal de glace,

tandis que les protéines antigel viennent en limiter I'extension.

1.5.3.2. Lestechniques de cryoconservation

Au cours de la congélation spontanée de cellules, la cristallisation débute habituellement en

extracellulaire et soustrait progressivement de |'eau libre au milieu, le rendant

hypertonique. Les phénomenes osmotiques conduisent a une souffrance cellulaire, soit par

rupture membranaire, soit par hyper concentration des solutés intracellulaires, selon la

vitesse du phénomeéne. La cristallisation se produit, ensuite, en intracellulaire, d’autant
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moins précocement que la membrane est intacte. Si celle-ci est précoce, des cristaux de
grande taille peuvent endommager les organites intracellulaires et les membranes. Enfin, le
systeme atteint la température de transition vitreuse, a laquelle la viscosité des liquides ne
permet plus les déplacements des molécules d’eau vers les cristaux de glace.

Maitriser la formation de glace semble décisif pour la vitalité des tissus cryoconservés. Deux
procédés ont ainsi été proposés en cryobiologie pour cryoconserver les tissus biologiques : la
congélation lente et la vitrification, basée sur un refroidissement rapide. C'est donc sur la
vitesse de refroidissement appliquée aux tissus que repose la différence. Dans les deux cas,
on a recours a des cryoprotecteurs ayant une perméabilité variable pour les membranes
cellulaires.

La cryoconservation des tissus est beaucoup plus complexe que celle des cellules isolées. La
diffusion des cryoprotecteurs n’est pas homogene et la diffusion thermique se fait sous
forme de gradients. Ainsi, la modélisation théorique de la cryoconservation de tissu ovarien

est encore impossible et il est donc nécessaire de travailler sur des modeles empiriques.

1.5.3.2.1. La congélation lente

La congélation lente consiste a contréler la cristallisation extracellulaire afin d’arriver a la
température de transition vitreuse avec le meilleur compromis entre déshydratation
cellulaire et lésion membranaire. Le cryoprotecteur, utilisé a dose modérée, agirait en
prenant la place de I'eau intracellulaire afin de limiter les Iésions dues a la déshydratation,
de réduire le volume cellulaire, de stabiliser les membranes et de limiter la cristallisation
intracellulaire. Les vitesses de descente en température doivent étre contrdolées. Les

protocoles de congélation lente se font en plusieurs étapes :

e La premiere étape concerne le refroidissement en phase liquide. La température
s’abaisse lentement (-2°C/min.) jusqu’a la température de surfusion. Puis, la
cristallisation doit se faire de facon contrélée. En effet, la cristallisation extra- puis
intracellulaire doit étre séquentielle. Si la cristallisation intracellulaire est trop
retardée, la déshydratation intracellulaire sera létale. A l'inverse, si elle est trop

précoce, la formation de glace intracellulaire sera trop importante avec des lésions
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cellulaires. Or, la cristallisation est une réaction exothermique qui a donc tendance a
faire remonter la température du systeme. Il est donc nécessaire d’apporter des
frigories pour que la cristallisation se fasse en extra- puis en intracellulaire avec une
déshydratation tolérable. Cette manoeuvre est appelée le seeding.

e La deuxiéeme étape est une phase de congélation lente (-0,3°C/min.) qui permet
d’accroitre la déshydratation cellulaire en refroidissant jusqu’a -35°C. La membrane
cellulaire devient alors imperméable.

e Enfin, la derniere étape est une phase de refroidissement en phase solide a des
vitesses élevées, jusqu’a la température de -150°C ou la structure cristalline est

stable. Les échantillons peuvent alors directement étre plongés dans I'azote liquide.

1.5.3.2.2. La vitrification

La vitrification est une technique de cryoconservation utilisant une vitesse de
refroidissement ultra-rapide qui vise a prendre de vitesse la formation de cristaux de glace
au profit d’un état vitreux amorphe, extrémement visqueux (Fahy, 1986, Fahy et al., 2004,
Isachenko et al., 2003). La vitesse de refroidissement ne laisse pas le temps aux molécules
d’eau de s’organiser en cristaux. Les liquides sont piégés dans un état solide désordonné (ou
vitreux) du fait de l'augmentation brutale de leur viscosité a la température dite de
transition vitreuse. Pour 'eau pure, la température de transition vitreuse est proche de -
140°C.

Le cryoprotecteur est alors utilisé a forte concentration (6 a 9 M) afin d’augmenter la
viscosité des milieux biologiques. Cela rend I'’état vitreux plus accessible par abaissement de
la vitesse critique de refroidissement au dela de laquelle la formation de glace n’est plus
cinétiguement possible (Karlsson and Toner, 1996). De plus, le cryoprotecteur stabilise I'état
vitreux en permettant d’obtenir un état hyper visqueux lors de la plongée dans I'azote
liguide. En pratique, une fois exposés aux cryoprotecteurs, les échantillons sont immergés
brutalement dans |'azote liquide. La température de transition vitreuse des solutions
cryoprotectrices s’éléve au fur et a mesure que leur concentration augmente. Cependant,

cet effet dose-dépendant est limité par la toxicité qui doit rester tolérable pour les cellules
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au cours de la vitrification. La vitrification nécessite ainsi de faire un compromis entre une
vitesse maximale de refroidissement et une concentration minimale en cryoprotecteurs
(Fahy et al., 2004).

La vitrification offre donc de nombreux avantages théoriques en cryobiologie pour la
cryoconservation de tissus complexes par rapport aux méthodes de congélation lente (Pegg,
2007). Elle permet d’éviter la formation de cristaux de glace délétéres aux systémes
cellulaires hétérogénes (Kuleshova and Lopata, 2002). Cependant, la vitrification est une
technique tres difficile a réaliser concrétement, en particulier pour la cryoconservation de

tissus et d’organes.

1.5.4. Dans tous les cas

1.5.4.1. Préférer les traitements les moins gonado-toxiques

Avant toute chose, il convient de privilégier les protocoles entrainant une toxicité gonadique
moindre, pour une efficacité carcinologique équivalente, dans une optique de désescalade
thérapeutique. C'est le cas, par exemple, de |'utilisation préférentielle du protocole ABVD au
détriment du protocole MOPP pour la maladie de Hodgkin. Une connaissance plus précise
des effets de chaque chimiothérapie permettra d’apporter des éléments de choix parmi les
protocoles. C'est pourquoi les marqueurs subcliniques de toxicité des chimiothérapies
doivent étre développés. Nous avons souligné l'inadéquation entre I'existence de cycles
menstruels et I'évaluation de la fertilité. Pour cette méme raison, il est recommandé aux
patientes qui sont normalement réglées a l'issue d’'un traitement par chimio- et/ou
radiothérapie, de ne pas trop attendre pour réaliser un désir de grossesse, tout en
respectant les délais habituels de six mois a un an en raison de la toxicité possible des

traitements sur les ovocytes en croissance (Byrne et al., 1992, Meirow, 2000).

De méme, il est recommandé, lorsque cela est possible, de protéger les ovaires en cas de
radiothérapie et de limiter le champ d’irradiation (conférer au chapitre transposition

ovarienne).
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1.5.4.2. Mise au repos des ovaires par agonistes de la GnRH

Certaines études anciennes sur I'animal suggerent que le blocage de I'axe hypothalamo-
hypophysaire par des analogues de la GnRH pourrait préserver les cellules germinales en cas
de traitement gonadotoxique. Ainsi, le blocage ovarien par analogues de la GnRH a fait la
preuve d’un effet protecteur contre la toxicité du cyclophosphamide sur I'ovaire de rats
(Ataya et al., 1985) et de singes Rhesus (Ataya et al., 1995). Une méta-analyse de 3 études
prospectives randomisées et 8 études prospectives non randomisées a été publiée par Kim
et al. en 2010 (Kim et al., 2010). En prenant en compte toutes les études incluses, ce travail
concluait a un effet protecteur des analogues de la GnRH (OR 10,57 1C95% 5,22-21,39).
Cependant, en ne considérant que les études randomisées, I'effet des analogues de la GnRH
n’était plus significatif (OR 5,76 I1C95% 0,47-71,03) et |'effet global observé était en grande
partie d( aux études non randomisées (OR 13,00 IC95% 7,37-22,92).

Depuis de nouvelles études randomisées ont été publiées. Le tableau 3 résume I’ensemble
de ces études (Badawy et al., 2009, Del Mastro et al., 2011, Gerber et al., 2011, Giuseppe et
al., 2007, Munster et al., 2012, Sverrisdottir et al., 2009, Waxman et al., 1987). Globalement,
5 études randomisées sur 8, dont les plus puissantes et celles avec la méthodologie la plus
rigoureuse, concluent a un effet protecteur des analogues de la GnRH en ce qui concerne la
reprise des regles apres chimiothérapie. L'aménorrhée étant un marqueur d’atteinte
ovarienne sévere, il est plausible que le blocage ovarien protége d’une stérilité chimio-
induite. Cependant, il n’existe pas encore d’étude randomisée pour qu’on puisse I'affirmer.
Les résultats définitifs de I’étude Prospective Randomisée OPTION ne sont pas publiés, ceux
présentés dans le tableau 3 étant des résultats partiels présentés au 46°™ congres annuel de
I’ASCO. Trois autres études randomisés sont en cours : celle de la NCI, celle du « Southwest
Oncology Group » et celle du « Predictors of Ovarian Insufficiency in young Breast Cancer
Patients » (POISE). L’avenir nous dira si ces études permettront de confirmer les résultats
précédents et d’établir I'effet de ce blocage ovarien sur la conservation de fertilité en cas de

traitement gonadotoxique.
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Ces résultats suscitent cependant une interrogation quant au mécanisme d’action mis en jeu
(Xu et al., 2011). Certains auteurs invoquent l'arrét de sécrétion de FSH, qui pourrait
maintenir les follicules primordiaux dans I’état quiescent, moins accessibles a la toxicité

chimio-induite et diminuer la vascularisation utéro-ovarienne par hypocestrogenie.

D’autres incriminent I'activation directe du récepteur ovarien a la GnRH, celle-ci pouvant
favoriser l'expression d’agents anti-apoptotiques comme la sphingoisine-I-Phosphate,
inhiber la voie c-Abl-TAp63 de I'apoptose ou protéger les cellules souches indifférenciées de
I'ovaire (Blumenfeld, 2007). Des effets utérins pourraient aussi exister mais n’ont jamais été

explorés pour l'instant.

Pour faire la part des choses, certains auteurs ont testé les éventuels effets
gonadoprotecteurs des antagonistes du récepteur de la GnRH, ainsi que ceux d’inhibiteurs
sélectifs du récepteur des cestrogenes. Les études sont préliminaires et peu nombreuses.
Certains ont trouvé un effet protecteur des antagonistes du récepteur de la GnRH sur les
ovaires de souris (Meirow et al., 2004) et de rats (Huang et al., 2009) exposés au
cyclophosphamide. D’autres ont trouvé, au contraire, que I’exposition aux antagonistes de la
GnRH conduisait a une déplétion folliculaire, méme sans cyclophosphamide (Danforth et al.,
2005). Il semble que les inhibiteurs du récepteur de la GnRH pourraient avoir un intérét,
chez la femme, en association avec les agonistes de la GnRH (Mardesic et al., 2004, Potolog-

Nahari et al., 2007).

Les résultats concernant la gonadoprotection du tamoxifene sont peu nombreux. En cure
courte, le tamoxiféne n’a pas altéré la réserve ovarienne dans un modele de cancérogenese
de I'ovaire induit par DMBA (Ting et al., 2008) ou dans un modeéle de cancer du sein (Kossoy
et al., 2005) chez le rat. En traitement chronique, le tamoxifene semble délétére sur la
reprise des regles apres traitement (Bines et al., 1996, Goodwin et al., 1999, Han et al.,

2009). Des données complémentaires sont nécessaires pour conclure.
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1.5.5. Selon I'age, I'existence d’un partenaire, le délai de traitement et le type de

cancer

1.5.5.1. Transposition ovarienne

Quand une irradiation pelvienne localisée est indiquée, il semble logique d’éloigner autant
qgue faire ce peut les ovaires du site d’irradiation, par une ovariopexie, c’est-a-dire une
transposition chirurgicale des ovaires hors du champ d’irradiation (Arnon et al., 2001). Pour
gu’elle soit possible, le risque de métastase ovarienne doit étre faible et la patiente doit
avoir de bonnes chances de grossesses (< 40 ans). Les indications les plus fréquentes sont la
maladie de Hodgkin, le cancer (épidermoide) du col de 'utérus et les sarcomes pelviens. La
premiére ovariopexie a été rapportée en 1958, par laparotomie, sur un cancer du col utérin
(McCall et al., 1958). La localisation choisie dépend de la zone d’irradiation envisagée
(Cowles et al., 2007). En pratique, on positionne souvent I'ovaire dans les gouttiéres pariéto-
coliques par ccelioscopie. Les éventuelles complications sont les métastases ovariennes et,
rarement, le kyste sur ovaire transposé. Le repositionnement ultérieur ne semble méme pas
systématiquement nécessaire en cas de positionnement derriere I'utérus par exemple et la
technique a montré son efficacité (Terenziani et al., 2009). En 1998, I'équipe de I'Institut
Gustave Roussy a rapporté la préservation de fonction ovarienne aprés radiothérapie
pelvienne chez 79% des 22 patientes avec transposition ovarienne bilatérale (Morice et al.,
1998). Une nouvelle série a été publiée par la méme équipe sur 104 patientes apres
ovariopexie bilatérale pour cancer du col: sans radiothérapie, la fonction ovarienne
endocrine était toujours conservée tandis qu’elle I'était dans 90% en cas apres curiethérapie
et dans 60% aprés radiothérapie externe (Morice et al., 2000). La littérature rapporte des
taux de protection ovarienne variant de 16 a 90% (Sonmezer and Oktay, 2004). Ces résultats
mitigés ont conduit certains auteurs a proposer une attitude mixte, en réalisant I'ovariopéxie

et en prélevant du tissu ovarien pour cryoconservation (Martin et al., 2007).

1.5.5.2. Cryoconservation embryonnaire apres fécondation in vitro
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Au cours de la phase folliculaire d’'un cycle spontané, les phénoménes de dominance
conduisent a ce qu’un seul follicule de la cohorte atteigne le stade préovulatoire et produise
un ovocyte mature susceptible d’étre fécondé apres ovulation. Les autres follicules recrutés
subissent I'atrésie. Le principe de la stimulation hormonale pour FIV est de mettre en échec
les phénomenes de dominance folliculaire afin de recueillir plusieurs ovocytes matures

susceptibles d’étre fécondés.

Lorsque la patiente a un partenaire, qu’elle peut surseoir au traitement anticancéreux pour
bénéficier d’'une stimulation ovarienne et que le couple accepte I'idée d’'une fécondation in

vitro, la solution technique la plus éprouvée est la cryoconservation des embryons.

En effet, la premiére grossesse apres cryoconservation d’embryon date de 1983 (Trounson
and Mohr, 1983) tandis que la premiére naissance vivante est survenue en 1984 (Zeilmaker
et al., 1984). D’autres ont rapidement suivi (Trounson and Freemann, 1985). En congélation
lente, cette technique est couramment pratiquée dans de nombreux centres de fécondation
in vitro, et aboutit a des chances de grossesse de |'ordre de 19,1 % par transfert (Andersen
et al., 2008). L’apparition récente de la vitrification pourrait encore améliorer ces résultats,
méme si la marge de progression est faible (25% de grossesses apres implantation
d’embryons frais). Cette technique repose sur une hyperstimulation ovarienne. Une méta-
analyse de 7 études rétrospectives appariées a retrouvé des résultats comparables entre 218
patientes cancéreuses et 153 patientes témoins devant bénéficier d’une FIV-ICSI,
majoritairement pour infertilité masculine (Friedler et al., 2012). Seul le nombre d’ovocytes
recueillis était significativement inférieur dans le groupe cancer, suggérant une moins bonne
réponse ovarienne chez ces patientes. Par ailleurs, dans cette population, les complications
sont rares (2,9%) et mineures (ponctions blanches, échec de stimulation...) (Lawrenz et al.,
2010). Certains ont prélevé un ovaire stimulé porteur d’une tumeur a malignité limitée pour
ponction ex vivo (Fatemi et al., 2011). C’est donc une stratégie éprouvée et efficace puisque
certaines équipes rapportent un taux cumulé de grossesses de 60% si des embryons sont
cryoconservés (Seli and Tangir, 2005). Cependant, son utilisation en oncofertilité suppose

gue la patiente ait un conjoint avec lequel elle ait envie d’avoir des enfants.

De plus, la stimulation de I'ovulation requiert entre deux et trois semaines, délai qui doit

étre compatible avec l'urgence du traitement. Enfin, la stimulation ovarienne controlée
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(COH) entraine des taux d’cestradiol supra-physiologiques, potentiellement délétéres dans le
cas des cancers hormono-dépendants. Les éléments de la stratégie sont illustrés dans la

figure 1.

1.5.5.2.1. La Fécondation In vitro d’urgence

Les jours des nouvelles régles conditionnent toujours le début des cycles classiques de
stimulation ovarienne. Attendre ce jour peut notablement allonger les délais de prise en
charge en FIV. On sait que la pratique d’une FIV classique apres la chirurgie du sein ne
retarde pas la poursuite du traitement par chimiothérapie (Madrigrano et al., 2007). Il
semble en étre de méme pour d’autres cancers ne requérant pas de traitement ultra rapide
(Lawrenz et al., 2010). Cependant, certains cancers nécessitent véritablement une prise en
charge en chimiothérapie en quelques jours. Or, les résultats de la FIV diminuent beaucoup
dés les premiéres cures de chimiothérapie (Dolmans et al., 2005). Pour palier ce probléme,
certaines équipes ont proposé de déclencher artificiellement les régles quel que soit le
moment du cycle, a I'aide d’un antagoniste du récepteur de la GnRH, afin de pouvoir
débuter plus rapidement une « FIV d’urgence ». Les protocoles classiques de stimulation

ovarienne pour FIV, ainsi que ce protocole particulier, sont exposés dans la figure 2.

Le concept de lutéolyse par antagonistes du récepteur de la GnRH date de 1999 (Anderson
et al, 1999). Cependant, a notre connaissance, seuls trois auteurs ont rapporté son
utilisation en FIV d’urgence d’oncofertilité chez 16 patientes (Anderson et al., 1999, Bedoschi

et al., 2010, von Wolff et al., 2009).

Les parameétres de stimulation comme les taux de maturation et de fécondation étaient
comparables a ceux obtenus en protocole antagoniste classique ; cependant, les données
étaient trop limitées pour conclure (von Wolff et al., 2009). Il n’y a pas, a notre connaissance,

de grossesse rapportée chez des patientes guéries de leur cancer.
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Figure 1. Fécondation in vitro conventionnelle avec cryoconservation d’embryons ou cryoconservation d’ovocytes
pour la sauvegarde de la fertilité chez la femme soumise a un traitement gonadotoxique (Hirshfeld-Cytron et al.,
2011). Apres stimulation ovarienne (1), les ovocytes sont prélevés (2). Si la patiente n’a pas de partenaire stable, une
cryoconservation ovocytaire peut étre réalisée (3). La fécondation aura lieu plus tard, lors d’un projet de grossesse
(4). Si la patiente a un partenaire stable, la technique la plus slre est de féconder immédiatement les ovocytes (5) et
les embryons générés seront cryoconservés jusqu’au désir de grossesse (6). Dans les deux cas, la grossesse est

obtenue par transfert d’embryon, c'est-a-dire par AMP.
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1.5.5.2.2. Les cycles de stimulation sans hyper-cestrogenie

Pour les patientes présentant un cancer du sein, il convient d’éviter I’hyper-cestrogénémie
associée aux techniques classiques de stimulation ovarienne pour fécondation in vitro. La
fécondation in vitro en cycle naturel pourrait étre une solution (Basille et al., 2007, Castelo-
Branco et al., 2004). Elle évite, en effet, la stimulation par les gonadotrophines et les taux
d’cestradiol ne dépassent pas les taux physiologiques. Cependant, la performance de cette
méthode en termes de grossesse est décevante. En effet, dans une méta-analyse sur 20
études, Pelinck et al. ont démontré que seuls 45,5% des cycles permettaient I'obtention d’au
moins un embryon transférable, aboutissant a un taux de grossesses évolutives de 7,2 %

(Pelinck et al., 2002).

Ces résultats ont été confirmés par une étude de Phillips et al. ayant comparé 134 cycles
semi-naturels a 370 cycles stimulés (Phillips et al., 2007). Chez les femmes de moins de 34
ans, 3 a 6 cycles semi-naturels auraient été nécessaires pour obtenir les mémes résultats
gu’un cycle stimulé. Au dela de 34 ans, il aurait fallu plus de 10 cycles semi-naturels... Le
traitement du cancer restant relativement urgent, le nombre de cycles a réaliser pour
sauvegarder la fertilité semble peu compatible avec I'utilisation du cycle semi-naturel en

oncofertilité.

D’autres types de stimulation ont été proposés, associant des anti-cestrogenes aux
gonadotrophines, dans le but de diminuer la concentration et/ou les effets de I'cestradiol
produit lors de I’hyperstimulation ovarienne pour FIV (figure 2).

Le tamoxifene (inhibiteur sélectif du récepteur de |'cestradiol) mais surtout le |étrozole
(inhibiteur de lI'aromatase) ont été utilisés (Oktay et al., 2003, Oktay et al., 2006).
L'utilisation du létrozole dans cette indication a fait polémique. L'Afssaps a, en effet, alerté
en 2006 les gynécologues et endocrinologues, d’un possible effet tératogene du létrozole sur
I'appareil locomoteur et le coeur feetal, suite a son utilisation en stimulation ovarienne,

freinant durablement son utilisation en oncofertilité en France.
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Figure 2. Différents protocoles de stimulation ovarienne pour fécondation in vitro. Les protocoles longs,
courts en antagonistes sont classiques. Les protocoles FIV d'urgence e Létrozole sont spécifiques aux
traitements d oncofertilité. Le protocole Maturation in vitro des ovocytes est classiquement employé pour
les syndromes des ovaires polykystiques {SOPK]) et peut &tre adapte aux traitements d oncofertilite. Les
pointilles designent une partie du traitement non indispensable mais améliorant possiblement les resultats.
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A notre connaissance, cette observation d’effet tératogéne, présentée au congres de
I’American Society of Reproductive Medicine de 2005, n’a jamais été publiée dans une revue
internationale. Le premier auteur, M.M. Biljan, s’est d’ailleurs associé a une publication

rassurante sur |'utilisation de létrozole en stimulation de I'ovulation (Mitwally et al., 2005).

Des revues récentes de la littérature ont montré les potentialités du Létrozole en induction
de I'ovulation (Requena et al.,, 2008) ou en cycle de FIV (Papanikolaou et al., 2011), sans
rapporter d’effet tératogene particulier, malgré une littérature abondante et de nombreuses
grossesses. Les données sur les enfants nés aprés traitement par létrozole sont rassurantes
(Elizur and Tulandi, 2008). Dans sa mise en garde, |’Afssaps rappelait aussi, avec justesse,
que 'AMM de ce produit ne concernait que des patientes ménopausées et qu’il était
contrindiqué chez la femme non ménopausée. L'oncofertilité doit étre réalisée dans le cadre
académique de protocoles de recherche validés par un comité de protection des personnes.
L’AMM et les contre-indications ne limitent donc pas I'utilisation du produit dans ce cadre.
En comparant 47 FIV selon le protocole Iétrozole pour cancer du sein a 56 FIV classiques
pour infertilité tubaire appariées sur I'age, Oktay et al. ont démontré que ce protocole
permettait d’obtenir le méme nombre d’embryons pour une cestradiolémie
significativement 3 fois moins importante (483 pg/ml) et 4 fois moins de FSH injectée (Oktay
et al., 2006). En revanche, les auteurs conseillaient de considérer les follicules de 20 mm de
diametre comme matures contre 17-18 mm dans le protocole classique. La méme équipe a
publié les derniers résultats de ce protocole sur 79 patientes porteuses d’un cancer du sein,
comparées a 136 patientes ayant un cancer du sein mais pas de stimulation ovarienne (Azim
et al., 2008). L’hyper-cestradiolémie maximum était de 1166pg/ml. En moyenne, 6 ovocytes
ou embryons par patientes ont pu étre conservés. Dans le groupe avec stimulation
ovarienne, la chimiothérapie a été entreprise en moyenne 12 jours plus tard que dans le
groupe sans stimulation ovarienne (p=0,01). En 23,4 mois de suivi post chimiothérapie, les
taux de récurrence et de survie étaient équivalents entre les groupes. Dix patientes ont
utilisé leurs ovocytes/embryons conservés, avec 8 grossesses et 5 accouchements. Enfin,
cette équipe vient de décrire I'adaptation de ce protocole pour la FIV d’urgence avec des
résultats encourageants sur 3 patientes (Sonmezer et al., 2011). Reste néanmoins a montrer
I'avantage réel de ce protocole par rapport aux protocoles de FIV classiques. En effet, la

grossesse augmente, elle aussi, I'cestradiolémie, et dans des proportions plus importantes
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encore que la stimulation ovarienne. Pourtant, les récidives aprés grossesse sont moins
importantes que dans le cas ol la patiente n’a pas été enceinte suite a son cancer (Kim et al.,
2011). L’hyper-cestradiolémie est-elle véritablement si délétere sur la récidive du cancer du

sein ?

1.5.5.2.3. Maturation /n Vitro des ovocytes avant FIV

Les protocoles de stimulation exposés ci-dessus ont une durée d’au minimum 15 jours,
s’accompagnent de taux d’cestradiol supra physiologiques et font courir le risque du
syndrome d’hyperstimulation ovarienne, complication purement iatrogéne aux
conséquences potentiellement graves. Récemment, la maturation d'ovocytes in vitro (MIV) a
été proposée comme nouvelle alternative a ces stimulations ovariennes, dans le but de
sauvegarder la fertilité (Ata et al., 2010, Oktay and Buyuk, 2004). Le concept de maturation
in vitro date de 1965 lorsque Edwards réussit la maturation d’ovocytes humains en culture
(Edwards, 1965). Quatre ans plus tard, la méme équipe a rapporté la premiéere fécondation
d’ovocyte humain aprés maturation in vitro (Edwards et al., 1969). En 1991, Cha et al. ont
rapporté la premiére naissance apres maturation in vitro d’ovocytes ponctionnés pour un
don d’ovocytes a l'occasion d’une césarienne (Cha et al., 1991). La MIV n’est réalisée en
routine que depuis environ dix ans (Cha et al., 2005, Cha et al., 2000, Chian et al., 2004, Le
Du et al., 2005, Soderstrom-Anttila et al., 2005). C’est une technique en cours d’évaluation
(Jurema and Nogueira, 2006, Piquette, 2006).

A ce jour, plusieurs centaines d’enfants sont nés aprés MIV (Chian et al., 2004). Leur état
néonatal était rassurant, seul leur poids était trouvé légerement supérieur a ceux de la
population générale (Chian et al., 2009). Le risque de syndrome d’hyperstimulation
ovarienne est nul, ce qui est significativement inférieur a celui d’'une FIV classique (Child et
al., 2002). L'cestradiolémie est physiologique. Le recueil d’ovocytes peut avoir lieu a tout
moment du cycle menstruel (figure 2), sans perte de chance (Demirtas et al., 2008, Maman
et al., 2011). La maturation in vitro possede donc des atouts pour la sauvegarde de la fertilité
chez les femmes devant recevoir rapidement un traitement gonadotoxique.

Cependant, comparé a la FIV classique, le taux d’implantations obtenu en MIV est

généralement 2 a 3 fois plus faible et les embryons sont de moins bel aspect (Child et al.,
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2002). De plus, le taux de fausses couches aprés maturation in vitro des ovocytes (de 26,5%
a 36,8%) est deux fois plus élevé qu’en FIV (Cha et al., 2005, Cha et al., 2000, Soderstrom-
Anttila et al., 2005, Son et al., 2007). En effet, les embryons générés par cette technique
présenteraient plus de déséquilibres chromosomiques (Li et al., 2006). Pour obtenir le méme
résultat qu’en FIV classique, Il faut conserver et transférer plus d’embryons et donc
augmenter le risque de grossesses multiples.

Devant ces limites, la MIV est souvent utilisée comme moyen d’appoint, en méme temps
que le préléevement de tissu ovarien (Fasano et al.,, 2011, Grynberg et al., 2011) ou en
complément de cycle de stimulation (Oktay et al., 2010). Certaines équipes ont méme décrit
le recueil des ovocytes immatures apres ovariectomie pour cryoconservation de tissu
ovarien (Huang et al., 2008). D’autre ont montré que cette technique pouvait s’appliquer en
phase folliculaire comme en phase lutéale, sans compromettre les résultats (Maman et al.,
2011). Dans cette série de 18 patientes cancéreuses, cette stratégie a permis la
cryoconservation de 6 a 8 ovocytes ou embryons (Maman et al., 2011). Cependant, les
auteurs ne détaillent pas la proportion d’ovocytes, et on sait que les potentiels de
développement d’ovocytes et d’embryons issus de maturation in vitro sont tres inférieurs a
ceux de la FIV. Il faut donc adjoindre a cette technique d’autres méthodes pour augmenter
les chances.

D’autres équipes utilisent cette technique pour sauvegarder la fertilité en conservant les
ovocytes plus que les embryons. Leurs résultats sont donc présentés dans le paragraphe

suivant.

1.5.5.3.  Cryopréservation ovocytaire

La premiere grossesse obtenue aprés cryoconservation d’ovocyte date de 1986 (Chen,
1986). La premiere grossesse aprés cryoconservation d’ovocyte dans le cadre d’une
conservation de fertilité date de 2007 (Yang et al., 2007). La cryoconservation ovocytaire est
une technique de sauvegarde de la fertilité qui ne requiert pas de partenaire (figure 1). En
revanche, la patiente doit étre pubére et pouvoir supporter un cycle de stimulation
ovarienne, impliqguant des contraintes de temps (minimum 15 jours) et des effets

hormonaux (hyper-cestradiolémie).
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1.5.5.3.1. Congélation lente ou vitrification

L’ovocyte mature (en métaphase Il de méiose) est obtenu par ponction ovocytaire au terme
d’un cycle de FIV conventionnelle, comme exposé ci-dessus (figure 1). Il s’agit d’une grande
cellule, trés fragile et tres différenciée. Sa cryoconservation est difficile du fait de I'extréme
sensibilité de son cytosquelette et de son fuseau méiotique aux lésions de congélation.

La congélation lente classique peut endommager les microtubules du fuseau méiotique
(Chen et al., 2003) et étre a I'origine d’un risque d’aneuploidie (Mandelbaum et al., 2004).
De plus, cette technique entraine la formation de cristaux susceptibles de Iéser la membrane
ovocytaire induisant une lyse cellulaire. Enfin, on observe également un durcissement
précoce de la zone pellucide par expulsion prématurée des granules corticaux (Chevalier et
al.,, 2009). Il en résulte une difficulté de pénétration du spermatozoide et d’éclosion du
blastocyste, ce qui nécessite souvent le recours a I'lICSI. Ceci explique probablement les taux
tres faibles de grossesse aprés congélation lente. En 2006, Oktay et al. avaient publié une
méta-analyse de tous les cycles de congélation ovocytaire lente depuis 1986 (Oktay et al.,
2006). Les résultats n’étaient guere enthousiasmants avec un taux de 1,9% naissance vivante
par ovocyte congelé. En ne considérant que les ovocytes ayant résisté a la décongélation, 3,4
% ovocytes micro-injectés aboutissaient a une naissance vivante. Enfin, quand des embryons
se développaient, 21,6 % des transferts (2,6 embryons par transfert) aboutissaient a une
naissance vivante. Cette méta-analyse avait démontré la supériorité de la FIV avec ovocytes
frais en terme de taux de grossesses et de nombre de naissances vivantes comparée a la FIV
aprés congélation lente des ovocytes (Oktay et al., 2006).

La vitrification consiste a exposer pour de courtes durées les ovocytes a des concentrations
élevées de cryoprotecteurs différents et a les refroidir ultra rapidement, ce qui éviter la
formation de glace (Fabbri et al., 1998). La premiére naissance apreés vitrification ovocytaire
a été rapportée par Kuleshova et al. en 1999 (Kuleshova et al., 1999). Cette technique
empéche |'altération du fuseau méiotique et permet la survie des ovocytes matures vitrifiés
dans plus de 80% des cas (Cao et al., 2009, Chian et al., 2009, Kuwayama et al., 2005), contre
50 a 65% des cas en congélation lente (Cao et al., 2009, Chian et al., 2009). Les taux de

naissances apres vitrification d’ovocytes matures sont de I'ordre de 30% par transfert contre
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10% en technique de congélation lente (Cobo et al., 2008). Une étude italienne prospective
randomisée sur 244 ovocytes a comparé I'ICSI sur ovocytes frais ou vitrifiés. Les taux de
fécondation et de développement embryonnaire étaient similaires (Rienzi et al., 2010). Ceci
confirmait les résultats d’'une étude descriptive (Antinori et al., 2007) et d’une étude
comparative sur 30 donneuses de 450 ovocytes (Cobo et al., 2008). Cependant, ces patientes
n’étaient pas atteintes de cancer. A ce jour et a travers le monde, plus de 1000 enfant sont
nés aprés congélation d’ovocytes matures (532 aprés congélation ovocytaire lente, 392
aprés vitrification ovocytaire, en 2009) sans qu’il ait été observé une augmentation des
anomalies congénitales chez ces enfants (Noyes et al., 2010, Noyes et al., 2009, Rudick et al.,

2010).

1.5.5.3.2. Ovocytes immatures, cryoconservation ou Maturation in vitro :

quoi faire en premier ?

Il est aussi possible de cryoconserver des ovocytes immatures avant leur maturation in vitro.
En effet, dans I'ovocyte immature au stade de vésicule germinative (en prophase 1 de
méiose), le fuseau méiotique n’est pas encore constitué et ses chromosomes sont protégés
par une membrane nucléaire. Ces caractéristiques doivent théoriquement lui conférer une
meilleure résistance a la congélation lente. Dans deux études, la survie d’ovocytes congelés
au stade vésicule germinative était supérieure a celle obtenu aprés congélation d’ovocytes
maturés in vitro (Baka et al., 1995, Boiso et al., 2002). Dans ces études, la congélation
d’ovocytes immatures les protégeait de lésions du fuseau meéiotique et d’anomalies
chromosomiques. Par ailleurs, Toth et al. ont comparé la maturation in vitro d’ovocytes
immatures congelés a celle d’ovocytes immatures frais. Les taux de maturation, de
fécondation et de développement jusqu’au blastocyste étaient similaires (Toth et al., 1994).
Cependant, des observations inverses ont aussi été rapportées. Park et al. retrouvent ainsi
plus d’anomalies du fuseau et des chromosomes sur des ovocytes immatures congelés puis
maturés in vitro, comparés a des ovocytes maturés frais (Park et al., 1997). Enfin, Goud et al.
ont retrouvé une diminution significative de la survie d’ovocytes immatures congelés,
comparée a des ovocytes matures congelés (Goud et al., 2000). Reste qu’avec les 13 a 73%

de taux de survie de ces ovocytes immatures congelés rapportés dans ces études, les
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résultats de la MIV avec cryoconservation sont décevants (Baka et al., 1995, Boiso et al.,
2002, Goud et al., 2000, Mandelbaum et al., 1988, Park et al., 1997, Toth et al., 1994, Tucker
et al.,, 1998). Au mieux, ils ne dépassent pas ce qu’on peut attendre d’une congélation
d’ovocytes matures, alors que, selon la théorie, on aurait du obtenir de meilleurs résultats.
Néanmoins, une naissance a été obtenue avec des ovocytes congelés au stade immature
(Tucker et al., 1998). Devant ces résultats mitigés, quelques auteurs ont aussi tenté de
vitrifier ces ovocytes immatures. Le stade blastocyste avec caryotype normal a été atteint
par Chung et al. (Chung et al., 2000) ainsi que par Fuchinoue et al. (Fuchinoue et al., 2004) a
I'aide d’ovocytes vitrifiés au stade immature. Pour Wu et al., les taux de survie d’ovocytes
(59%), de maturation (64%), de fécondation (70%) et de clivage (71%) aprés maturation in
vitro d’ovocytes vitrifiés n’étaient pas différents des témoins. Ces ovocytes ont conduit a une
grossesse biochimique (Wu et al., 2001). Les études ne permettent donc pas encore de
répondre. Bien que la tendance nous incite a vitrifier les ovocytes immatures, ce point est
encore tres discuté (Cao and Chian, 2009). Néanmoins, la conservation de 4 ovocytes
immatures a des fins de sauvegarde de la fertilité avant greffe de moelle osseuse n’a pas
permis d’atteindre cet objectif, nécessitant le recours a la greffe de fragments ovariens
(Revel et al., 2011). Cela souligne encore le fait que cette technique ne peut étre considérée

gue comme appoint d’'une procédure plus performante.

1.5.5.3.3. Conservation d’ovocytes immatures en oncofertilité

Bien que cette stratégie soit encore tres récente, certaines équipes ont déja publié leur
série, permettant la sauvegarde de la fertilité chez les patientes atteintes du cancer. Cette
approche permet des succés limités et ne peut se justifier seule. Selon la série de Fasano et
al. reprenant 57 cas de patientes avec cancer, bénéficiant de la MIV lors d’un prélevement
de tissu ovarien, seule une patiente sur deux a pu vitrifier au moins un ovocyte suite a cette
stratégie, malgré le recueil de 266 ovocytes immatures (Fasano et al., 2011). Connaissant la
potentialité réduite des ovocytes maturés in vitro, les chances sont minces de pouvoir
rétablir la fertilité a I'aide de ces ovocytes. Il convient donc, la encore, d’utiliser cette

méthode en appoint d’autres stratégies plus éprouvées. Ainsi, Oktay et al. ont-il démontré
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que l'utilisation de la maturation in vitro, conjointement avec d’autres techniques,

augmentait la quantité d’ovocytes et d’embryons cryoconservés (Oktay et al., 2010).

1.5.5.3.4. Conservation d’ovocytes matures en oncofertilité

Récemment, la vitrification a considérablement amélioré les résultats de la cryoconservation
d’ovocytes matures. Il en résulte un essor justifié de cette technique de sauvegarde de la
fertilité chez les cancéreuses puberes pouvant supporter les contraintes de la stimulation
(Ata et al., 2010, Noyes et al., 2010, Noyes et al., 2009). Cependant, a ce jour, peu d’auteurs
ont rapporté I'application de cette technique dans cette indication. Dans leur série de 50
patientes porteuses de cancer, Noyes et al. ont conservé 19 ovocytes matures par patiente,
apres 10 * 0,3 jours de stimulation ovarienne selon divers protocoles (Noyes et al., 2010).
Comparées a des patientes non cancéreuses, |'cestradiolémie basale était plus élevée, le
temps de stimulation était plus long, plus de gonadotrophines étaient nécessaires pour une
cestradiolémie au déclenchement plus faible, ces différences étant statistiquement
significatives. Ces résultats suggerent une altération de la réserve ovarienne des patientes
cancéreuses, et vont dans le sens d’un autre observation portant sur 5 patientes atteintes de
cancer (Pal et al., 1998), bien qu’une troisieme étude avec 28 patientes cancéreuses et 135
témoins appariées sur I'age n’ait pas retrouvé de différence (Knopman et al., 2009). Une
méta- analyse de 7 études rétrospectives appariées a retrouvé des résultats comparables
entre 218 patientes cancéreuses et 153 patientes témoins devant bénéficier d’'une FIV-ICSI,
majoritairement pour infertilité masculine (Friedler et al., 2012). Le nombre d’ovocytes
recueillis était néanmoins significativement inférieur dans le groupe cancer, suggérant la
encore, une moins bonne réponse ovarienne chez ces patientes. A ce jour, seule une
naissance (gémellaire) a été rapportée apres cryoconservation d’ovocytes (congélation
lente) pour sauvegarde de la fertilité chez une patiente porteuse d’'une tumeur a malignité

limitée de I'ovaire (Porcu et al., 2008).

1.5.5.3.5. Sécurité des nouvelles techniques de cryoconservation
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Les données d'études controlées indiquent que le devenir obstétrical d’enfants nés apres
congélation lente d’embryons est semblable, voire meilleur que celui d’enfants nés
d‘embryons frais (Kallen et al., 2005, Shih et al., 2008, Wang et al., 2005, Wennerholm et al.,
2009). En effet, comparés a des enfants nés a partir d’embryons frais, ceux nés d’embryons
congelés auraient une mortalité périnatale inférieure (P < 0.001) (Shih et al., 2008), un poids
de naissance supérieur (Belva et al., 2008) et moins d’hypotrophie < 2500g (P < 0.001)
(Bedoschi et al., 2010, Kallen et al., 2005, Shih et al., 2008, Wang et al., 2005). Aucune
différence significative n'a été rapportée quant a l'incidence d'anomalies chromosomiques
entre enfants nés d’embryons frais ou cryopreservés (OR 1,96, IC95% 0,92-4,14) (Belva et al.,
2008). Cette méme étude retrouvait méme un taux accru de malformations parmi des
enfants nés d’embryons frais (OR 1,96, IC95% 1,31-2.91) (Belva et al., 2008).

Aucun effet de la cryopreservation d'embryons n'a été démontré sur le développement
post-natal mais peu d’études ont été publiées (Sutcliffe et al., 1995, Wennerholm et al.,

1998).

La technique de cryoconservation d'ovocytes étant nouvelle, peu de données comparatives
sont disponibles concernant les enfants nés aprés congélation lente ou vitrification
d’ovocytes. Vingt-deux séries de cas de naissances aprés congélation lente d’ovocytes ont
été identifiées dans la littérature, soit 148 enfants. Dans ces publications, I'information sur
les enfants est spartiate, ils sont « sains» et de poids de naissance dans la moyenne
(Diedrich et al., 2011). Les données de 221 enfants nés d'ovocytes vitrifiés sont aussi
disponibles (Wennerholm et al., 2009), 200 d’entre elles ayant été rapportées par un auteur
(Chian et al., 2008). La encore, les données sont spartiates, le poids de naissance est dans la
moyenne (Wennerholm et al., 2009). Cependant, Chian et al. ont rapporté un taux
d'accouchements prématurés de singleton de 26 % (36/137), ce qui est au moins le double
du taux d'accouchements prématurés apres congélation lente.

En résumé, 25 ans d'expérience de congélation lente d'embryons ont fourni des données
rassurantes sur la sécurité de la technique (Wennerholm et al., 2009). Des données limitées

de sécurité sont disponibles sur la vitrification d’ovocytes.

1.5.5.4. Cryoconservation de tissu ovarien
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Les techniques précédentes permettaient la sauvegarde de la fertilité chez des patientes
pubéres pouvant supporter les contraintes de la stimulation ovarienne, tant pour le temps
nécessaire a la stimulation que pour I'hyper-cestradiolémie engendrée par cette stimulation.
Mais le probleme demeure entier lorsque le temps manque, que la maladie est hormono-
sensible ou que la patiente n’est tout simplement pas assez agée pour pouvoir avoir une

stimulation ovarienne.

L'idée d’'une cryoconservation ovarienne pour sauvegarder la fertilité date des années 60,
qguand le replacement d’ovaires congelés avait permis de rétablir la fertilité de souris
irradiées (Parrott, 1960). C'est une stratégie intelligente puisque le cortex ovarien contient
un grand nombre de follicules primordiaux a fort potentiel reproductif, méme sur un
prélevement de volume modeste. Quoi qu'encore expérimentales, bien des
cryoconservations et transplantations de tissu ovarien ont été rapportées. Chez I'animal ces
techniques ont conduit a des gestations tandis que des grossesses ont été obtenues chez les
femmes traitées pour cancer. La cryoconservation de tissu ovarien est d’ailleurs
actuellement la seule technique de conservation de la fertilité accessible aux filles avant la

puberté.

Plusieurs stratégies ont été essayées: la cryoconservation puis greffe avasculaire de
fragments de cortex ovarien, la transplantation avec anastomose vasculaire
microchirurgicale d’ovaire entier et I'isolation de follicules primordiaux pour replacement sur

supports biocompatibles.

A ce jour, c’est la greffe avasculaire de fragments de cortex ovarien qui a donné de meilleurs
résultats, permettant le rétablissement de la fertilité chez des femmes rendues stériles par
les traitements du cancer. Cependant, la durée de vie de ces greffes est limitée. Par ailleurs,
les risques de métastases peuvent étre trop élevés pour envisager une greffe. Pour palier ces
limites, la recherche est active, notamment dans les domaines de l'isolation des follicules
primordiaux, de la xénogreffe, de la folliculogénése in vitro, de la culture et de la

cryoconservation d’ovaires entiers.
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1.5.5.4.1. Greffe de fragments

La cryopréservation de cortex ovarien peut étre une bonne alternative lorsque les

traitements doivent étre instaurés en urgence ou s’il s’agit d’une fillette pré pubére.

Les premieres expériences de greffe de tissu ovarien frais datent du début du 20°™ siecle. La

éme

cryoconservation de tissu ovarien a été tentée au milieu du 20" siecle, aprés la découverte
des propriétés cryoprotectrices de certains composés chimiques (Deanesly, 1954, Parkes and
Smith, 1953). Cependant, les techniques n’ont initialement connu qu’un essor limité, au
regard de I'efficacité médiocre du cryoprotecteur utilisé (glycérol, 10% des follicules
primordiaux résistant a la congélation-décongélation), et de I'absence de cryostat
automatisé. Pendant les années 1990, les progres de la cryobiologie ont élargi I'arsenal des
cryoprotecteurs (propandiol, diméthylsulfoxyde, éthyléne-glycol). Ces progres ont permis les
premieres reprises de fonction ovarienne aprés greffe de tissus ovariens chez de gros
animaux, menant a des gestations (Gosden et al.,, 1994, Newton et al.,, 1996), et faisant
espérer des grossesses chez la femme. Les études chez I'animal ont permis quelques mises
au point comme, par exemple, d’optimiser la taille optimale des greffons (Jeremias et al.,
2003). Une premiere autogreffe de fragments ovariens cryoconservés a permis de rétablir la
fonction ovarienne chez une patiente de 29 ans rendue ménopausée par des traitements
gonadotoxiques (Oktay and Karlikaya, 2000). En 2004, un embryon de 4 cellules a été obtenu
chez une patiente de 36 ans, aprés ménopause chimique, greffe hétérotopique de fragments
ovariens, puis stimulation ovarienne, malheureusement sans implantation embryonnaire
(Oktay and Buyuk, 2004). Plusieurs naissances ont ensuite été décrites apres autogreffe

orthotopique de fragments ovariens cryoconservés chez des femmes, aprés ménopause

induite par traitements gonadotoxiques (Donnez et al., 2004, Meirow et al., 2005).

Depuis, la liste des patientes ayant bénéficié d’une autogreffe de fragments ovariens pour
rétablir la fonction ovarienne reproductrice s’est allongée. Quatorze grossesses et 11
naissances vivantes ont été obtenues apres 9 greffes de fragments de cortex ovariens frais
entre jumelles homozygotes discordantes pour leur fonction ovarienne (Silber, 2012). Ces
greffes fraiches sortent du cadre de la sauvegarde de la fertilité et ne seront pas détaillées

ici. Les indications d’autoconservation de tissu ovarien ne se limitent plus aux maladies
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néoplasiques mais incluent désormais des pathologies bénignes traitées pas chimiothérapie
systémique ou radiothérapie, ainsi que des hémopathies bénignes indiquant la greffe de
moelle osseuse. L'ovariectomie dans le contexte de kystes bénins (endométriose) ou le
portage d’'une mutation BRCA indiquant |'ovariectomie prophylactique peuvent également

indiquer la cryoconservation du tissu ovarien.

Partageant les indications de la cryoconservation d’ovocytes, la pratique de Ia
cryoconservation de tissu ovarien n’en a pas les limites logistiques. En effet, elle peut étre
pratiquée sur une patiente impubére, atteinte d’une pathologie sensible aux hormones ou
dont le traitement ne peut attendre les 12 jours minimum que prend classiquement une
stimulation ovarienne. En outre, la cryoconservation de tissu ovarien permet
potentiellement la conservation de beaucoup plus d’ovocytes que la conservation

d’ovocytes matures.

En pratique, il s’agit de prélever un ovaire ou des fragments de cortex ovarien lors d’'une
ceelioscopie. Son principe est illustré dans la figure 3. Dans la mesure du possible, le
prélevement doit avoir lieu avant chimiothérapie (Familiari et al., 1993, von Wolff et al.,
2009). L'agressivité sur |'ovaire des traitements envisagés détermine le choix entre une
ovariectomie radicale ou une biopsie ovarienne, ainsi que le volume de cette derniéere. Ainsi,
si les risques de ménopause n’excédent pas 50%, le prélevement ovarien doit étre limité,
I'ovariectomie unilatérale étant une option inutilement agressive. En effet, bien souvent, la

fonction ovarienne se rétablit spontanément (Donnez et al., 2006, Wallace et al., 2005).

Lass et al. ont montré que le potentiel de fertilité de femmes avec un seul ovaire était
équivalent a celui de femmes avec deux ovaires, qu’il s’agisse de conceptions naturelles ou
par FIV (Lass, 1999). Cependant, du fait des traitements qu’elles ont subi, ces femmes a la
réserve ovarienne altérée auront sans doute une durée de vie reproductrice plus courte. La
perte d’'un ovaire peut donc avoir des conséquences sur la fonction reproductive plus
importantes chez ces femmes, notamment en fin de trentaine et début de quarantaine. Une
fois la médullaire ovarienne excisée, des fragments de cortex, contenant des follicules
primordiaux, sont découpés et cryoconservés. La transplantation ultérieure pourra étre

hétérotopique ou orthotopique.
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Figure 3. La conservation de fragments de cortex ovarien face aux autres techniques classiques et moins
classiques de sauvegarde de la fertilité (Hirshfeld-Cytron et al., 2011). Contrairement a la cryoconservation
d’ovoccytes matures (2) et d’embryons (3), le prélevement de cortex ovarien peut étre réalisé rapidement et a
tout moment du cycle. Une fois le cancer en rémission, les fragments peuvent étre réchauffés. Si les risques de

métastase ovarienne sont faibles, ces fragments peuvent étre replacés dans la patiente et permettre une
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grossesse spontanée ou apres FIV (2). Le probléme demeure quand le risque de métastase ovarienne est fort. Une

solution pourrait étre une folliculogénése in vitro (1), mais cette alternative est de I'ordre de la recherche.

Le fragment reprend une activité aprés quelques mois, une ovulation peut ensuite étre
obtenue soit naturellement, soit aprés une stimulation hormonale. Il ne s’agit pas d’une
technique de routine, mais plusieurs équipes dans le monde travaillent a développer cette

perspective.

Pour les patientes jeunes, il est légitime de proposer une cryoconservation de fragments
ovariens, tout en soulignant, bien slr, que cette technique est prometteuse mais encore
expérimentale. La question se pose toujours de la réintroduction de cellules malignes avec le
greffon. Une étape ultérieure pourra étre la culture in vitro de follicules primordiaux ; pour

le moment, celle-ci n’a été réalisée que chez la souris (O'Brien et al., 2003).

1.5.5.4.1.1. Congélation lente ou vitrification

La technique de cryoconservation du cortex ovarien la plus utilisée dérive du protocole mis
au point par Gosden et al. en 1994 (Gosden et al., 1994). Il s’agit d’une congélation lente,
utilisant le Dimethyl sulfoxide (DMSO) a 1,5M comme cryoprotecteur. Un seeding doit étre
réalisé (Isachenko et al., 2008). D’autres méthodes ont néanmoins été proposées, utilisant
du propane-diol et du sucrose comme cryoprotecteur (Gook et al., 2000, Silber, 2012). La
survie folliculaire apres congélation lente est estimée entre 70 et 90% (Fabbri et al., 2003,
Gook et al., 2000, Hovatta et al., 1996, Hreinsson et al., 2003, Jeremias et al., 2003, Maltaris
et al., 2006). Cependant, les cellules granuleuses semblent moins résistantes a la congélation
décongélation, avec notamment une expression génétique anormale dans des études de
microarray (Lee et al., 2008). Il s’agit néanmoins d’un protocole assez robuste.

Bien que la vitrification connaisse un engouement certain pour la cryoconservation
d’ovocytes et d’embryons, cette technique a été peu explorée et avec des résultats
contradictoires pour la conservation du tissu ovarien.

Des études comparatives ont été menées sur les fragments de cortex de gros animaux. Ainsi,
la capacité d’évolution des follicules en culture 3D, lincorporation de BrdU, le

phosphohistone H3 et la production de stéroide ont-t-ils été comparés entre congélation
83



lente ou vitrification chez le macaque (Ting et al., 2011). Les lésions stromales et folliculaires
étaient plus fréquentes apres congélation lente. Les follicules des fragments vitrifiés
atteignaient autant le stade antral que ceux des fragments frais. En revanche, ils étaient
beaucoup moins a I'atteindre apres congélation lente. L’expression du phosphohistone H3
était identique dans les fragments frais et vitrifiés, tandis qu’elle était plus faible apres
congélation lente. La synthése de stéroides et I'incorporation du BrdU étaient altérées de
maniére similaire en congélation lente ou en vitrification. Trois gestations ont été obtenues
chez la brebis, apreés vitrification de fragment de cortex ovarien puis autogreffe dans notre
laboratoire (Bordes et al., 2005).

En ce qui concerne l'ovaire humain, Li et al. ont comparé la congélation lente et la
vitrification de fragments de cortex ovarien chez 15 patientes (Li et al., 2007). Ces auteurs
montrent que les deux protocoles de cryoconservation conduisent a des altérations
morphologiques des follicules ainsi qu’a une proportion plus grande de follicules en
croissance. Cependant, les résultats de la congélation lente et de la vitrification n’étaient pas
statistiquement différents. Isachenko et al. ont eux aussi comparé la congélation lente a la
vitrification, en étudiant la production hormonale en culture, la morphologie folliculaire et
I’expression du géne de la GAPDH de fragments de cortex ovariens de 15 patientes
(Isachenko et al., 2009). Si la morphologie folliculaire et la production hormonale semblaient
comparables entre tissus congelés et vitrifiés, I'expression de GAPDH était significativement
inférieure dans le groupe vitrification. Rahimi et al. ont étudié I'impact du mode de
cryoconservation sur la vascularisation et I'apoptose de fragments de cortex ovarien de 5
patientes lorsqu’ils sont xénogreffés a des souris SCID (Rahimi et al., 2010, Rahimi et al.,
2009). Ces auteurs ne trouvent pas de différences significatives sur ces points, que le
fragment ait été congelé ou vitrifié. Silber et al. ont comparé congélation lente et
vitrification sur des fragments de cortex ovarien humain avec, dans les fragments vitrifiés,
une survie folliculaire et un aspect en microscopie électronique comparables a celle des
témoins alors que la survie des fragments congelés (selon un protocole non classique) était
significativement inférieure (Silber, 2012). Enfin, Keros et al. ont comparé la congélation
lente a la vitrification sur 20 biopsies de cortex ovarien (Keros et al., 2009). Le protocole de
congélation lente n’était pas classique. De plus, la vitrification utilisait une technique ouverte

ou l'azote liquide rentre en contact avec le fragment ovarien, ce qui peut présenter un
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risque sanitaire. La structure (microscopie optique), lultrastructure (microscopie
électronique) et la survie aprés 24 heures de culture de différents composants de I'ovaire
ont été étudiées. Ces auteurs ont constaté que la vitrification préservait bien mieux le
stroma ovarien que la congélation lente, notamment lors de I'examen en microscopie
électronique. Les follicules semblaient également conservés, quel que soit le protocole
utilisé. La méme équipe a modifié sa technique pour utiliser un systéme fermé, en
comparant des fragments de cortex ovarien vitrifiés avec ce dispositif a des fragments frais
chez 12 patientes (Sheikhi et al., 2011). Ces auteurs n’ont pas pu mettre en évidence de
différence entre tissus frais et vitrifié. lls concluent que la vitrification de cortex ovarien est
efficace et compatible avec les directives sanitaires européennes. Ainsi, les résultats ne sont
pas univoques mais penchent plutét vers le bénéfice de la vitrification. Cependant, la
technique est trop récente pour que des patientes dont le cortex ovarien a été vitrifié avant
traitement gonadotoxique demandent le replacement des fragments en cas de désir de
grossesse. Comme le remarquent Silber et al. il a fallu 15 ans pour que les fragments
congelés soient replacés, que des grossesses soient obtenues et que la technique de
congélation lente soit valide. Le méme délai est attendu pour la vitrification (Silber, 2012).
Nous ne savons pas si beaucoup d’équipes pratiquant la cryoconservation ont modifié leur

technique de conservation pour faire de la vitrification de fragments une routine.

1.5.5.4.1.2. Xénogreffe de fragments ovariens

La xénogreffe de fragments ovariens sur souris SKID est une voie toujours explorée en
recherche (Dath et al., 2010, David et al., 2012, Gook et al., 2003, Nisolle et al., 2000, Paris et
al., 2004, Rahimi et al., 2010, Rahimi et al., 2009, Van Eyck et al., 2010). Des fragments de
cortex ovarien humain peuvent étre xenotransplantés a des souris dont I'immunité cellulaire
est constitutionnellement déficiente. Deux types de souris immunodéficientes existent :
celles avec agénésie thymique (souris NUDE) et celles portant la mutation du déficit
immunitaire combiné sévére (Souris SCID) (Bosma et al., 1983, Gosden et al., 1994). Gosden
fut le premier a utiliser ce modéle animal pour étudier le développement de follicules de
mouton et de chat dans des tissus ovariens xenogreffés (Gosden et al., 1994). Par la suite, le

développement folliculaire, I'ovulation, la formation de corps jaune et I'obtention d’ovocytes
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en métaphase Il ont été rapportés par plusieurs équipes, apres xénogreffe de tissus ovariens
humains a la souris SCID, puis stimulation par gonadotrophines (Abir et al., 2003, Maltaris et

al., 2006, Oktay et al., 1998).

L'ultra-structure de follicules primordiaux et primaires humains n’a, semble-t-il, pas été
altérée par la séquence cryoconservation puis xénogreffe (Nisolle et al., 2000, Nottola et al.,
2008). Dans cette derniere étude, des follicules secondaires s’étaient aussi développés dans
ces xénogreffes de fragments cryoconservés. Leur ultra-structure était conservée.
Cependant, le développement ovocytaire semblait en retard par rapport au développement
des cellules folliculeuses (Nottola et al., 2008). De plus, dans une observation réalisée avec
des follicules animaux, la maturation finale avait été obtenue in vitro apres xénogreffe, mais
les ovocytes ainsi obtenus montraient cependant une organisation aberrante des

microtubules et de la chromatine (Kim et al., 2005).

Une étude prospective a étudié le nombre de follicules a chaque stade de développement,
dans des xénogreffes de fragments ovariens humains cryoconservés puis transplantés a la
souris SCID, selon que la souris était exposée ou non aux analogues de la GnRH et a une
stimulation par gonadotrophines (Maltaris et al., 2007). L’exposition a la GnRH n'a pas
empéché I'épuisement rapide du capital folliculaire. Au contraire, cet épuisement a méme
été aggravé si la GnRH était introduite pendant la période critique de néovascularisation,
juste apres la xénogreffe. Enfin, cette méme équipe a observé qu’une stimulation prolongée
par des gonadotrophines réduisait de maniere significative le nombre de follicules
primordiaux dans la xénogreffe (Maltaris et al., 2007). Méme si I'ovariectomie de la
receveuse semble améliorer le développement folliculaire aprés xénotransplantation de
tissus ovariens cryoconservés a la souris SCID, I'emploi de gonadotrophines exogénes semble

néanmoins essentiel a la survie des follicules xénogreffés (Oktay et al., 2000).

Enfin, le modele de xénogreffe a aussi été utilisé pour étudier la revascularisation de ces
greffes avasculaires de fragments. Van Eyck et al. ont ainsi xénogreffé des fragments de
cortex ovarien humain a des souris NUDE et étudié la pression partielle en oxygene, grace a

la résonnance paramagnétique électronique (Van Eyck et al., 2010). Du lithium
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phthocyanine, implanté au sein de ces fragments, était utilisé comme traceur d’oxygénation.
Selon ces auteurs, I'hypoxie des fragments durerait 5 jours. Toujours avec le méme modeéle,
cette équipe a comparé la xénogreffe de fragments a 1 et 3 semaines dans différents sites,
chez la souris NUDE (Dath et al., 2010). Depuis les travaux de Nisolle et al., on sait que la
xénogreffe entraine une fibrose prononcée du stroma des fragments greffés (Nisolle et al.,
2000). Dath et al. suggérent qu’une greffe sur un site musculaire serait bénéfique puisque
cela diminuerait notoirement cette fibrose générée. De plus, ils montrent que la xénogreffe
s’accompagne d’une activation folliculaire globale, mais peut-étre de maniére moins
marquée dans les fragments greffés au site musculaire, suggérant que cette fibrose est
délétére a la survie a long terme de ces greffes. David et al. ont étudié cette activation des
follicules humains lorsque des fragments de cortex ovarien sont xénogreffés chez la souris
SCID. Bien qu'ils aient observé une activation importante (60%) a 3 semaines de greffes
(David et al., 2011), ils sont rassurants puisqu’ils retrouvent des follicules quiescents apres
26 semaines de xénogreffe (David et al., 2012). Cependant, 13% des follicules primordiaux
examinés sont encore activés (expriment le PCNA). Ces follicules greffés montrent une
expression abaissée du Kit Ligand et augmentée de ’AMH, ce qui pourrait faire partie du
mécanisme moléculaire aboutissant a I'activation. Cette expression ne différe pas, que le
tissu ovarien ait été congelé ou non avant d’étre greffé (David et al.,, 2012). Le méme
paterne d’expression de C-kit et GDF-9 est retrouvé aprés xénogreffe de cortex ovarien
humain frais ou congelé, confirmant que I'activation folliculaire anormalement importante
est bien une conséquence de la xénogreffe et non de la cryoconsevation (David et al., 2011).
Cependant, généraliser des résultats obtenus avec ce modele a ce qui se passe lorsqu’un

fragment est greffé chez une femme est difficile.

Bien que la xénogreffe de fragments ovariens soit un bon modelel d’étude pour
I'autotransplantation, son utilisation future a des fins reproductives est beaucoup plus
incertaine. L'une des limites est le risque d’infection par des agents rétroviraux
hétérospécifiques ou par d’autres agents infectieux type prions. Par ailleurs, cette utilisation
imposerait le sacrifice d’'un grand nombre d’animaux, les fragments greffés étant de petite

taille. Cela rendrait la technique peu efficace et souleverait des interrogations morales.
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1.5.5.4.1.3. Orthotopique ou hétérotopique

Il existe deux approches possibles pour |'auto-transplantation du tissu ovarien (figure 4).
Dans la transplantation hétérotopique, les fragments de cortex ovarien peuvent étre greffés
en sous-cutané ou dans divers autres sites en dehors de la cavité péritonéale, par exemple,
I'avant-bras ou la paroi abdominale externe. La transplantation orthotopique consiste a
greffer les morceaux de cortex ovarien dans leur emplacement original, c'est-a-dire dans la
cavité péritonéale, dans l'ovaire restant ou a son contact direct (fossette ovarienne ou
ligament lombo-ovarien). Les deux approches ont leurs avantages et inconvénients. Tandis
gu’une grossesse spontanée ne peut théoriquement se produire qu’aprés une
transplantation orthotopique, la transplantation hétérotopique peut étre indiquée si le
pelvis n'est pas accessible a la transplantation, du fait des conséquences de la radiothérapie
ou du caractére cicatriciel de I'abdomen. En outre, s’il existe un risque de métastase
ovarienne, la surveillance des tissus est plus facile en cas de greffe hétérotopique.
Cependant, si I'activité hormonale de I'ovaire a été rétablie apres greffes orthotopiques et
hétérotopiques, les ovocytes prélevés sur les greffes hétérotopiques n’ont pas permis de
rétablir la fertilité chez la femme, alors que certaines greffes orthotopiques ont été suivies
de grossesses. Cela donnerait un certain avantage a la greffe orthotopique. Cependant, la
plupart des greffes orthotopiques chez la femme ont été réalisées en présence des ovaires.
Malgré la description récente d’une grossesse apres ovariectomie bilatérale, puis autogreffe
(Garcia Rada, 2012), un doute subsiste toujours sur l'origine réelle d’'une éventuelle
grossesse apres greffe orthotopique, fragment réimplanté ou ovaires natifs réactivés.

Il faudrait donc, pour étre honnéte, ajouter au crédit de la greffe hétérotopique la grossesse
spontanée obtenue par Oktay et al. aprés greffe hétérotopique de fragments (Oktay, 2006)
et une partie de celles de Demester et al. et d’Andersen et al. ou une attitude mixte, a la fois
orthotopique et hétérotopique, avait été adoptée (Andersen et al., 2008, Demeestere et al.,
2006). Cela réhabilite quelque peu I'attitude hétérotopique.

Quelle que soit la stratégie, la ccelioscopie est la technique mini-invasive qui doit étre
utilisée pour prélever le tissu ovarien (Jadoul et al., 2007, Sonmezer et al., 2005). En effet,

cette procédure est courte (30 minutes) et peu morbide (élévation de la CRP chez deux
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patientes, une contamination bactérienne, une conversion laparotomique) sur une série de

85 femmes prélevées (Mayerhofer et al., 2010).
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Figure 4. Différentes alternatives de transplantation d’ovaire entier (A) et de greffe de fragments ovariens (B), dans la
sauvegarde de la fertilité en cas de traitement stérilisant (Bedaiwy et al., 2008). Dans chaque cas, le replacement de tissu
ovarien peut étre au contact (ou en remplacement) de I'ovaire natif (orthotopique) ou en dehors de ce site (hétérotopique).
Notez que le replacement hétérotopique de fragments ovariens peut aussi avoir lieu dans I'espace sous-cutanée de la peau

abdominale.

1.5.5.4.1.4. Succes : de I'animal a la femme

Grace a l'utilisation de cryoprotecteurs modernes, comme ['éthyléne-glycol, le diméthyl
sulfoxyde (DMSO) ou le propanediol, des gestations chez I’'animal ont été rapportées a partir
d’autogreffe de fragments ovariens. Pour la premiere fois, en 2000, la fonction ovarienne
endocrine a été rétablie chez la femme, par I'autogreffe orthotopique de fragments ovariens
cryoconservés (Oktay and Karlikaya, 2000, Radford et al., 2001). Chez le primate, en 2004,
une premiéere gestation a été obtenue aprés autogreffe hétérotopique de tissu ovarien frais
(Lee et al., 2004). Celle-ci fut suivie par les premiéres grossesses humaines apres autogreffe
orthotopiques de fragments de cortex ovarien cryoconservé (Donnez et al., 2004, Meirow et

al., 2005).
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1.5.5.4.1.4.1. Replacement et reprise fonctionnelle des fragments

chez la Femme

Malgré les nombreuses patientes ayant bénéficié de cryoconservation de fragments de
cortex ovarien dans le monde, seules quelques unes ont, jusqu’a présent, été jusqu’au

replacement de ces fragments (autogreffe).

Selon Oktay et al., seules 3 patientes ont demandé |'autogreffe de fragments de cortex
ovarien (5,1%), alors que 59 femmes avaient eu une cryoconservation (Oktay and Oktem,
2010). Une patiente a eu une greffe orthotopique tandis que la greffe des deux autres était
hétérotopique. Dans cette équipe, les principales indications de cryoconservation étaient
I’'hémopathie maligne (45,7%) et le cancer de sein (22%). Aucune complication ne s’est
produite et I'examen anatomopathologique des fragments de cortex ovarien n’a pas révélé
de localisation secondaire. Cinquante-six de 59 patientes n'ont pas demandé le replacement
de leurs fragments ovariens, certaines étant décédées, d’autres parce que la pathologie était
toujours évolutive, d’autres pour des raisons personnelles. Une des patientes ayant recu une
autogreffe hétérotopique a congu spontanément et a accouché, alors qu’elle était
considérée comme ménopausée (Oktay, 2006). Cela suggére que, aprés greffe de fragments
ovariens, les follicules donnant les grossesses pourraient provenir des ovaires natifs,
initialement considérés comme ménopausés, réactivés par une greffe, méme hétérotopique.
Sur les trois greffes rapportées par cette équipe, une a cessé de fonctionner apres 9 mois, les

deux autres fonctionnant encore, 7 ans apreés greffe.

Sanchez et al. ont, eux aussi, rapporté une série de 200 patientes chez lesquelles ils ont
réalisé un prélévement de cortex ovarien (Sanchez et al., 2008). Leurs indications principales
étaient le cancer du sein (55%) et la maladie de Hodgkin (25%). Seulement 4 patientes (2%)

avaient été greffées a la date de la publication.

De la méme maniere, les greffes sont encore peu nombreuses selon I'expérience danoise de
I'autoconservation de tissu ovarien (Schmidt et al.,, 2011). De 1999 a 2010, I'équipe
d’Andersen a cryoconservé le tissu ovarien de 296 femmes, dont 97 avaient moins de 18 ans.

Douze de ces patientes (4%) ont été autogreffées et 5 d’entre elles ont d{ avoir une
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deuxieme greffe. Dix patientes ont eu recours a la FIV, avec 56 cycles semi-naturels, et
transfert de 16 embryons. Le taux d’implantation par cycle était faible (5%), mais plus
important par transfert (38%), soulignant le fort taux d’annulation dans cette population.
Cing grossesses dont deux avec naissances vivantes avaient été obtenues apres FIV, une
grossesse spontanée avec naissance vivante est survenue, 3 naissances vivantes ont donc
été obtenues apres autogreffe de fragments ovariens dans cette équipe. La durée de vie des

greffes s’est échelonnée de 6 mois a 54 mois.

L’équipe de Donnez s’est intéressée aux marqueurs de réserve ovarienne chez 10 patientes
devenues ménopausées aprés traitement gonadotoxique. Sept d’entre elles avaient eu un
prélevement de tissu ovarien préalable, 3 patientes avaient une sceur HLA compatible.
Toutes ont pu avoir une autogreffe ou une allogreffe HLA identique. Globalement, aprés
greffe de fragments ovariens, les marqueurs de réserve ovarienne sont peu performants, la
FSH restant haute et I’AMH restant indosable, malgré un fonctionnement apparemment
normal de cette greffe. Aucun de ces marqueurs n’était prédictif de la survie de greffe (Janse

et al., 2011).

Dans plusieurs revues récentes, Donnez et al. et Hancke et al. ont fait le point sur les greffes
de fragments rapportées dans la littérature ainsi que des enfants nés (Donnez and Dolmans,
2011, Donnez et al., 2011, Hancke et al., 2011). Le tableau 4 est une mise a jour des succés
de greffe de fragments rapportés par ces auteurs. Les paragraphes suivants vont reprendre

en détail ces succes.

1.5.5.4.1.4.2. Succes apreés greffes orthotopiques de fragments

cryoconservés

On ne compte plus les succes de la technique chez les rongeurs (cobayes, rats, souris,

lapins). La technique a aussi réussi sur de plus gros animaux :

le monton pour qui la réimplantation de fragments ovariens, apres cryoconservation, a

permis la naissance d’un agneau (Gosden et al., 1994, Salle et al., 2003).
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le macaque chez qui la réimplantation de fragments ovariens frais a donné naissance a un

petit (Lee et al., 2004).

En 2000, a eu lieu la premiere autogreffe orthotopique de cortex ovarien cryoconservé, chez
une patiente de 27 ans (Oktay and Karlikaya, 2000). Cette patiente avait eu une
ovariectomie bilatérale pour saignement dysfonctionnel et des fragments de cortex ovarien
ont été congelés de maniére lente. Huit mois plus tard, ces fragments ont été réintroduits
par voie ccelioscopique, en les suturant sur des supports triangulaires de cellulose, en sous
péritonéal, dans la fossette ovarienne gauche (figure 5). De I'aspirine (80mg/j) et de la FSH
(150 UI/j) ont été ajoutées aux traitements de la patiente dans la semaine suivant
I'autogreffe, pour améliorer la vascularisation. La patiente a ensuite été stimulée par des
doses croissantes (de 150 a 650 Ul/j) de gonadotrophines, pendant les 15 semaines suivant
la greffe. Une ovulation a été confirmée grace a un dosage de progestérone et des images
échographiques de corps jaune, d’épanchement du cul de sac de douglas et d’endomeétre

lutéal. Cette greffe a fonctionné 9 mois.

Pas la suite, Radford et al. ont rapporté une nouvelle tentative d’autogreffe orthotopique de
cortex ovarien cryoconservé, chez une femme de 36 ans ayant survécu a un lymphome
Hodgkinien au stade IIIB (Radford et al., 2001). Avant administration d’'une chimiothérapie
lourde pour une troisieme récidive de la maladie, I'ovaire droit avait été cryoconservé. Dix-
neuf mois plus tard, alors gu’elle était prématurément ménopausée et guérie, deux
fragments de cortex ovarien ont été décongelés et greffés sur I'ovaire gauche tandis que les
autres fragments étaient replacés sur I'ovaire droit. Sept mois apres I'autogreffe, les regles
revinrent et les symptomes climatériques disparurent. Cependant, les gonadotrophines
restaient a un niveau post ménopausique. Cing mois apres, |'cestradiolémie s’éleva a 352
pmol/I tandis que I'échographie pelvienne retrouvait un endometre épais (10 millimeétres) et
un follicule de 20 millimétres sur 'ovaire droit. Malheureusement, la progestéronémie ne
s’est jamais élevé au dela de 2 nmol/l. Aucune ovulation n’a donc été prouvée chez cette
patiente. Aucune maladie résiduelle n’a été mise en évidence dans les fragments ovariens,

que ¢a soit lors du prélevement du tissu ou sur des biopsies des greffes de |'ovaire gauche.
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Dans les deux cas précédents, |'agression qu’avaient subie les fragments ovariens, soit par la
chirurgie, soit par la chimiothérapie préalable, rendait difficile I'interprétation des résultats

de ces greffes.

Quelques mois apres, J.Donnez décrivait la premiére grossesse obtenue apres
réimplantation ortho-topique (en sous-péritonéal) de fragments ovariens congelés. Cette
patiente de 31 ans avait été traitée six ans auparavant par une chimiothérapie stérilisante
(MOPP/ABVD) et radiothérapie (38 Gy) pour lymphome Hodgkinien de stade IV. Pour la
réimplantation, une premiére coelioscopie fut réalisée pour stimuler la néoangiogénese, une

partie des fragments fut introduite 7 jours plus tard, et le reste, a 4 mois (figure 5).

A 9 mois de la réimplantation, la fonction ovarienne était rétablie. A 11 mois, on
diagnostiquait une grossesse obtenue spontanément. Deux ovulations spontanées (sur
ovaires restants) dans les dix-neuf mois précédant la grossesse (pendant I'arrét de THS) ont
conduit certains a émettre des doutes sur I'implication de la greffe dans cette grossesse
(Hubinont et al., 2004, Oktay and Tilly, 2004). Malgré la controverse, beaucoup considerent
gu’il s’agit de la premiere grossesse obtenue de cette maniére (Smitz and Cortvrindt, 2004,

Wallace et al., 2005).

Quasiment simultanément, I'équipe israélienne de D.Meirow a, elle aussi, rapporté
I'obtention d’une grossesse apres greffe ortho-topique de fragments ovariens congelés.
Cette patiente de 28 ans avait bénéficié d’'une cryoconservation, en cours de chimiothérapie
pour lymphome non hodgkinien. Apres intensification, les suites furent marquées par tous
les signes d’une extinction ovarienne (FSH et LH de 40 a 104 Ul/I, niveaux indétectables
d'hormone antimillérienne et d'inhibine B). Aprés guérison du lymphome, les fragments
ovariens ont été réimplantés en sous-cortical ovarienne (Figure 5). S’en est suivi une
normalisation hormonale (y compris AMH et inhibine B), et deux cycles menstruels
spontanés. Une fécondation in vitro en cycle semi-naturel a permis |'obtention d’un
embryon a quatre cellules qui, une fois transféré, s’est soldé par une grossesse viable
(Meirow et al., 2005). La encore, rien ne prouve que cette grossesse provienne vraiment des

fragments réimplantés (Siegel-Itzkovich, 2005).
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Figure 5. Différents modes de replacement des fragments de cortex ovarien décrits. La greffe des fragments

de cortex ovarien peut étre hétérotopique (A), sous la peau de I'avant-bras (Sonmezer and Oktay, 2010) ou de
la paroi abdominale. Elle peut aussi étre orthotopique, en utilisant par exemple un support triangulaire de
cellulose sous-péritonéale (B) (Oktay and Karlikaya, 2000), ou en replagant ces fragments dans une fenétre
péritonéale (C) (Donnez et al., 2004, Donnez et al., 2010), ou enfin étre réintroduit sous la corticale ovarienne

(D), soit directement, soit par injection (Meirow et al., 2005).
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Une troisitme grossesse a été obtenue spontanément par Demeestere et al. apres
cryoconservation et autogreffe, a la fois orthotopique et hétérotopique de cortex ovarien.
Cette femme de 29 ans avait été traitée par greffe de moelle osseuse pour une maladie de

Hodgkin (Demeestere et al., 2006).

Neuf mois aprés greffe, une premiere grossesse s’était soldée par une fausse couche a 7 SA.
Devant la réapparition de signes de ménopause, une deuxieme greffe a été réalisée, toujours
mixte, a la fois orthotopique et hétérotopique. Une deuxiéme grossesse spontanée est
survenue avec accouchement d’une fille a terme, puis un troisieme accouchement, 33 mois

apres la deuxieme greffe.

L'équipe d’Andersen a rapporté les cas de 12 patientes ayant bénéficié d’autogreffes
orthotopiques et hétérotopiques de fragments ovariens (Andersen et al., 2008, Ernst et al.,
2010, Schmidt et al.,, 2011). Toutes les patientes ont repris une activité ovarienne et 3
d’entre elles ont enfanté aprés fécondation In vitro en cycle semi-naturel. On note aussi

deux grossesses malheureusement interrompues.

Silber et al. ont publié une série de 9 cas de greffes de tissu ovarien entre sceurs jumelles
homozygotes, dont une souffrait d’insuffisance ovarienne (Silber, 2012). Une patiente a
bénéficié d’une transplantation micro-vasculaire d’ovaire entier frais et a enfanté (Cf.
paragraphe transplantation d’ovaire entier). Les 8 autres ont été greffées avec des fragments
ovariens frais, mais certaines d’entre elles ont aussi recu une deuxieéme greffe de fragments
ovariens congelés. Trois grossesses ont suivi la greffe orthotopique des fragments congelés.
Chez une patiente ayant recu une greffe fraiche, une premiere grossesse avait déja été
obtenue. Une nouvelle greffe congelée avait été rendue nécessaire du fait de la réapparition
de signes climatériques signant I'arrét de fonctionnement de la greffe fraiche et suivie d’'une
nouvelle grossesse a 24 ans (Silber, 2012, Silber et al., 2008, Silber et al., 2005). L’équipe
rapporte deux autres grossesses apres greffe de fragments ovariens congelés chez des
patientes de 31 et 33 ans, sans détailler ces cas (Silber, 2012). Une de ces grossesses pourrait
étre celle rapportée dans un article d’une revue de Donnez et al. dont Sherman Silber est

deuxiéeme auteur (Donnez et al., 2011) mais les auteurs ne sont pas clairs sur ce fait (Silber,
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2012). Cette patiente de 20 ans avait bénéficié d’une cryoconservation de cortex ovarien
avant chimiothérapie pour maladie de Hodgkin. Une fois ménopausée, elle a bénéficié du
replacement orthotopique de ces fragments, suivi d’un rétablissement de la fonction
ovarienne a 7 mois et d’une grossesse spontanée a 8 mois. Soixante-deux autres patientes
atteintes d’une tumeur solide et 7 patientes souhaitant conserver leur fertilité pour raisons
personnelles ont bénéficié d’un préléevement de cortex ovarien par cette équipe (Silber,

2012).

Pascal Piver (Limoges) a obtenu trois grossesses francaises dont deux avec naissances
vivantes. Le cas de la premiére patiente rapporté a I'ESHRE 2009 (Piver et al.,, 2009) est
décrit dans un article de la revue de Donnez et al. dont Pascal Piver est coauteur (Donnez et
al., 2011). Apres avoir déja été traitée par 2,55 g. de cyclophosphamide, une patiente de 27
ans, atteinte de micropolyangéite, avait bénéficié d’'une cryoconservation d’un ovaire. Suite
a l'administration de 65,65 g. de cyclophosphamide supplémentaires, une ménopause
clinico-biologique survint. Huit ans % apres la cryoconservation, des fragments d’ovaires
furent réintroduits en deux temps, dans I'ovaire natif et dans de petites poches de péritoine
a son contact. La fonction ovarienne fut rétablie 5 mois % aprés greffe et la patiente entama
un parcours de FIV en protocole antagoniste. Une premiére grossesse fut obtenue au
deuxiéme cycle, malheureusement en dehors de |'utérus (GEU). Le quatriéme cycle fut plus
heureux avec grossesse intra-utérine évolutive et naissance a 39 SA par voie basse, apres
déclenchement pour pré-éclampsie. La deuxieme naissance vivante fut obtenue en
collaboration avec Christophe Roux, de Besancon (Roux et al., 2010). Cette patiente de 20
ans, atteinte de drépanocytose homozygote, bénéficia d’'une cryoconservation de cortex
ovarien avant greffe de moelle osseuse. Suite a cette greffe, elle fut cliniqguement et
biologiquement ménopausée. Dix-huit mois apreés le prélevement ovarien, une greffe
orthotopique en deux temps fut réalisée, a la fois ovarienne et dans des poches péritonéales
au contact des ovaires. La reprise de la fonction ovarienne eut lieu 4 mois apres, avec
normalisation de la FSH et AMH dosable. S’ensuivit une grossesse spontanée avec naissance

d’une fille a 38 SA.

L’équipe espagnole de Valence a rapporté, en 2010, la premiére naissance gémellaire aprés

greffe de fragments ovariens (Sanchez-Serrano et al., 2010). Cette patiente de 36 ans,
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infertile depuis 2 ans, était atteinte d’'un cancer médullaire du sein aux récepteurs
hormonaux négatifs. Avant radio-chimiothérapie, une ovariectomie droite fut réalisée et le
cortex ovarien fut congelé. Deux ans apreés, alors qu’elle était ménopausée (FSH 36,2 Ul/ml,
AMH 0,6 ng/ml), une greffe de fragments ovariens sur la corticale de I'ovaire gauche restant,
apres ablation du cortex ovarien natif, fut réalisée a I'aide de fils et de colle biologique. La
fonction ovarienne fut rétablie 63 jours aprés greffe (régles, FSH 10,4 Ul/ml, AMH 1,8
ng/ml). Aprés une premiére tentative peu fructueuse en protocole agoniste long (4 ovocytes
prélevés, aucun embryon transféré), trois cycles en protocole de stimulation sans hyper-
cestrogénie furent réalisés. Neuf ovocytes vitrifiés et 5 ovocytes frais furent utilisés. Les
ovocytes frais ne donnérent pas d’embryons tandis que 2 embryons furent transférés aprées
réchauffement et fécondation des ovocytes vitrifiés. Une grossesse gémellaire s’ensuivit
avec naissance par césarienne a 33 SA + 2 jours de deux garcons aprés rupture prématurée
des membranes. La chorionicité de cette grossesse gémellaire n’est pas précisée dans la
publication. Les suites carcinologiques de cette patiente ne sont pas non plus précisées. |l est
vrai que l|'absence d’expression des récepteurs hormonaux ne devrait pas rendre la
grossesse de cette patiente particulierement a risque de récidive. Dans ce cas, I'utilisation

d’un protocole de stimulation sans hyper-cestrogenie ne semblait pas justifiée.

Sept ans apres avoir rapporté le premier cas mondial de grossesse apres greffe de fragments
ovariens, I'équipe belge de Jacques Donnez a obtenu une nouvelle grossesse (Donnez et al.,
2011). Cette jeune patiente de 19 ans bénéficia d’'une cryoconservation de cortex ovarien
alors que des métastases thoraciques d’'une tumeur neurectodermique de |‘orbite
indiquaient une chimiothérapie avec transplantation de cellules souches hématopoiétiques.
Cette greffe de moelle osseuse rendit la patiente ménopausée. Sept ans apreés, les fragments
cryoconservés remplacérent le cortex de ses ovaires natifs (dépeuplé de follicules), a I'aide
d’Interceed (colle biologique). La reprise de la fonction ovarienne survint 3 mois % apres.
Une grossesse spontanée fut obtenue 9 mois aprés greffe, avec naissance a terme d’un

garcon bien portant.

En 2011, Revel et al. ont rapporté la greffe de trés fines lamelles d’ovaire aprés échec de
deux greffes classiques, le tout en orthotopique (Revel et al., 2011). Cette patiente de 19

ans, thalassémique, avait eu son préléevement avant d’étre rendue ménopausée par le
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conditionnement pour greffe de moelle osseuse. Quatre ovocytes immatures avaient aussi
été prélevés et cryoconservés. Quatre ans plus tard, la patiente demandait une aide pour
rétablir sa fertilité. Devant I'échec de la maturation in vitro des ovocytes immatures, elle
avait bénéficié d’une réimplantation classique et orthotopique de fragments de cortex
ovarien dans le ligament large. Une faible réponse a la stimulation en 3 FIV ne permit
I'obtention et le transfert que de 3 embryons de mauvaise qualité, sans grossesse. Une
nouvelle greffe fut réalisée donnant des résultats tout aussi médiocres, 4 FIV et transfert de
2 embryons de mauvaise qualité, sans grossesse. Une nouvelle technique fut adoptée pour
la troisieme greffe, avec découpe des fragments en lamelles de 350 um. Quatre autres FIV
furent réalisées, deux embryons furent transférés avec naissance d’un garcon de 3026g a 37
semaines d’aménorrhée. Dans une revue récente, Silber et al. leur attribuent une deuxieme

grossesse (Silber, 2012). L’équipe n’a pour I'instant pas publié dans ce sens.

Dittrich et al. ont rapporté, en 2012, le cas d’une greffe orthotopique de fragments de cortex
ovarien réalisés aprés une premiére ligne de radio-chimiothérapie pour maladie de Hodgkin
(Dittrich et al., 2012). Lors du prélévement, la greffe avait séjourné 20 heures a 4°C avant
d’étre congelée. Ensuite, une greffe de moelle osseuse avait rendu cette patiente
ménopausée. Cing ans apres rémission compléte, une greffe orthotopique fut réalisée dans
le ligament large droit. Une reprise hormonale et les premiéres régles ont eu lieu 3 mois

apres greffe. Une grossesse est survenue, apres stimulations simples, 8 mois apres greffe.

Un cas intéressant de grossesse survenue apres ovariectomie bilatérale puis replacement de
fragments ovariens cryoconservés vient de paraitre en « News » dans le British Medical
Journal (Garcia Rada, 2012). Cette patiente de 31 ans atteinte d’'une tumeur bilatérale de
I'ovaire venait de perdre I'un de ses ovaires par torsion quand on découvrit que I'autre
ovaire était lui aussi atteint. Une ovariectomie controlatérale fut donc aussi réalisée, avec
conservation de tissu ovarien sain. Suite au replacement orthotopique des fragments, dans
une poche péritonéale du ligament large, au sein d’un caillot de fibrine, la fonction
ovarienne fut rétablie a 3 mois. Une grossesse fut obtenue par FIV et I'accouchement est
prévu pour juillet 2012. C'est la premiere grossesse dont l'origine directe avérée est un

fragment d’ovaire aprés cryoconservation et autogreffe.
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Enfin, tout récemment, Poirot et al. ont décrit la premiere puberté induite par greffe de
fragments ovariens (Poirot et al.,, 2012). Une fillette de 10 ans avait bénéficié d’une
cryoconservation de tissu ovarien avant greffe de moelle pour drépanocytose. Les suites du
traitement furent marquées par un impubérisme a gonadotrophines hautes. A 13 ans, la
jeune patiente et sa mere demanderent le replacement de fragments pour induire la
puberté. Cette greffe fut réalisée sous anesthésie locale, en site hétérotopique, sous la peau
de I'abdomen. Une croissance mammaire fut observée a deux mois de la greffe et les
premieres regles a 8 mois. Bien que la FSH ait chu et que I'cestradiol soit apparu dans les
prélevements sanguins, 'AMH est restée basse, confirmant la faible prédictibilité des
marqueurs de réserve ovarienne (Janse et al., 2011). Un tel établissement de la puberté a
I'aide de tissu prélevé a I'état impubére avait déja été obtenu chez la souris. Dans cette
étude, des portées ont été obtenues, sans altération épigénétique notable (Sauvat et al.,
2008). Cette observation est trés encourageante puisqu’il s’agit de la premiére greffe suite a
un prélévement réalisée sur une patiente impubeére, ol justement, cette technique prend

tout son sens (Poirot and Schubert, 2011).

Une méta-analyse de Bedaiwy et al. a identifié 46 femmes ayant eu une greffe de tissu
ovarien (Bedaiwy et al.,, 2008). Celle-ci était réalisée pour traiter I'extinction ovarienne
précoce chez 27 femmes, pour prévenir de I'extinction ovarienne précoce chez 15 femmes,
comme traitement d’infertilité chez 2 femmes et était accidentelle chez 1 femme. Le temps
médian pour qu’une reprise de fonction ovarienne se produise était de 120 jours (de 60 a
244 jours) chez 23 femmes dont la FSH était supérieure a 30 au moment de la greffe. Parmi
elles, 4 femmes ont récidivé leur extinction ovarienne précoce dans les 6 mois. Les données
étaient insuffisantes pour évaluer la survie des greffes a plus longue échéance (12 mois). Les
auteurs ont constaté que les greffes fraiches permettent plus souvent le retour a la fonction
ovarienne et moins de récidive d’extinction ovarienne précoce, comparées aux greffes de
tissus congelés. Parmi les 25 femmes ayant essayé d’étre enceintes, huit femmes avaient eu

neuf grossesses a 12 mois, soit un taux cumulatif de grossesses de 37%.

A I'heure actuelle, 18 naissances ont été rapportées dans le monde, suite a une autogreffe

orthotopique de fragment ovarien congelé puis décongelé (Tableau 4). Mis a par deux de ces
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grossesses, toutes ont fait suite a une maladie maligne. L'avantage de la greffe orthotopique
est qu'une grossesse spontanée peut survenir. Cependant, elle exige une ccelioscopie
supplémentaire sous anesthésie générale. De plus, lorsqu’il existe un risque de métastase
ovarienne, la greffe orthotopique ne permet pas une surveillance suffisante pour étre

recommandée.

1.5.5.4.1.4.3. Succeés apres greffe hétérotopique

Le principe de 'autogreffe hétérotopique de tissus humains est utilisé depuis plus de 30 ans
pour le tissu parathyroidien frais ou congelé aprés parathyroidectomie (Wells et al., 1975).
Pour ce qui est de la greffe de cortex ovarien, cette technique permet d’éviter une
anesthésie générale et une ccelioscopie, de surveiller plus étroitement la greffe et, si
nécessaire, de retirer la greffe plus aisément. Divers sites peuvent étre utilisés, comme
I'espace sous-cutané de la face de brachio-radiale de I'avant-bras (figure 5) ou sous

I’'aponévrose des muscles grands droits, en bas de 'abdomen (Sonmezer et al., 2005).

Une autogreffe hétérotopique de fragments de cortex ovarien frais a été décrite pour la
premiere fois en 2001 chez une patiente de 35 ans atteinte d’un cancer épidermoide du col
utérin (stade lll), avant irradiation (Oktay et al., 2001). Une extinction ovarienne précoce
transitoire (élévation des gonadotrophines) a été constatée, puis, 6 semaines apreés, la greffe
s’est mise a gonfler. L'cestradiolémie a augmenté, et I'’échographie a mis en évidence 4
follicules en croissance, dont un dominant. La testostéronémie étant normale, la
restauration de la fonction théquale était aussi assurée. Aprés stimulation ovarienne, deux
ovocytes immatures et un en métaphase | ont été récupérés. Malgré une tentative de
maturation /n vitro de |'ovocyte en métaphase | et I'ICSI, la fécondation ne s’est pas
produite. Une autre patiente souffrant de kystes ovariens récidivants a bénéficié d’une
autogreffe de tissu ovarien frais sous la peau de I'avant bras (Oktay et al., 2001). La reprise
des régles et des ovulations spontanées se sont produites dés 3 mois aprés la
transplantation. Cependant, les cycles étaient irréguliers (de 14 a 45 jours) et la greffe a

cessé de fonctionner apres 3 ans.
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D’autres auteurs ont également confirmé que |'autogreffe hétérotopique de fragments
ovariens congelés était capable de rétablir le fonctionnement ovarien. Cependant, la durée
de vie de ces greffes était faible (Callejo et al., 2001). En 2004, un embryon a été généré a
partir d’ovocytes prélevés sur une autogreffe hétérotopique (en sous-cutanée) de 11
fragments de cortex ovarien, mais son transfert n’a pas permis de grossesse (Oktay et al.,
2004). Cette patiente avait survécu a un cancer du sein. Six ans aprés le prélevement, elle
bénéficiait du replacement de son tissu ovarien cryoconservé et voyait disparaitre ses signes
de ménopause. Comme nous l'avons dit précédemment, Demeestere et al. ont été les
premiers a tenter une autogreffe mixte de tissu ovarien, a la fois orthotopiques dans le
péritoine pelvien, et hétérotopique dans I'espace sous cutanée de I'abdomen, chez une
femme de 29 ans rendue infertile par une greffe de moelle osseuse dans le cadre d’'un
Hodgkin (Demeestere et al., 2006). Chez cette patiente, les marqueurs de réserve ovarienne
se sont progressivement améliorés dans les 5 mois qui ont suivi la transplantation. Bien
gu’observée a la fois en orthotopique et en hétérotopique, la croissance folliculaire était
néanmoins prédominante au contact de l'ovaire. Cette femme a débuté une grossesse
spontanée mais cette grossesse s’est arrétée. Une nouvelle greffe mixte a cette fois permis
deux grossesses spontanées consécutives. Rosendahl et al., de I'équipe danoise d’Andersen,
ont rapporté avoir obtenu une grossesse biochimique a partir d’'une greffe hétérotopique de
fragments (Rosendahl et al., 2006). Cette patiente de 28 ans avait eu une ovariectomie
droite pour cryoconservation de fragments avant chimiothérapie. Aprées traitement, elle
devint aménorrhéique avec bouffées de chaleur et gonadotrophines hautes. Deux ans apres,
elle demanda une greffe de fragment qui fut mixte, a la fois dans I'ovaire gauche, en sous
péritonéal de la fossette ovarienne droite, et entre les muscles grand droits et I'aponévrose,
dans la paroi abdominale inferieure. Quinze mois et deux cycles de FIV-ICSI aprés, aucun
ovocyte n’avait pu étre aspiré de la greffe hétérotopique. Une troisieme FIV-ICSI permit
I'obtention d’un embryon de 4 cellules transféré a la patiente, avec maintient de la phase
lutéale par traitement cestro-progestatif. Quatorze jours apres, le test de grossesse était
positif a 22 Ul/I, mais ce taux régressa. Une nouvelle FIV-ICSI permit I'obtention et le

transfert d’'un embryon de 5 cellules, malheureusement sans grossesse.

En 2006, Oktay et al. ont rapporté la survenue inexpliquée d’'une grossesse spontanée

contemporaine d’une autogreffe ovarienne hétérotopique, chez une patiente ménopausée
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(Oktay, 2006). Cette patiente était atteinte d’une maladie de Hodgkin depuis 28 ans avec
déja plusieurs cures de chimiothérapie sans agents alkylants. Devant la persistance de la
maladie, une greffe de moelle osseuse était indiquée. L'ovaire gauche fut prélevé pour
cryoconservation de son cortex. Suite a cette greffe de moelle osseuse, cette patiente fut
ménopausée (sans regles, avec gonadotrophines élevées) pendant 2 ans %, période au terme
de laquelle elle demanda le replacement de ses fragments ovariens pour concevoir. Cela fut
fait en sous-cutané, sur la paroi abdominale inférieure. Deux mois apres greffe, une fonction
ovarienne fut rétablie, avec preuve d’ovulation et une premiére grossesse spontanée
survint. Malheureusement, cette premiere grossesse s’arréta a 6 SA et I'analyse du produit

d’aspiration révéla une trisomie 16.

Dans la foulée, la patiente fut a nouveau enceinte avec, cette fois, un accouchement a
terme. Le mécanisme ayant conduit a I'obtention de ces grossesses reste une question sans
réponse puisque la greffe n’était pas dans la cavité péritonéale et qu’aucune FIV n’a été
pratiquée. Les auteurs ont émis I'hypothése du truchement de cellules souches. Chez la

souris, une folliculogénése post-natale a été mise en évidence (Johnson et al., 2004).

La greffe de cellules souches hématopoiétiques aurait repeuplé des ovaires stérilisés par le
conditionnement pour greffe de moelle osseuse (Lee et al., 2007), mais ces travaux sont
controversés (Begum et al., 2008, Telfer et al., 2005). L’hypothese la plus vraisemblable est
gu’une « masse critique » ovarienne est nécessaire au bon fonctionnement ovarien et que
celle-ci a été réunie apres greffe hétérotopique, permettant la reprise fonctionnelle des
ovaires natifs. Cette hypothése est corroborée par des expériences réalisées chez la souris

(Oktay and Oktem, 2007).

La méme année, dans |'équipe de la Pitié-Salpétriere a Paris, Gilles Lefebvre et Catherine
Poireau ont rapporté le résultat de leur premiére réimplantation de fragments ovariens. Le
prélevement, un ovaire entier, avait été réalisé en 2000 sur une patiente d'une vingtaine
d'années atteinte de lymphome Hodgkinien. Une fois guérie, I'équivalent des deux tiers de la

corticale ovarienne a été réimplanté en site hétérotopique, en sous-cutané abdominale.
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Reprise fonctionnelle Grossesses Durée
Age au Temps de N de vie
e I s . Localisation
Référence Indication prélevement | cryoconservation Délais Moyen dela
. de la greffe criteres . ; Résultat £
(ans) (mois) (mois) | d’obtention greffe
(mois)
(Oktay and Hormones,
Karlikaya, Bénigne 28 6 Péritoine cycles, 4 >10
2000) follicules
Hormones,
(Radford et Hodgkin 36 19 Orthotopique cycles, 7 9
al., 2001) )
follicules
(Callejo et . Muscles
al,, 2001) Bénigne 47 3 grands droits Hormones 3-4 6
. Muscles
(Kim etal., Cancer du col 37 - grands droits Hormones, 3,5 7
2004) follicule
et pectoraux
Hormones,
(Oktay etal., Cancer du sein 30 72 Sous cutanée follicules, 3 -
2004)
embryon
(Tryde Hormones,
Schmidt et Hodgkin 32 - Orthotopique cycle 2 7
al., 2004) follicules
(Wolner- Hormones
Hanssen et Sjogren 30 54 Avant bras v ’ 4,5 7
al., 2005)
Hodgkin % Orthotopique Cycles, 55 .
+abdomen ovocyte
(Schmidt et Hodgkin 27 Orthotopique Cycle, 55 -
+abdomen embryon
al., 2005)
Lymphome Cvele
non 23 Orthotopique em\l/)r n,)n 3,5 > 22
Hodgkinien 4
Lefebure, Hodgkin 20 60 Abdomen FIV 5 12
2006 &
(Donnez et Hormones,
Drépanocytose 21 60 Orthotopique cycles, 4,5 -
al., 2006) .
follicules

(Sanchez et Cancer du sein, 28 - Orthotopique Hormones 1 -
al., 2008) hodgkin 28 - Orthotopique Hormones 5,5 -
Hodgkin 22 72 Orthotopique Hormones, -
cycles
Lymphome
(Elo nzn;(;git non 28 60 Orthotopique Ho:rr:l)er;es, -
v Hodgkinien 4
Wegener 22 60 Orthotopique Hormones, -
cycles

Tableau 4. Succes des greffes de fragments de cortex ovarien cryoconservés : les naissances vivantes sont en vert et répertoriées par
terme(SA)/sexe/poids de naissance. Les reprises de fonction ovarienne (sécrétions hormonales ou folliculogénése), comme I'obtention
d’ovocytes, d’embryons sont répertoriées dans ce tableau. « Hormones » signifie qu’une sécrétion hormonale d’origine ovarienne ou
gonadotrophe a été normalisée apres greffe. « Cycle » signifie que des régles sont régulierement réapparues. « Follicule » signifie qu’un
follicule a été visualisé a I'échographie du greffon. « Ovocyte » signifie qu’une assistance médicale a la procréation (AMP, c'est-a-dire la FIV
ou la FIV-ICSI) a permis I'obtention d’un ou plusieurs ovocytes, sans embryons. « Embryons » signifie que I’AMP a permis I'obtention d’un
ou plusieurs embryons, sans grossesse. Le délai de reprise fonctionnelle correspond au temps nécessaire au rétablissement d’une fonction

ovarienne compleéte. Lorsqu’une information est manquante, la case correspondante contient -.
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Référence

Reprise fonctionnelle Grossesses Durée
Age au Temps de - de vie
i ati . Localisation
Indication préléevement | cryoconservation Délais Moyen dela
. de la greffe critéres " A Résultat £
(ans) (mois) (mois) | d’obtention greffe
(mois)
Hormones,
Lymphome non 5 . cycle, 3,5et 45 et >
Hodgkinien 32 etz Orthotopique follicule, 12 23
embryon
Hormones,
. Orthotopique cycle, 5,5 L 54 et>
?
Hodgkin 28 29et? + abdomen follicule, ot - AMP Biochimique 12
embryon
Hormones,
cycle Fausse 26et>
Hodgkin 25 28et53 Orthotopique y ! 6et5 AMP couche a7
follicule, 39
SA
embryon

(Greve et
al., 2010)

Vascularite auto-
immune

Orthotopique

Hormones,
Cycles

Spontanée

Hormones,
) . cycle,
Cancer du sein 36 17 et? Orthotopique . Set- 7et0
follicule,
embryon
Hormones,
Hodgkin 30 - Orthotopique cycle, 7 >24
follicule
Hemogl.ob.murle Orthotopique Hormones,
paroxistique 19 - cycle, 4 >18
+abdomen .
nocturne follicule
Lymphome non Hormones,
ymp L 35 - Orthotopique cycle, 5 >14
Hodgkinien .
follicule
. . Hormones,
Insufflsar\ce 25 . Orthotopique cycle, 65 514
medulaire +abdomen .
follicule
Hormones,
Cancer du col 25 - Orthotopique cycle, 4 >4
follicule
Syndrome Hormones,
hémolytique et 33 - Orthotopique cycle, 7 >6
urémique follicule
- Hormones,
(Dittrich et Cancer de I'anus 28 30 Orthotopique cycles, 5 11
al., 2009) .
follicule

(Garcia Tératome ovarien Prévu pour
Rada, i 20 120 Orthotopique Hormones 3 AMP . P -
bilatérale Juillet 2012
2012)
(Poirot et . . Puberté
al,, 2012) Drépanocytose 10 27 Abdominale avec régles 8
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Comme dans les cas précédents, cing mois ont été nécessaires a la prise de greffe. Ensuite,
11 cycles de stimulation ovarienne ont permis I'obtention de 22 ovocytes et de 4 embryons
transférés, malheureusement sans grossesse. L'équipe incrimine les effets néfastes de
I'irradiation pelvienne. L'endométre de la patiente n'a, en effet, jamais dépassé 6 mm, ce qui
est en soit un facteur péjoratif dans la réussite d'une FIV. La greffe a fonctionné un an, nous

ne savons pas si la réimplantation des fragments ovariens restants a été réalisée.

La greffe hétérotopique peut étre indiquée si le bassin est rendu impropre a la greffe
orthotopique du fait d’'une radiothérapie ou d’une chirurgie préalable. C'est une technique
moins invasive et la greffe est beaucoup plus facile a surveiller en cas de risque de
réimplantation de cellules néoplasiques avec la greffe ovarienne. Cependant, le processus de
maturation des ovocytes d’une greffe hétérotopique semble se produire différemment que
dans les greffes orthotopiques, les ovocytes atteignant leur maturité pour un plus faible
diametre du follicule. Par ailleurs, la durée de vie de ces greffes hétérotopiques semble plus
limitée. Enfin, ces patientes se comportent souvent comme de mauvaises répondeuses alors
gu’une FIV est théoriquement nécessaire. Le recours supposé nécessaire a la FIV explique
d’ailleurs la faible diffusion de la méthode. Certaines mises-au-point restent a faire, mais la
greffe hétérotopique de fragments devrait étre plus explorée dans la conservation de la

fertilité. Il faut, en particulier, comprendre les causes de cet asynchronisme de maturation.

Les considérations éthiques concernant la cryoconservation et, surtout, la greffe de tissu
ovarien sont fondamentales. Bien que recommandée par la plus part des sociétés savantes,
elle reste expérimentale et doit s"accompagner d’un consentement libre et éclairé aprés une
information loyale. Cela est difficile dans cette période de vulnérabilité, et peut méme
impliquer le tuteur, dans les cas pédiatriques. La préoccupation éthique principale doit étre
de ne pas nuire a la patiente, en retardant par exemple le traitement du cancer ou en
réintroduisant un cancer chez une patiente guérie. Pour ce qui est du suivi des enfants nés
aprés cette technique, les données préliminaires sont rassurantes, mais la vigilance est de

mise, en assurant un suivi rapproché de ces enfants.
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Bien que les débuts soient prometteurs, peu de patientes ont retrouvé leur fertilité aprés
greffes. Pour que cette technique se développe, et puisse étre proposée a toutes les femmes
exposées a une chimio-radiothérapie ou a la chirurgie ovarienne délabrante, certaines

limites de ce traitement doivent étre réglées.

1.5.5.4.1.5. Limites de la greffe de fragments

Les succes récents ne doivent pas faire oublier qu’il s’agit d’'une technique nouvelle et donc
perfectible. Plusieurs limites entravent I'utilisation de cette technique en routine. La
premiére est le risque de réintroduction de cellules malignes ou de transformation maligne

secondaire. La seconde est la faible survie de ces greffes.

1.5.5.4.1.5.1. Le risque de réimplantation de cellules malignes :

cancers a risques

Une des limites majeures de la conservation de tissu ovarien est le risque de réimplanter une
tumeur occulte, contenu a I'état de métastase dans le tissu ovarien greffé. Les données
mangquent pour estimer la quantité de cellules malignes susceptibles d’entrainer une rechute
lorsqu’elles sont réintroduites avec les greffes ovarienne chez une patiente guérie. Il est
méme peut étre possible qu’une immunité anti cancer apparaisse aprés guérison et que
cette réintroduction de cellules malignes joue un peu le réle d’un rappel vaccinal. Dans le
doute, le but étant d’améliorer la qualité de vie de la patiente en rétablissant sa fertilité, il
semble prudent d’éviter toute réintroduction et donc d’écarter tout prélevement suspect. Le
risque d’autogreffe de métastases aprés la guérison de la maladie doit donc étre envisagé a
chaque tentative de réimplantation. Quand ce risque est important, le prélevement de tissu
ovarien est licite mais 'autogreffe peut ne pas étre recommandée : peut étre la patiente

bénéficiera-t-elle des progrées de la science et d’une fertilité restaurée.
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Ce risque de métastase ovarienne dépend du type de cancer (Sonmezer and Oktay, 2004).
Toute la question est d’appréhender ce risque ainsi que ses conséquences. Une premiéere
attitude de bon sens est de réserver un fragment du tissu prélevé pour une recherche
histologique de micro-métastase. Des techniques de biologies moléculaires peuvent aussi
étre utilisées pour détecter les métastases infra-histologiques. Ainsi, dans une étude sur le
tissu ovarien d’une patiente atteinte de leucémie myéloide chronique, une PCR en temps
réelle a montré la présence du transcrit ABL-BCR, alors que I’examen histologique
conventionnel était normal (Meirow et al., 2008). Dolmans et al. ont aussi retrouvé une PCR
positive sur les fragments microscopiquement normaux chez 2 patientes atteintes de
leucémie méloidés chroniques sur 6. Cependant, la xénogreffe de ces fragments a des souris
SCID n’a pas entrainé de maladie (Dolmans et al.,, 2010). En revanche, dans cette méme
étude, les fragments microscopiquement normaux de 12 patientes atteintes de leucémies
aigués lymphoblastiques ont été analysés. Sept d’entre elles avaient une PCR positive et 5
ont transmis la maladie aux souris SCID (Dolmans et al., 2010). D’aprés Meirow et al., sur
une série de 56 hémopathies malignes ayant bénéficié d’une cryoconservation de fragments
ovariens, la PCR est revenue négative chez la totalité des 33 maladies de Hodgkin et des 14
lymphomes malins non hodgkiniens. Cependant, sur les 2 greffes provenant de patientes
atteintes de leucémie myéloide chronique, 1 avait une PCR positive et n’a pas été greffée
(Meirow et al., 2008). Enfin, sur une série de 26 leucémies, Rosendahl et al. ont eux aussi
analysé les fragments cryoconservés. Alors qu’ils étaient tous microscopiquement et
immunohistologiquement normaux, 8 fragments ont pu étre analysés par PCR et 6 d’entre
eux portaient des cellules malades (Rosendahl et al., 2010). Ces résultats, dont I'implication
pathologique est encore incertaine, doivent bénéficier d’études plus poussées. Néanmoins,
tout cela nous incite a la prudence. Les leucémies doivent étre considérées comme a risque

de réimplantation de cellules malignes.

En revanche, le lymphome semble assez sur, a I'exception de la maladie de Burkitt. Ainsi,
une étude récente a démontré que, parmi 26 patientes atteintes de lymphome, aucune
biopsie ovarienne n'a mis en évidence de localisation lymphomateuse, tant par histologie
qgue par immunohistochimie (Seshadri et al., 2006). Les études de biologie moléculaire n’ont
pas mis en évidence de cellules malignes dans les fragments de cortex ovariens de 33

maladies de Hodgkin et 14 lymphomes non Hodgkiniens analysés (Meirow et al., 2008).
107



Cependant, ces résultats rassurants doivent étre nuancés puisqu’une large étude sur 5571
autopsies a montré une implication ovarienne chez 13,3% des lymphomes, celle-ci étant
moins fréquente avec la maladie de Hodgkin (4,3%), qu’avec les lymphomes non
Hodgkiniens (9,8%) ou d’autre type (15,4%) (Kyono et al., 2010). De plus, les études de
xénogreffes chez la souris immunodéprimé sont contradictoires : pour Kim et al., |la greffe de
fragments ovariens de femmes atteintes d’'un lymphome n’a pas entrainé la maladie (Kim et
al., 2001), tandis que Shaw et al. ont observé le contraire, que les fragments aient été
congelés ou non (Shaw et al., 1996). De plus, des cas de lymphomes transmis du donneur au
receveur ont été écrits aprés allogreffe rénale (Harbell et al., 2008, Herzig et al., 2000). Enfin,
des cellules malignes ont été observées dans une biopsie de cortex ovarien d’'une patiente
atteinte de maladie de Hodgkin (Bittinger et al.,, 2011). Ainsi, le risque d’implication
ovarienne est faible chez les patientes atteintes d’'une maladie de Hodgkin mais I'imagerie,

comme I’'examen histologique ou la biologie moléculaire, restent indispensables.

Une autogreffe de tissu ovarien n’est pas envisageable aprés guérison d’un cancer de
I’ovaire. Néanmoins, quelques follicules préantraux et de nombreux follicules primordiaux
sont présents dans le cortex ovarien (Gougeon, 1996). Ceux-ci peuvent étre éventuellement
isolés du tissu ovarien a I'état frais. Une folliculogénese avec maturation In vitro puis
vitrification des ovocytes dans le but de sauvegarder la fertilité serait donc théoriquement
possible (Huang et al., 2007). Cependant, la folliculogenese humaine a partir de follicules
primordiaux n’est pas maitrisée et les follicules préantraux sont trop peu nombreux pour
gue la technique apporte aujourd’hui des chances réelles de grossesse. Les progres de la
recherche permettront peut étre d’augmenter ces chances a partir de fragments de cortex

ovarien cryoconservés. Il est donc licite de prélever du tissu ovarien dans ces cas.

La plupart des autres tumeurs touchant les femmes en age de procréer impliquent peu les
ovaires. Dans le type épidermoide du cancer du col de |'utérus, le risque d’atteinte ovarienne
serait inférieur a 1.0%, alors qu’il serait entre 1,7% et 12,5% pour |I'adénocarcinome. Mis a
part dans les stades trés avancés, le risque de métastase ovarienne d’'un cancer de sein
semble négligeable. En effet, dans une analyse type ganglion sentinelle sur 69 prélévements
ovariens provenant de patientes porteuses d’un cancer du sein, aucune métastase n’a été

détectée (Sanchez-Serrano et al., 2009). Une série de 83 femmes agées en moyenne de 31
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ans, atteintes de cancer du sein d’'une moyenne de 1,8 cm de diametre, avec invasion
vasculaire dans 25% des cas et ganglions atteints dans 44% des cas a bénéficié un
prélevement de cortex ovarien. Parmi elles, 55 ont consenti a une analyse histologique

poussée de leurs fragments. Aucune métastase n’a été mise en évidence (Rosendahl et al.,

2011).
Faible Modéré Fort
cancer du sein stade | a lll, Cancer du sein stade |V,
leucémies
canalaire infiltrant lobulaire

rhabdomyosarcome non-

Cancers digestifs Neuroblastome
génital
lymphome (Hodgkin ou non) Adénocarcinome du col lymphome de Burkitt
cancer épidermoide du col Rhabdomyosarcome génital

Sarcome ostéogénique

sarcome d’Ewing

tumeur de Wilms

Tableau 5. cancers a risque de métastases ovarienne (Sonmezer et al., 2005)

Dans une autre série de 62 cryoconservations de cortex ovarien pour tumeurs solides, Silber
et al. rapportent leur seul cas de métastase sur un cancer du sein multi-métastatique (Silber,
2012). En cas de risque important d’atteinte ovarienne ou si des micro-métastases sont
retrouvées sur les prélevements ovariens, le risque de réimplantation de cellules malignes
pourrait étre écarté grace a des techniques de folliculogénése In vitro, et/ou d’isolation de
follicules primordiaux. Ces techniques font actuellement I'objet de nombreuses recherches,
auxquelles cette thése se propose de contribuer. Pour les patientes a haut risque, une autre
solution serait de ne prélever du tissu ovarien qu’apres avoir traité la patiente par une

premiére chimiothérapie, afin de « nettoyer » 'ovaire des cellules malignes qu’il contient.
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Cependant, tout cycle de chimiothérapie fait diminuer la réserve ovarienne et la réponse
future aux stimulations ovariennes pour FIV (Oktay et al., 2006). Il est probable que cette
chimiothérapie compromette les chances de grossesses apres auto-transplantation de tissu
ovarien, méme si quelques grossesses ont déja été obtenues apres un tel protocole (Dittrich

et al., 2012, Piver et al., 2009).

Le tableau 5 récapitule ce que Sonmezer et al. proposent comme cancers a risque de

métastase ovarienne.

1.5.5.4.1.5.2. Transformation maligne, mutation BRCA

Les patientes porteuses des mutations BRCA sont, en particulier, susceptibles de bénéficier
des progres de la science en terme de folliculogéneése in vitro. En effet, elles présentent un
risque accru de cancer du sein et de l'ovaire et bénéficient souvent d’une ovariectomie
prophylactique, une fois les projets de grossesse réalisés ou vers 35 a 40 ans (Kauff et al.,
2008). Cette attitude n’est pas inutile puisque des études histologiques ont retrouvé des
micro-cancers dans ces ovaires dans 2% a 18,5% des cas (Kauff et al., 2002). C’est la un vrai
probléme dans le projet de conservation de fertilité de ces patientes, cela d’autant plus que
la mutation BRCA1 a été associée a l'infertilité. Ces patientes auraient donc un double
obstacle pour leur fertilisé, un terrain non favorable et les dangers possible d’une greffe. La
greffe hétérotopique pourrait étre envisagée temporairement pour rétablir la fertilité mais

I’avenir sera sans doute a la folliculogénése in vitro (Sonmezer and Oktay, 2004).

Les greffes de fragments de cortex ovarien ont habituellement une durée de vie limitée. De
nombreuses voies de recherche ont été explorées pour améliorer cette survie. Demester et
al. ont résumé de maniere tres compléte les différents facteurs affectant la survie d’'une
greffe de fragments dans une revue de la littérature, ainsi que les tentatives d’amélioration

(Demeestere et al., 2009). Le paragraphe suivant met a jour leurs conclusions.

1.5.5.4.1.5.3. Néoangiogenes, ischémie initiale
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La greffe de fragment ovarien étant avasculaire, un phénomeéne de neoangiogénese doit
initialement se produire. Pendant une certaine période, les fragments subissent donc une
ischémie chaude. Chez la souris, ce phénomene dure 3 jours (Nugent et al., 1998), et chez le
rat, 1 semaine (Dissen et al., 1994, Israely et al., 2004, Morice et al., 2010, Murk and Seli,
2011, Nugent et al., 1998). Chez la femme, cette durée n’est pas connue avec précision ; les
modeéles de xénogreffe nous indiquent qu’elle durerait de 3 jours (modele de greffe a la
membrane chorioalantoique de I'embryon de poulet) (Martinez-Madrid et al., 2009) a 5
jours (modeéle de xénogreffe a la souris NUDE) (Van Eyck et al., 2009).

Cette ischémie serait responsable de la perte d’au moins 25% des follicules primordiaux
initialement présents dans des fragments xénogreffés (Newton et al., 1996, Nisolle et al.,
2000), mais certains estiment que jusqu’a 60 voire 95% de ces follicules pourraient étre
perdus pas ce phénomeéne (Aubard, 2003, Aubard et al., 1999, Baird et al., 1999, Candy et al.,
1997, Liu et al., 2008). Le probleme n’est pas tant la souffrance ischémique directe des
follicules primordiaux que les altérations stromales ayant des conséquences néfastes sur la
néoangiogénese et la survie des follicules. En effet, les follicules sont suffisamment
résistants pour survivre a un transport de 4 heures (Schmidt et al., 2003). Chez la femme,
des fragments ont méme résisté a 22 heures de transport au point de rétablir la fertilité une
fois replacés (Dittrich et al., 2012). En revanche, les cellules stromales semblent beaucoup
plus sensibles a I'ischémie (Kim et al., 2004). La durés de stockage des fragments dans |'azote
liquide n’influence pas la viabilité des follicules aprés réchauffement (Campos et al., 2011).
Bien des stratégies ont été explorées pour éviter les Iésions d’ischémie reperfusion lors des
greffes de fragments de cortex ovarien.

L’introduction d’anti-oxydants, comme |’acide ascorbique et le mannitol (Sagsoz et al., 2002),
la vitamine E (Nugent et al., 1998), la mélatonine et I'oxytetracycline (Sapmaz et al., 2003) et
la vitamine C (Kim et al., 2004) ont ainsi montré une certaine efficacité dans la prévention
des lésions ischémiques des fragments. Cependant, I'action de ces produits est discutée
(Weissman et al., 1999) et ils n’'ont montré leur capacité a prolonger la durée de vie d’une
greffe dans aucune étude, a notre connaissance.

D’autres auteurs ont introduit des facteurs angiogéniques comme le Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) lors de greffe de fragments chez le primate, mais I'efficacité ne fut pas

au rendez-vous (Schnorr et al., 2002). D’'une maniére surprenante, I’érythropoitine pourrait
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améliorer la survie de la greffe en stimulant la prolifération de progéniteurs erythroides et
en prévenant 'apoptose, comme cela a été observé chez la chienne (Suzuki et al., 2008).
Cette étude est encourageante, mais I'utilisation de ces facteurs de croissance est encore
débattue et non dénuée de risque chez des patientes en rémission d’un cancer.

Le climat hormonal impacte, lui aussi, la survie de la greffe. En effet, une stimulation par FSH
pendant le temps de revascularisation semble bénéfique a la survie de la greffe (Imthurn et
al., 2000), tandis qu’un blocage de sa sécrétion endogéne semble néfaste (Maltaris et al.,
2007). Cependant, au long cours, une exposition excessive a la FSH pourrait raccourcir la
durée de vie de la greffe, comme cela a été montré dans un modele de xénogreffe (Maltaris
et al., 2007).

Enfin, la préparation du site greffe est couramment pratiquée (Demeestere et al., 2006,
Donnez et al., 2004, Piver et al., 2009, Roux et al., 2010), en induisant, quelques jours avant
la greffe un phénoméne de neoangiogénése par une fenestration préalable du péritoine ou

en greffant les fragments en deux temps rapprochés de quelques jours.

1.5.5.4.1.5.4. Activation folliculaire globale

L’étude de la xénogreffe de fragments de cortex ovarien indique un phénomeéne d’activation
globale et massive des follicules survivants, une fois greffés (Amorim et al., 2011, David et
al., 2011, David et al., 2012, Maltaris et al., 2007). Comme nous I'avons déja dit, David et al.
ont étudié cette activation des follicules humains xénogreffés. Cette activation est
importante a 3 semaines de xenogreffe (60%) mais diminue a 13% aprés 26 semaines de
xénogreffe (David et al., 2011, David et al.,, 2012). Ces follicules greffés montrent une
expression abaissée du Kit Ligand et augmentée de 'AMH, ce qui pourrait faire partie du
mécanisme moléculaire aboutissant a I'activation (David et al., 2012). Une carence en AMH,
en rapport avec la pauvreté de la réserve ovarienne, est probablement induite par la
disparition des follicules natifs (traitement gonadotoxique), le faible nombre de follicules
réintroduits dans la greffe et I'ischémie folliculaire initiale. En comparant la culture in vitro a
la xénogreffe de fragments de cortex ovarien murin sur la membrane chorioallantoidienne
d’embryon de poulet, I'implication de I’AMH dans le maintient folliculaire a I’état quiescent a

été clairement établie (Gigli et al., 2005). Par ailleurs, I'activation folliculaire est désormais
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clairement associée a un faible taux d’AMH (Visser and Themmen, 2005). Ainsi,
I’'augmentation de I'expression de ’AMH dans ces xénogreffes découlerait d’'un mécanisme
de régulation des follicules dans la greffe, afin d’enrayer I'activation globale responsable
d’une faible survie. Il s’agit évidemment d’'une hypothése qui doit étre étayées par la
recherche.

Par ailleurs, aprés greffe, la déplétion folliculaire est responsable de taux élevés de FSH. En
aide médicale a la procréation, ces taux hauts de FSH sont associés a un mauvais pronostic,
entrainant une pauvre qualité ovocytaire (Tryde Schmidt et al., 2004). Cela souligne encore
I'importance d’un bon environnement hormonal garanti par la rapidité de revascularisation
des greffes. Cependant, chez la femme, 'ultra-structure des follicules apres une autogreffe

de 13 mois parait normale en microscopie électronique (Camboni et al., 2008).

1.5.5.4.1.5.5. Conséquence : faible survie des greffes.

Comme peu de follicules sont réintroduits dans les greffes, que beaucoup d’entre eux sont
détruits pas I'ischémie initiale et que les survivants s’activent massivement vers I'atrésie, il
en résulte une durée de vie faible de ces greffes. Chez la brebis, la greffe de fragments
ovariens a maintenu I'cestrus pendant 22 mois (Baird et al., 1999) et permis des gestations
pendant 2 ans (Salle et al.,, 2003). Cependant, ces brebis avaient une FSH 3 a 4 fois
supérieure au controle (Campbell et al., 2000). Toutes les études comparatives ont montré
une fertilité abaissée chez les animaux greffés comparée aux témoins (Almodin et al., 2004,
Aubard et al., 1999, Gunasena et al., 1997, Liu et al., 2008, Sauvat et al., 2008). Chez la
Femme, la reprise de fonction ovarienne survient classiqguement 3 a 4 mois apres la greffe et
dure de quelques mois a plus de cing ans (tableau 4). Depuis les travaux de Gougeon et al.,
on sait qu’il faut au moins 120 jours pour I'entrée en croissance d’un follicule primordial et
85 autres jours pour toute sa maturation (Gougeon, 1996). Les follicules en croissance
résistant mal a la congélation, ce délai de reprise de la fonction ovarienne est attendu
puisqu’il correspond au temps nécessaire a un follicule primordial pour devenir mature. Un
autre fait marquant est le retour a des taux hauts de FSH aprés chaque cycle menstruel. Sans
doute les follicules réintroduits sont-ils en nombre trop restreint pour secréter suffisamment

d’inhibine B et maintenir un taux de FSH bas (Campbell et al., 2000).
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Il convient donc d’adopter certaines regles afin d’optimiser les résultats de la greffe de
fragments. Tout d’abord, ces prélévements sont réservés aux patientes relativement jeunes.
Jusqu’a récemment, 35 ans était une limite d’age acceptée par tous. Cependant, une
grossesse survenue apres prélevement a 36 ans, puis greffe, nous incite a une certaine
souplesse (Sanchez-Serrano et al., 2010). Un marquage au rouge neutre pourrait étre
intéressant dans les cas litigieux, puisqu’il semble permettre d’estimer la densité folliculaire
de fragments de cortex ovarien bovin, tout en ne compromettant pas leur cryoconservation
future (Chambers et al., 2010). Il serait donc peut étre possible d’adapter la quantité de
matériel prélevé a la densité folliculaire. Par ailleurs, il faut, dans la mesure du possible,
prélever le cortex ovarien avant tout traitement gonadotoxique. Enfin, a partir du moment
ou la décision de cryoconservation est prise, il faut prélever une quantité appréciable de

tissu ovarien pour donner des chances a cette stratégie.

1.5.5.4.2. Transplantation d’ovaires entiers

La cryoconservation d'ovaire humain entier est un véritable chalenge : I'ovaire humain est en
effet plus volumineux et complexe que la plupart des ovaires d’animaux. Cependant, l'idée
de réussir a conserver de manieres optimum, a la fois la réserve folliculaire et sa
vascularisation, est tres séduisante. On peut, en effet, supposer que le rétablissement rapide
de la circulation systémique dans I'ovaire cryoconservé éviterait les conséquences néfastes

de I'ischémie initiale rencontrée lors de greffe de fragments de cortex ovarien.

1.5.5.4.2.1. Succeés de la transplantation ovarienne

1.5.5.4.2.1.1. Sur ovaire frais

1.5.5.4.2.1.1.1. Chezl’animal
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La plupart des animaux ont une anatomie incompatible avec la transplantation d’ovaire
isolé. C'est notamment le cas chez la chienne et la rate. Des descriptions de transplantation
du bloc utérus, trompes et ovaires excisent mais dépassent le cadre de cette thése.

Chez la lapine, alors que la perméabilité vasculaire était maintenu dans 78% des cas, la
transplantation orthotopique par anastomose termino-terminale sur les vaisseaux
épigastriques inférieurs a rétabli 'ovulation dans 71,5%, tandis qu’elle I'était dans 50% des
cas aprées transplantation hétérotopique, prés du museau (Denjean et al., 1982). Aucune
gestation n’a été obtenue apres auto-transplantation d’ovaire isolé (Green et al., 1982).

Chez la brebis, de nombreuses tentatives de transplantations hétérotopiques d’ovaires frais
ont été tentées dans le cou de I'animal (Baird et al., 1968, Baird et al., 1976, Goding et al.,
1967, Jeremias et al., 2002, McCracken et al., 1971, McCracken et al., 1969). Alors que
I'cestrus et la sécrétion hormonale n’étaient pas souvent rétablis chez ces brebis
transplantées, I'anastomose vasculaire devenait souvent non perméable. En transplantant
de maniére orthotopique les ovaires de 5 brebis sur le pédicule ovarien aprés ovariectomie
controlatérale, notre équipe a obtenu deux gestations. Cependant, I'analyse des ovaires
transplantés montrait une diminution trés importante de la réserve folliculaire, puisque
seuls 6% avaient survécu a cette transplantation (Courbiere et al., 2009).

Scott et al. ont rapporté les cas de 5 guenons rhésus ayant eu une transplantation ovarienne
(Scott et al., 1981). Une ovariectomie gauche était réalisée. L'ovaire droit avec son pédicule
vasculaire était prélevé puis replacé a sa place initiale chez 4 guenons. Aprés ovariectomie
bilatérale, la cinquieme guenon a recu l'ovaire d’une autre guenon, ainsi qu’un traitement
immunosuppresseur (azathioprime et methylprednisolone). Les 4 guenons ayant recu I'auto-
transplantation ovarienne furent normalement réglées, avec des dosages hormonaux
normaux pour 3 d’entre elles. La cinquiéme guenon, en revanche, restait aménorrhéique
avec des dosages post ménopausiques. L’ovaire avait été rejeté. Aucune des guenons n’a

rétabli sa fertilité, malgré 6 mois d’exposition au singe.

1.5.5.4.2.1.1.2. ChezlaFemme

Dans la deuxieme moitié des années 1980, une transplantation d’ovaire humain frais par

anastomose microchirurgicale a été rapportée pour la premiere fois par Leporrier et al. chez
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une patiente atteinte de la maladie de Hodgkin, avant irradiation pelvienne (Leporrier et al.,
1987). L'ovaire gauche avait été placé en sous-cutané de |'avant bras gauche, par
anastomose a l'artére et a la veine humérale. Dans le méme temps, 'ovaire droit avait été
transposé. Un an apres transplantation, I'ovaire gauche était toujours vascularisé. Un
ovocyte post-mature a pu étre ponctionné de cet ovaire. Cependant, I'ovaire natif s’est

remis a fonctionner, rendant difficile tout interprétation.

En 2004, Hilders et al. ont eux aussi transplanté un ovaire par anastomose microchirurgicale
a la partie supérieure du bras gauche d’une patiente de 29 ans atteinte d’un cancer du col de
I'utérus et requérant une hystérectomie et une radiothérapie (Hilders et al.,, 2004).
L'anastomose microchirurgicale était réalisée sur l'artére brachiale et la veine basilaire.
Apres transplantation, le flux sanguin était satisfaisant et la fonction ovarienne (gonflement

cyclique de la greffe) était toujours présente a un an, lors de la publication de ce travail.

A la différence des deux auto-transplantations décrites précédemment, un cas de
transplantation allogénique orthotopique a été décrit en 2005 (Mhatre et al., 2005). La
receveuses de 17 ans était atteinte d’aménorrhée primaire sur syndrome de Turner. Un
traitement immunosuppresseur par methylprednisolone et cyclosporine a été entrepris. La
donneuse, sa sceur de 26 ans, avait un groupe sanguin et un groupe HLA compatibles et un
test croisé lymphocytaire négatif. L’anastomose veineuse ovario-iliaque externe était
termino-latérale. L’artere ovarienne fut suturée a I’artere épigastrique inférieure. La fonction
hormonale et folliculaire ovarienne fut rétablie. Une puberté se déclencha, avec cycles et
croissances folliculaires. Au moment de la publication, aprés un suivi de et 2 ans %, I'ovaire

continuait a fonctionner.

Enfin, chez la femme, la fertilité a été rétablie par transplantation d’ovaire frais. En effet,
Silber et al. ont obtenu une naissance vivante apres transplantation microchirurgicale de
I'ovaire d’'une donneuse de 38 ans a la fonction ovarienne normale chez sa sceur jumelle

homozygote ménopausée depuis 23 années (Silber et al., 2008). Le rétablissement de la

eme eme jOUF.

fonction ovarienne eut lieu au 101°" jour (regles), et une grossesse survint au 427

La patiente a accouché a 40 semaines d’aménorrhée d’une petite fille de 3600 grammes. Le
fait que la fonction ovarienne ait mis 3 mois a se rétablir semble indiquer que les follicules

en croissance ont été détruits par la transplantation. Cette observation, comme I'altération
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massive de la réserve ovarienne aprés transplantation d’ovaire de brebis soulévent une
guestion quant aux agressions tissulaires engendrées par le simple fait de transplanter
I'ovaire. Contrairement aux hypothéses initiales, le rétablissement de la circulation
ovarienne systémique aprés anastomose vasculaire ne serait pas aussi effectif et/ou

protecteur de I'ovaire qu’on le pensait.

1.5.5.4.2.1.2. Congélation lente d’ovaire entier

1.5.5.4.2.1.2.1. Chez 'animal

La cryoconservation de I'ovaire entier a fait 'objet de nombreuses études in-vitro sur des
modeles animaux. Comme pour I'ovaire frais, 'anatomie génitale de certains animaux rend
inaccessible la transplantation vasculaire d’ovaire isolé. C’'est notamment le cas de la rate ou
une transplantation du bloc ovaire-trompe-utérus cryoconservé a permis le rétablissement
de la fertilité (Qi et al., 2008, Wang et al., 2002, Yin et al., 2003). Aussi remarquables que

soient ces travauy, ils sortent du cadre de notre problématique.

Chez I'animal, des auto-transplantations d’ovaires cryoconservés ont été décrites chez la
brebis et la lapine. Leurs résultats sont présentés dans le tableau 6. Chez la brebis, 48
animaux ont été auto-transplantés par 6 équipes (Arav et al., 2005, Bedaiwy and Falcone,
2007, Bedaiwy et al., 2003, Courbiere et al., 2009, Grazul-Bilska et al., 2008, Imhof et al.,
2006, Onions et al., 2009, Revel et al., 2004).

Cing de ces études ont utilisé un protocole de congélation lente, avec le diméthyl sulfoxide
comme cryoprotecteur (Arav et al., 2005, Bedaiwy and Falcone, 2007, Bedaiwy et al., 2003,
Grazul-Bilska et al., 2008, Imhof et al., 2006, Onions et al., 2009, Revel et al., 2004). Toutes
sauf celle d’Imhof et al. ont utilisé un seeding manuel. Pour la sixieme étude, réalisée dans
notre laboratoire, la vitrification, avec comme cryoprotecteur le « VS4 » contenant du
diméthyl sulfoxide, du formamide et du propyléne glycol a été utilisée (Courbiere et al.,

2009).
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Auteurs Animaux Cryoconservation Résultat immédiat Résultat a long terme
15 anastomoses hétérotopiques thrombose de 11 anastomoses (J8-J10)
perméables dont
4 ovaires : nécrose vasculaire sporadique
(Bedaiwy and Falcone, 2007, . 6 termino-terminales
. 15 brebis lente . . . .
Bedaiwy et al., 2003) seuls survivent les follicules primordiaux
4 termino-latérales
Aucune perméabilité apres J10 sur
5 en bouche de poisson 'anastomose en bouche de poisson
stimulation ovarienne (M1-M4) : 6 ovocytes
(Arav et al., 2005, Revel et al., . 5 anastomoses orthotopiques sur 3 brebis
8 brebis lente .
2004) perméables
cycle de P, rétabli sur 2 brebis (M24-M36)
2 thromboses + atrophies ovariennes (M19)
(Imhof et al., 2006) 8 brebis lente orthotopiques 1 gestation
survie folliculaire < 7.5%
Développement folliculaire sur 2 ovaires
. ) 8 anastomoses hétérotopiques
(Grazul-Bilska et al., 2008) 4 brebis lente ) pigu . L
perméables 3 complexes cumulo-ovocytaires prélevés
mais échec de fécondation
cycle de P, rétabli sur 1 brebis (M6)
. . T 5 anastomoses orthotopiques
(Courbiere et al., 2009) 5 brebis vitrification , 3 anastomoses occluses (M12)
perméables
survie folliculaire quasi nulle
déplétion folliculaire > 90%, inhibine A
basse, FSH haute
4 anastomoses hétérotopiques
perméables 1 brebis avec anastomose occluse
1 brebis : lati
(Onions et al., 2009) 8 brebis lente rebls - ovulation
déplétion folliculaire > 90%, inhibine A
4 anastomoses orthotopiques basse, FSH haute
perméables
1 brebis : ovulation
« fracture » du pédicule chez 2 lapines
1 h i
(Chen et al., 2006) 12 lapines lente 0 anastomoses orthotopigues fonction ovarienne rétablie sur 10 lapines

perméables

survie folliculaire 74.9% (M6)

Tableau 6. Tentatives de transplantation d’ovaires cryoconservés chez I’animal. N’ont été inclus dans ce tableau que les
cas ou I'ovaire isolé était cryoconservé et transplanté de maniere micro-vasculaire.
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L'anastomose a été orthotopique, termino-terniale, sur le pédicule ovarien dans 4 études
(Arav et al., 2005, Courbiere et al., 2009, Imhof et al., 2006, Onions et al., 2009, Revel et al.,
2004), et hétérotopique sur les vaisseaux épigastriques dans 3 études (Bedaiwy and Falcone,
2007, Bedaiwy et al., 2003, Grazul-Bilska et al., 2008, Onions et al., 2009), Onions et al. ayant

a la fois transplanté en orthotopique et en hétérotopique (Onions et al., 2009).

La perméabilité vasculaire des ovaires réimplantés était médiocre, suggérant une altération
vasculaire : sur 49 ovaires transplantés, 3 échecs immédiats de revascularisation et 17
occlusions vasculaires tardives. La survie des follicules était faible, la reprise de fonction
ovarienne était rare et la technique n’a permis de rétablir la fertilité que dans une seule
étude -une brebis gestante parmi huit- (Imhof et al., 2006). Vingt cing brebis transplantées
en orthotopique étaient candidates a une gestation. Les résultats en terme de fonction
ovarienne semblent meilleurs chez la lapine, mais la technique n’a conduit a aucune

gestation (Chen et al., 2006).

Les transplantations d’ovaires cryoconservés étant des expériences lourdes et par
conséquent peu nombreuses, la plupart des équipes travaillant sur la cryoconservation
d’ovaires entiers étudient tout d’abord I'efficacité de leurs protocoles sur des modeles in

vitro.

Ainsi, I'ajout de la sphingosine-1-phosphate (anti-apoptotique) au milieu de congélation
lente d’ovaire entier de brebis a-t-elle été étudiée par des tests immédiats sur la viabilité des
cellules granuleuses (test d’exclusion au bleu de Trypan) et d’autres cellules (marquage au
5(6)carboxyfluoreceine diacetate succinimidyl ester), ou par culture d’ovaire avec analyse de
la prolifération cellulaire (marquage du Ki67), de la synthése d’ADN (incorporation de
bromodeoxyuridine). La congélation lente a réduit significativement la prolifération cellulaire
des cellules de l'ovaire et entrainé un décollement de I'endothélium des vaisseaux.
Cependant, ces lésions vasculaires n’ont pas atteint la limitante élastique interne. Par
ailleurs, tous les autres marqueurs étudiés ont indiqué une bonne conservation du tissu
cryoconservé et I'ajout de sphingosine-1-phosphate n’a pas modifié ces résultats, suggérant

gue I'apoptose méditée par les céramides n’était pas impliquée (Onions et al., 2008).
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D’autres auteurs ont étudié la morphologie, la viabilité et la synthése d’AMPc, d’cestrogene
et de progestérone par des ovaires de brebis cryoconservés puis mis en culture in vitro en
présence de forskoline. Pour cette congélation lente utilisant le principe décrit par Martinez
Madrid et al. pour I'ovaire humain (Martinez-Madrid et al., 2004), le cryoprotecteur, du
propandiol, pouvait ou non étre ajouté lors de la préparation de [I'ovaire. La
cryoconservation s’est associée a un ocedeme cellulaire. Les follicules exposés au
cryoprotecteur sont apparus rétrécis. La synthése d’AMPc en réponse a la forskoline, un
puissant activateur de I'adénylate cyclase, a été perturbée dans les ovaires congelés, que du
cryoprotecteur ait été ajouté ou non, prouvant I'atteinte de la fonction membranaire. De
méme, la syntheése de stéroide était abaissée apres congélation lente, que du cryoprotecteur
ait été ajouté ou non. De plus, la capacité de synthése de stéroides par des cellules de
I'ovaire en culture en réponse a I'hCG était meilleure pour les ovaires frais, les ovaires
protégés par cryoprotecteurs lors de la cryoconservation synthétisant plus de progestérone
gue ceux sans cryoprotecteurs. Il n’existait pas de différence de viabilité cellulaire entre
ovaires congelés avec ou sans cryoprotecteur (Wallin et al., 2009). Ces résultats relativisent
la performance de ce protocole de cryoconservation ou le cryoprotecteur et/ou la mode de
congélation ne sont a I'évidence pas adaptée. Il apparait ici que la fonction globale de
I’ovaire n’est pas bien protégée par ce protocole. L’optimisation de ce mode de congélation
chez la femme avait probablement pour but la conservation des follicules primordiaux. Sans
doute d’autres types de cellules, altérées par la cryoconservation, ont-elles aussi leur

importance dans les fonctions explorées.

La synthese d’cestrogene pendant la culture des fragments d’un ovaire a aussi été validée
par Guerritse et al. pour I'analyse des lésions induites par la cryoconservation d’ovaires
entiers de bovins (Gerritse et al., 2010). Enfin, ces mémes auteurs ont utilisé I'analyse du
métabolisme du glucose/lactate pour déterminer I'implication de I'immersion et de la
perfusion par du cryoprotecteur lors d’une congélation lente d’ovaires bovins. lls montrent
qgue l'immersion dans le cryoprotecteur protége correctement le cortex, tandis que la
médullaire reste mal protégée par la perfusion de cryoprotecteur (jusqu’a 70% de médullaire
non vascularisée), méme apres une perfusion longue de plus de deux heures (Gerritse et al.,

2011).
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Les marqueurs fonctionnels dynamiques développés ces derniéres années sur des ovaires en
culture semblent intuitivement bien plus performants que ceux utilisés statiquement juste
apres la décongélation de I'ovaire alors que certaines Iésions ne se sont par encore révélées.
Avec ces nouveaux marqueurs, on se rapproche de la situation in vivo. Cependant, les
capacités de régénération de |'organe, nécessitant le truchement de I'organisme, sont sous-
estimées. Ainsi, par exemple, les progéniteurs endothéliaux pourraient favoriser la
réparation d’un I’endothélium altéré par des protocoles de congélation lente. Malgré tout le
raffinement des tests in vitro, aucun d’entre eux n’a été validé comme prédicateur d’'une
reprise de la fonction ovarienne. L’heure est donc toujours a la tentative de transplantation

in vivo, et le juge de paix reste la gestation chez I'lanimal, avant de I'espérer chez la femme.

1.5.5.4.2.1.2.2. Chezlafemme

Chez la femme, la taille, la densité et la complexité de la vascularisation ovarienne rend
I’exposition aux cryoprotecteurs difficile (Donnez et al., 2006). Une technique de congélation
lente de I'ovaire humain a été décrite par Martinez Madrid et al. (Martinez-Madrid et al.,
2004). Elle consiste a disséquer le pédicule lombo-ovarien en s’étant assuré que la ligature
du pédicule utéro-ovarien n’entraine pas d’ischémie ovarienne. Une fois les arteres et veines
identifiées, elles sont coupées et I'artere est cathétérisée et perfusée avec une solution
cryoprotectrice (Photographie 1). Il est ensuite placé dans une boite de congélation lente
Nalgene et I'ensemble est mis au congélateur a —80°C (Photographie 2), ceci permettant
théoriguement une descente en température de 1°C/min. Aprés 24 heures, I'ovaire est
transféré dans I'azote liquide. A la décongélation, les pédicules peuvent étre réanastomosés

a la circulation systémique.

Ces auteurs ont démontré que la cryoconservation d'ovaire humain avec son pédicule
vasculaire n'était associée a aucun signe d'apoptose ou d’altération ultra-structurale de
guelque type cellulaire que ce soit et maintenait la viabilité folliculaire (Martinez-Madrid et
al.,, 2007, Martinez-Madrid et al., 2004). Ainsi, d’aprés I'analyse d’'un marqueur de viabilité

apres cryoconservation de trois ovaires selon ce protocole, les vaisseaux et 75,1% des
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follicules semblaient conservées (Martinez-Madrid et al., 2004). Des marqueurs d’apoptose
(Caspase-3, TUNEL) étaient négatifs sur les vaisseaux et les follicules primordiaux et
primaires (Martinez-Madrid et al., 2007). Quelques cellules stromales étaient néanmoins
sporadiquement marquées, ainsi que les follicules antraux et les corps jaunes. En
microscopie électronique, les cellules folliculaires et endothéliales étaient normales
(Martinez-Madrid et al., 2007). L'ovaire humain semble ainsi bien conservé quand on

I’expose a ce protocole de congélation lente.

Bedaiwy et al. ont comparé la conservation d’ovaire entier avec son pédicule vasculaire a la
conservation classique des fragments de cortex ovarien (Bedaiwy et al., 2006). Les patientes
étudiées avaient 46 et 44 ans et avaient accepté de donner leurs ovaires, a I'occasion d’une
hystérectomie pour maladie bénigne. Avec I'un des ovaires, on isolait des fragments de
cortex ovarien que l'on cryoconservait par congélation lente. L'autre ovaire était
cryoconservé avec son pédicule vasculaire par congélation lente. L'ovaire était immergé et
perfusé par du milieu contenant 1,5M de Diméthyl Sulfoxide puis hémi-sectionné, placé dans
un cryotube et congelé de maniére lente, dans un congélateur programmable, selon le
protocole classique des fragments. Un fragment frais d’ovaire servait de témoin. La viabilité
des follicules primordiaux était de 75% et 78% dans les ovaires entiers cryoconservés, alors
gu’elle était de 81% et 83% dans les fragments de cortex des patientes de 46 et 44 ans,
respectivement. La différence n’était pas significative. Le compte de follicules primordiaux
était comparable, il n’y avait pas d’aspect de nécrose. L'apoptose modérée et la faible
expression de Bcl-2 et de p53 étaient retrouvées de maniere comparable dans I'ovaire entier
et les fragments de cortex ovarien. Il est cependant difficile de tirer des conclusions de cette
étude, la densité des follicules primordiaux étant trop faible, vu I’dge des patientes et ces
deux cas ne permettaient pas de tirer de conclusion statistique fiable. De plus, 'hémisection
de I'ovaire, rendue nécessaire par I'absence de cryotube suffisamment grand pour recevoir
un ovaire humain entier, a di perturber le rincage de I'ovaire. Cela rend les conclusions de
I’étude non applicable aux programmes de sauvegarde de la fertilité ou une hémisection

n’aurait pas été réalisée.
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Si I’équipe de Jacques Donnez a rapporté avoir réalisé 16 cryoconservations d’ovaire entier
pour sauvegarde de la fertilité (Donnez et al., 2010), aucune tentative de transplantation
d’ovaire entier cryoconservé n’a a ce jour été rapportée chez I’humain. Cette stratégie doit
étre sérieusement discutée. Méme si le pronostic de fertilité n’est pas différent avec un ou
deux ovaires (Lass, 1999), I'ovariectomie semble bien agressive comparée a un prélevement
limité de cortex ovarien, quand le traitement gonadotoxique prévu rend probable le retour a

une fertilité spontanée.

1.5.5.4.2.2. Limites

1.5.5.4.2.2.1. Lerisque de réimplantation de cellules malignes

Les cancers a risque sont les mémes que dans le cas d’'une greffe de fragments, mais le
risque est plus élevé. La conservation d’un ovaire entier est donc d’autant moins indiquée

gue le risque de métastase est fort.

1.5.5.4.2.2.2. Viabilité vasculaire en question

La congélation lente d’organe pourrait s’accompagner de lésions endothéliales, néfastes
pour la reprise fonctionnelle de I'organe, comme cela a été évoqué devant I'échec d’auto-
transplantations de foies de rat congelés (Ishine et al., 1999). La mise en évidence de lésions
endothéliales aprés congélation lente d’ovaires est discutée : les études sur I'ovaire humain
sont rassurantes (Bedaiwy et al.,, 2006, Martinez-Madrid et al., 2007), tandis que ce
protocole aurait altéré I'endothélium ovarien de brebis (Onions et al., 2008). Pourtant, la
congélation lente de vaisseaux s’accompagne constamment d’altérations fonctionnelles
(Esther Rendal Vazquez et al., 2004, Pegg et al., 1997, Song et al., 1995) ou morphologiques
(Bellon et al., 1999, Bujan et al., 2000, Bujan et al., 2001, Esther Rendal Vazquez et al., 2004,
Pascual et al., 2005, Pascual et al., 2004, Pasquinelli et al., 2006, Rendal et al., 2004, Song et
al.,, 1995) de I'endothélium, alors que la simple exposition aux mémes cryoprotecteurs

altérerait peu la vitalité endothéliale (Bujan et al., 2001, Song et al., 1995). Ces lésions
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seraient donc plus attribuables au processus de congélation (formation de glace intra
vasculaire) gu’a un effet toxique des cryoprotecteurs, ce qui expliquerait les bons résultats

fonctionnels obtenus apres vitrification de vaisseaux (Song et al., 2000, Song et al., 2000).

1.5.5.4.2.2.3. L'exposition correcte aux cryoprotecteurs

Deux des difficultés de la cryoconservation d’organe entier sont la multiplicité des types
cellulaire et le volume de I'organe. Il faudrait réussir a exposer chaque type cellulaire de
maniére optimum afin d’assurer la meilleur survie de tout I'organe. Cela n’est évidement pas
possible, I'exposition au cryoprotecteur étant fonction de sa proximité des vaisseaux et
chaque type cellulaire étant différent pour sa concentration optimum en cryoprotecteur. Il
faut donc trouver le meilleur compromis. Pour cela, il parait essentiel d’assurer une
imprégnation de |'ovaire aussi homogene que possible avec les cryoprotecteurs. Cette
exposition ovarienne se fait classiquement par immersion et par perfusion. Cependant, peu
d’études se sont penchées sur I'efficacité d’une telle approche. Gerritse et al. ont perfusé
des ovaires bovins avec de I'encre de chine et retrouvé un taux globale de perfusion de 60%,
les vaisseaux étant d’autant moins bien vascularisés que leur diametre était petit et qu’ils
étaient localisés dans le cortex ovarien (Gerritse et al., 2008). Cette observation est
préoccupante, la perfusion excluant particulierement le cortex ovarien, alors qu’il contient
les follicules ovariens. Une autre étude de ces auteurs s’est voulue rassurante puisqu’elle a
montré que le cortex ovarien était correctement protégé par l'immersion dans le
cryoprotecteur. Cependant, la médullaire ovarienne était, quant a elle, trés mal protégée par
la perfusion, avec jusqu'a 70% de lésions, malgré plusieurs heures d’exposition (Gerritse et
al., 2011).

La Résonance Magnétique Nucléaire a permis I'étude de la diffusion de cryoprotecteurs
variés (DMSO, butane diol, propylene glycol, glycérol, méthanol) dans des substituts
dermiques (Bidault et al., 2000), des organes de rat (Isbell et al., 1997), du cartilage
articulaire humain (Carsi et al., 2004), des reins de lapin (Descotes et al., 1996) et des ceufs
de zebrafish (Hagedorn et al., 1996). Cependant, dans ces études, I'Imagerie par Résonance
Magnétique n’était pas employée. Cette technologie permettrait d’étudier la répartition

spatiale des cryoprotecteurs dans I'ovaire et, en particulier, dans ses zones nobles. Des
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études poussées sont donc indispensables pour optimiser les protocoles de conservation

d’ovaires entiers.

1.5.5.4.2.2.4. Compétence du chirurgien transplanteur

L'anastomose artérielle micro-vasculaire est la principale limite théorique de Ia
transplantation d’ovaire entier du fait du faible diamétre des vaisseaux. L'échec de cette
étape compromettrait définitivement la sauvegarde de la fertilité. Cette difficulté est plus
importante lorsque les vaisseaux a anastomoser sont de diameétres différents.

Bedaiwy et al. suggérent que les vaisseaux épigastriques inférieurs seraient le meilleur
emplacement hétérotopique pour une transplantation ovarienne par anastomose
microchirurgicale. De plus, I'anastomose vasculaire termino-terminale semble garantir les
plus grandes chances de perméabilité vasculaire, suivie de I'anastomose termino-latérale.
L’anastomose en bouche de poisson, nécessaire en cas d’incompatibilité des diameétres des
vaisseaux a anastomoser, s’associait constamment avec un échec immédiat d’anastomose
(Bedaiwy and Falcone, 2007). L’absence de congruence des diametres vasculaires est donc a
proscrire. Les différents types d’anastomoses sont exposés dans la figure 6. L'anastomose
temino-terminale est la technique qu’ont adoptée Mhatre et al. lors de leur allo-
transplantation ovarienne (Mhatre et al., 2005). Dans les études animales, le site habituel de
transplantation est le pédicule vasculaire de I'ovaire controlatéral. Bien que cette technique
ait aussi été utilisée par Silber et al. dans leur allotransplantation ovarienne (Silber et al.,

2008), elle impose I'ovariectomie.

Figure 6. Différents types d’anastomoses vasculaires. Celles-ci peuvent étre termino-terminales (A), termino-latérales (B)
ou en bouche de poisson (C) (Bedaiwy and Falcone, 2007).
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Nous avons vu que |'ovaire peut fonctionner a nouveau apres greffe. Il faut donc éviter de le
retirer et cette stratégie ne doit pas étre recommandée. L'impact de la transplantation sur la
fonction ovarienne est a I’évidence trés important. Ainsi, dans notre étude, la simple
transplantation d’ovaire frais a réduit la densité folliculaire de 94% (Courbiere et al., 2009).
Une habileté chirurgicale particuliere est donc requise. Avec la diffusion des cryoprotecteurs,
c’est la principale limite de la greffe d’ovaire entier. La recherche doit donc se poursuivre.

C’est ce que nous nous proposons de faire dans la suite de cette these.

1.5.5.4.2.3. Voies de recherche

1.5.5.4.2.3.1. Culture d’organe In vitro

Nous avons vu que la greffe de fragments s’accompagne d’une perte folliculaire importante
par souffrance ischémique et activation/atrésie folliculaire. Malgré des succes, I'efficacité de
cette stratégie reste limitée. Avec une grossesse rapportée chez [I'animal, la
cryoconservation d’ovaire entier n’apporte pas les succés escomptés, du fait d’'une double
inefficacité des protocoles de cryoconservation d’organe et des techniques de
transplantation microvasculaire. Les deux techniques posent des problémes en cas de risque
de métastase ovarienne. Les alternatives explorées, comme la xénogreffe ou Ila
folliculogénese in vitro sont soit inadaptées au projet de conservation de la fertilité, soit
techniquement difficiles. Une solution novatrice serait de réussir a cultiver I'ovaire in vitro

afin d’envisager une folliculogénese extra-corporelle.

1.5.5.4.2.3.2. Vitrification d’organe entier

Comme nous l'avons vu, la congélation lente pourrait entrainer des Iésions endothéliales
néfastes pour le rétablissement de la fonction de I'ovaire cryoconservé. Parce qu’elle élimine
la formation de cristaux de glace au profit d’'un état vitreux amorphe, la vitrification
constituerait une solution plus adaptée a la cryoconservation d’organe. Maitriser la
cryoconservation d’organe apporterait un bénéfice dépassant de trés loin le cadre du

maintien de la fertilité (Fahy et al., 2006), résolvant, entre autres, bien des probléemes posés
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par le don d’organe (Pessione et al., 2007). Des reins vitrifiés de lapin ont, ainsi, repris

durablement leurs fonctions aprés greffe (Fahy et al., 2009).

Cependant, ces protocoles imposent la perfusion de fortes doses de cryoprotecteurs
potentiellement toxiques pour I'endothélium (Wusteman et al., 2002). L’altération
endothéliale, consécutive a une activation ou a une destruction de I'endothélium,
s’accompagnerait d’un état pro-thrombotique (Thuillez and Richard, 2001). Qu’elle soit liée
a la formation de glace intra-vasculaire ou a un effet toxique des cryoprotecteurs,
I'altération endothéliale pourrait donc compromettre la survie de |'organe, comme cela
s’observe en cas de défaillance viscérale (Reinhart et al., 2002). Une prévention de cette
altération parait donc nécessaire, comme |'optimisation de la diffusion des cryoprotecteurs,

afin d’améliorer le pronostic de reprise fonctionnelle.

Au cours de travaux préalables, grace a des analyses morphologiques en microscopie
optique et par le test d’exclusion au bleu de Trypan sur follicules isolés, notre équipe a
analysé l'effet de différents protocoles de vitrification d’ovaire entier. Ainsi, nous avons
comparé la vitrification par deux cryoprotecteurs, le « VS1 » (diméthyl sulfoxide, acétamide,
propyléne glycol) et le «VS4» (diméthyl sulfoxide, formamide, propylene glycol). Si
I’exposition a ces cryoprotecteurs n’entraine pas d’anomalie morphologique ni de différence
de viabilité folliculaire entre les deux protocoles, la vitrification par le protocole « VS4 »
conserve mieux la densité et la morphologie folliculaire et doit donc étre préférée (Courbiere
et al., 2005, Lornage et al., 2006). Cette étude a aussi montré un taux inquiétant de fracture
du pédicule que nous avons réussi a réduire en adoptant un réchauffement diphasique,
d’abord lent jusqu’a la température de transition vitreuse, puis rapide. Cette stratégie
permet le meilleur compromis entre le risque de fracture du pédicule vitrifié (expliquée par
la fragilité de ['état vitreux et les contraintes mécaniques de dilatation lors du
réchauffement), et celui de cristallisation au réchauffement (thermodynamiquement
spontanée mais rendue lente par les cryoprotecteur et dont I'évitement passe par un

réchauffement rapide au dela de la température de transition vitreuse).

Dans d’autres études, nous avons montré que la vitrification d’ovaire entier par « VS4 »
respecte la membrane ovocytaire et la viabilité des follicules et n’influence pas la densité

folliculaire. Les follicules sont cependant plus souvent d’aspect anormal apreés vitrification,
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avec des anomalies cytoplasmiques notamment. Par ailleurs, un détachement de cellules
endothéliales artérielles est aussi fréquemment constaté, ainsi qu’un gonflement des

myocytes (Baudot et al., 2007, Courbiere et al., 2006).

Avec le VS4, la vitrification du pédicule vasculaire d’ovaires de brebis a été satisfaisante
(Baudot et al., 2007) tandis que le cortex, imprégné insuffisamment par les cryoprotecteurs,
ne s’est vitrifié que partiellement (Baudot et al., 2007, Courbiere et al., 2005, Courbiere et
al., 2006). Un phénomene de cristallisation au réchauffement a été constamment observé.
La viabilité et I'aspect histologique des follicules de réserve ont été conservés. Alors que
I’exposition aux cryoprotecteurs avait respecté I'aspect histologique du pédicule vasculaire,
la vitrification et le réchauffement (avec cristallisation) ont souvent été accompagnés d’un
détachement partiel de cellules endothéliales (Baudot et al., 2007, Courbiere et al., 2005,

Courbiere et al., 2006).

Aprées transplantation d’ovaires vitrifiés, la reprise fonctionnelle n’a été observée que pour
une brebis sur cing (aucune n’ayant rétabli sa fertilité). La réserve folliculaire s’est effondrée,
les ovaires étant atrophiques avec thrombose des pédicules vasculaires (Courbiere et al.,

2008).

1.5.5.4.3. Isolation de follicules immatures

Pour éviter la réintroduction de cellules malignes chez les patientes a haut risque, deux
approches ont été suggérées : la greffe de follicules isolés dans un ovaire artificiel (Amorim
et al., 2009, Dolmans et al., 2010, Donnez et al., 2011) et la maturation in vitro de follicules
primordiaux (Hovatta, 2004, Hovatta et al., 1999, Telfer et al., 2008). Ces deux stratégies
reposent sur 'isolation de follicules. Cette technique a permis aux pionniers de la physiologie
ovarienne de comprendre la croissance folliculaire (Gougeon et al., 1994). Elle s’adresse a
des femmes a haut risque de métastases ovariennes et dont le traitement va certainement
avoir des conséquences néfastes sur |'ovaire. C'est par exemple le cas des leucémies. Le
prélevement d’un ovaire entier serait plus recommandé que le prélevement de fragment de

cortex ovarien. Ces ovaires, a risque élevé de métastase, pourraient d’abord étre stimulés en
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culture in vitro, puis une possibilité serait de les cryoconserver pour une isolation ultérieure
des follicules primordiaux, l'autre étant d’isoler d’abord ces follicules afin de les

cryoconserver a |'état isolé.

1.5.5.4.3.1. Le rationnel : éliminer le risque oncologique et

améliorer la néoangiogéneése initiale

Le principe est de réussir a purifier les follicules primordiaux contenus dans le cortex ovarien
avant ou apres cryoconservation. Une fois la maladie guérie, ces follicules primordiaux
seraient inclus dans une matrice inerte et transplantés en sous-péritonéal. On sait, en effet,
gue les follicules primordiaux résistent bien a la congélation-décongélation. De plus, comme
nous l'avons vu, il semble que la densité de follicules primordiaux ait un impact dans la
physiologie ovarienne. Un certain nombre d’actions paracrines d’un follicule a I'autre
pourrait étre nécessaire au bon fonctionnement ovarien. En contrdlant la densité folliculaire,
ce qui serait possible ici, on pourrait obtenir un meilleur pronostic de la greffe. L’utilisation
d’une matrice inerte est sensée diminuer la période d’ischémie suite a I'implantation. Enfin,
purifier les follicules primordiaux aurait |'avantage théorique d’éliminer le risque
d’autogreffe de métastases (éventuellement contenues dans le stroma ovarien). Des
follicules primordiaux et primaires isolés pourraient ainsi étre cultivés in vitro ou greffés in
vivo (Dolmans et al., 2006), ce qui fournirait une alternative slre aux patientes a risque de

métastase ovarienne (Dolmans et al., 2006, Sanchez-Serrano et al., 2010).

1.5.5.4.3.2. Devenir des follicules immatures isolés

1.5.5.4.3.2.1. Folliculogenese In vitro

La cryoconservation de tissu ovarien respecte les follicules primordiaux et primaires mais
détruit tous les autres follicules en croissance, notamment les follicules antraux qui
contiennent des ovocytes immatures (Gosden et al., 2002). Ainsi, a partir de follicules

primordiaux et primaires contenus dans le tissu ovarien congelé, une folliculogénése in vitro
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est concevable et constituait une option séduisante pour rétablir la fertilité (Johnson and
Patrizio, 2011).

Depuis une vingtaine d’années, des progres ont été faits dans le domaine de la maturation et
la croissance in vitro des follicules primordiaux. A ce jour, chez la souris, une folliculogénése
in vitro a été obtenue (Cortvrindt et al., 1996) et des petits sont nés d’ovocytes maturés in
vitro a partir de follicules primordiaux (Eppig and O'Brien, 1996, O'Brien et al., 2003).
Cependant, il semble difficile de transposer ces résultats a d’autres espéces (Picton et al.,
2008). A ce jour, une folliculogénése in vitro a aussi été possible chez le rat mais aucune
gestation n’est rapportée (Cain et al., 1995). L'amélioration progressive des techniques de
culture a permis la croissance et la maturation de follicules ovariens humains in vitro
(Hovatta et al., 1997, Wright et al., 1999), mais aucune grossesse n’a encore été rapportée
(Van den Broecke et al., 2001).

Deux stratégies de culture folliculaire in vitro ont été rapportées : 'une met en culture des
follicules isolés, I'autre cultive des follicules au sein du stroma ovarien, dans des fragments

de cortex (West et al., 2009). Ces statégies sont exposées dans la figure 7.
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Figure 7. Stratégie de culture de follicules primordiaux pour la sauvegarde de la fertilité. Les
follicules peuvent étre cultivés soit isolés (technique menant a I’échec chez la femme), soit dans
une biométrique comme I'alginate, soit au sein du tissu natif par culture de fragments ovariens.
Pour les deux derniers cas, une croissance prolongée a été obtenue. La culture de fragments
impose une deuxiéme phase de maturation in vitro de I'ovocyte apreés développement du
follicule (Johnson and Patrizio, 2011).

Dans la premiere stratégie, les follicules peuvent étre isolés soit mécaniquement soit

enzymatiquement a partir de tissu ovarien (West et al., 2009). Les follicules immatures sont
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d’abord cultivés dans une biomatrice comme [’alginate puis les ovocytes des follicules mars
sont prélevés et maturés in vitro jusqu’au stade MIl (West et al., 2007, West et al., 2009). La
croissance de ces follicules cryoconservés, ainsi que leurs propriétés cytosquelettiques
semblent comparables a celles de follicules non cryoconservés (Barrett et al., 2010).
Cependant, a ce jour, a partir de follicules primordiaux, aucun ovocyte humain n'a atteint ce
stade in vitro (West et al., 2009). Il est donc plus difficile d’envisager une folliculogénése in
vitro chez la femme que chez la souris ou le rat. La raison tient sans doute dans le temps
nécessaire a la folliculogéneése, qui est de quelques semaines chez la souris et le rat, tandis
gue 5 mois sont nécessaires chez la femme (Gougeon, 1996).

La culture de fragments ovariens maintient l'intégrité structurelle et les intéractions
cellulaires entre des follicules et le stroma avoisinant (Hovatta et al., 1997). La ou une
culture de follicules primordiaux isolés ne permettait pas de survie folliculaire au dela de 2
semaines (Hovatta et al., 1999), la culture de fragments s’est associée avec un maintien de la
viabilité folliculaire jusqu’au stade secondaire, aprés 4 semaines de culture (Hovatta et al.,
1997). De fines lamelles de cortex ovarien (de 0.1 a 0.3 mm) sont coupées et |I'excés stroma
est retiré. Le tissu est ensuite découpé en petits cubes et placé dans un dispositif de culture
tridimensionnel (Hovatta et al., 1997). Des hormones et autres facteurs de croissance
comme les Insulin Like Growth Factor (IGF | et IGF 11), le Growth Differentiation Factor 9 (GDF
9) et la FSH sont ajoutés au milieu de culture pour promouvoir la croissance et le
développement des follicules (Hreinsson et al., 2002, Louhio et al., 2000, Telfer et al., 2008,
Wright et al., 1999).

Un taux de croissance folliculaire important est observé pendant les quelques premiers jours
de culture de tissu ovarien, peut-étre par manque d’inhibiteurs de croissance folliculaire
contenus dans le stroma excisé. Une atrésie folliculaire progressive apparait ensuite, comme
cela est normalement observé in vivo. Aprés 14 a 21 jours de culture, les pourcentages de
follicules primordiaux, primaires, secondaires et antraux étaient 21 %, 48 %, 28 % et 3 %,
respectivement (Hovatta et al., 1997). Telfer et al. ont ainsi réussi a obtenir un follicule
antral apres culture en deux étapes, a partir de fragments de cortex ovarien (Telfer et al.,
2008). En plus de maintenir les échanges follicule-stroma, la stratégie de culture de
fragments ovariens évite la procédure d’isolation de follicules primordiaux, notoirement

difficile chez I’humain (Johnson and Patrizio, 2011).
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Une troisieme stratégie ayant recours a une croissance in vivo avant une maturation finale in
vitro a aussi été décrite avec gestation chez la souris (Liu et al., 2001). Elle ne semble pas
apporter de réponse originale a la problématique du risque de réimplantation de cellules

malignes.

Toutes ces stratégies ont pour but de controler in vitro le développement folliculaire. Celui-ci
dépend de l'entré en croissance des follicules primordiaux et du maintien en vie des
follicules en croissance. L’'inhibition de I'activation folliculaire est désormais mieux comprise
depuis I’étude de souris Knock Out pour le géne FoxO3a par Castrillon et al. Les follicules
primordiaux de cette souris rentrent massivement en croissance (Castrillon et al., 2003). La
voie de signalisation mTOR (Hay, 2005, Wullschleger et al., 2006) a été impliquée dans le
mécanisme de maintien de quiescence du follicule primordial (Adhikari et al., 2009, Adhikari
and Liu, 2010, Adhikari et al., 2010, Liu et al., 2007). Ainsi, quand l'activitt mTOR est
augmentée, dans des souris Knock Out pour Tscl et Tsc2, ses principaux inhibiteurs,
I’ensemble des follicules primordiaux rentre en croissance a la puberté, ce qui aboutit a une
extinction ovarienne précoce (Adhikari et al., 2010). En inhibant la phosphatase PTEN,
régulatrice négative de I'activité mTOR, Li et al. ont aussi observé une augmentation de la
croissance de follicules primordiaux chez la souris et dans des fragments ovariens humains
(Li et al., 2010). Le controle de I'entré en croissance des follicules primordiaux apparait donc
désormais presque a porté de pipette. Cependant, I'inibition de mTOR dans du tissu ovarien
humain par la Rapamycine, un inhibiteur de I'activité mTOR, a abouti a un grand nombre de
follicules vides, sans que cette disparition ovocytaire ne passe par une atrésie/apoptose
(McLaughlin et al., 2011). Peut-étre qu’un autre mécanisme serait en cause chez I’"humain.
Reste le maintien en croissance des follicules. Celui-ci est contr6lé par la FSH et des
membres de la famille du TGFB (Chang et al., 2001, Elvin et al., 2000). La Rapamycine a
inhibé la croissance folliculaire chez la souris, indiquant que I'implication de cette voie
métabolique concernait a la fois I'entré en croissance des follicules et le maintien de cette
croissance (Yaba et al.,, 2008). En effet, mTOR est connu comme activateur de cycle
cellulaire, par le biais d’aurora B kinase (Song et al., 2007). La maitrise de la voie mTOR est

donc primordiale pour réussir une folliculogénése in vitro.
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1.5.5.4.3.2.2. Greffe

1.5.5.4.3.2.2.1. Bio-matrice, bio-support

La réimplantation de follicules isolés dans un ovaire artificiel ou dans une matrice (Amorim
et al., 2009, Dolmans et al., 2010, Donnez et al., 2011) est une technologie nouvelle pouvant
constituer une alternative a la transplantation de fragments de cortex ovarien chez les
patientes a risque de métastase ovarienne. Cependant, l'isolation de follicules humains reste
toujours un challenge du fait de la nature fibreuse et dense de stroma ovarien (Johnson and
Patrizio, 2011). Plusieurs protocoles de digestion enzymatique ont montré leur efficacité
pour l'isolation de follicules ovariens a partir de tissu ovarien humain frais ou cryoconservé
(Abir et al., 2001, Dolmans et al., 2006, Hovatta et al., 1999, Huntriss et al., 2002, Martinez-
Madrid et al., 2004, Oktay et al., 1997, Schroder et al., 2004, Telfer et al., 2008, Vanacker et
al., 2011). Cependant, des modifications morphologiques et fonctionnelles de ces follicules

isolés ont été rapportées (Eppig, 1994).

1.5.5.4.3.2.2.2. Autogreffe, xénogreffe

La xénogreffe éviterait le risque potentiel de réintroduction de cancer lors de la
transplantation ovarienne, dans des cas a haut risque. Une des limites serait la transmission
d’agents infectieux comme les prions ou les virus d’animaux. En outre, pour assurer une
chance de fertilité avec cette technique, un grand nombre d'animaux devraient étre
sacrifiés, puisque seul des xénogreffes de petite taille sont possibles. Cela souléve des
interrogations morales. Le praticien devrait exposer clairement a la patiente toutes les
possibilités présentes et futures offertes par la science, en ne lui cachant pas que toutes sont

encore du domaine de la recherche.

1.5.5.4.3.2.2.3. Succes chez la souris

La sauvegarde de la fertilité a partir de follicules primordiaux congelés a été décrite chez la

souris par Caroll et Gosden. Des follicules primordiaux ont été isolés a la pipette a partir de
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tissu ovarien digéré par collagénase puis ces follicules ont été cryoconservés par congélation
lente. Apres décongélation, ils ont été introduits dans un caillot de fibrine, incubés 24 heures
et greffés dans la bourse ovarienne de souris stérilisées. Sur les 9 souris greffées, 5 ont eu
des petits spontanément. L’analyse histologique des greffes a montré la reconstitution d’un
stroma ovarien réalisant un véritable néo-ovaire au sein duquel se développaient des
follicules a plusieurs stades de développement (Carroll and Gosden, 1993). Deux études
préalables de ces auteurs avait déja montré le rétablissement d’une fertilité avec des
follicules frais et non isolés (Gosden, 1990) ou avec des follicules cryoconservés greffés sous
la capsule rénale puis maturés in vitro (Carroll et al., 1990). La capacité de follicules isolés et
greffés a poursuivre leur développement a été en partie confirmée par des travaux de
xénogreffe a des souris NUDE et SCID. En effet, une partie de cette these s’est attachée a
I’étude du potentiel de développement de follicules humains primordiaux ou primaires isolés
sous loupe binoculaire aprés digestion enzymatique de tissu ovarien frais. Xénogreffés a la
souris NUDE, ces follicules isolés ont pu poursuivre leur développement pendant une
semaine (Dolmans et al., 2007). Aprés stimulation par de la FSH recombinante, une greffe
plus longue (6 mois) a des souris SCID a méme permis d’observer le développement de
certains follicules jusqu’au stade antral (Dolmans et al., 2008). Etonnamment, aprés
xénogreffe de follicules apparemment isolés, un tissu cellulaire d’apparence stromale et
d’origine humaine s’est développé autour des follicules isolés. Il est possible que des cellules
du stroma ovarien aient contaminé les follicules d’allure isolés, expliquant le développement
de cette structure. Une autre explication serait la différentiation des cellules granuleuses en
cellules stromales, dont elles partagent I'origine embryologique. Des travaux de Van Blerkom
et al. avaient déja attribué aux cellules granuleuses un caractere vasculaire (Antczak and Van
Blerkom, 2000). L'équipe a néanmoins remarqué que la capacité de revascularisation de
cellules ovarienne xénogreffées a la souris NUDE dépendait de I'ajout ou non de cellules
CD34+, étayant I'hypothése d’une contamination (Dath et al., 2011). Quelle qu‘en soit
I'origine, ces cellules montrent une capacité étonnante d’adaptation et de croissance. Ces
observations feraient de la greffe de follicules isolés une alternative possible a la greffe de

fragments, pour les patientes a risque de métastase ovarienne.

1.5.5.4.3.3. Limites de l'isolation folliculaire
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1.5.5.4.3.3.1. Isolation folliculaire

Le probléeme principal reste la purification d’'un grand nombre de follicules primordiaux,
casse-téte non encore résolu. La digestion enzymatique tatonne méme s’il semble que la
libérase soit préférable aux collagénases (Dolmans et al., 2006). Pour toute application
clinique, il est de toute facon préférable d’utiliser des enzymes purifiées, comme la libérase,
plutdét que de la collagénase brute, c'est-a-dire du surnageant de culture de Clostridium
histoliticun. La premiére libérase blendzyme 3 n’étant plus produite, une nouvelle étude
vient d’étre menée sur la libérase DH, compatible avec une utilisation clinique. Ce nouveau
mélange de collagénase | et Il et de protéases neutres, toutes purifiés, semble donner des
résultats comparables a la collagénase classique, au regard de la structure folliculaire en
microscopie électronique et de leur viabilité immédiate ou aprés 7 jours de culture en bille
d’alginate. Cependant, seuls 37 % des follicules survivaient a 7 jours (Vanacker et al., 2011).
C'est étonnant, car selon un protocole plus agressif (60 minutes d’incubation avec
collagenase IA contre 35 minutes ici), sur du tissu ovarien humain cryoconservé, la survie de
follicules en bille d’alginate était de 90% a 7 jours (Vanacker et al., 2011). Doit-on en
conclure que la cryoconservation améliorerait la survie des follicules in vitro ? Une méthode
de purification utilisant un gradient de ficolle, mis au point par cette équipe, a permis la
récupération de 99,94% de ces follicules, sans altérer leur vitalité. Cependant, la
contamination cellulaire de ces follicules n"ayant pas été étudiée, l'utilité de cette étape
n’est pas établie (Martinez-Madrid et al., 2004). La récupération de follicules primordiaux se
finit pour l'instant a la micro-pipette en pipetant a la bouche sous I'objectif d’'une loupe

binoculaire (Photographie 3).

1.5.5.4.3.3.2. Sécurité néoplasique

Comme nous I'avons vu, la greffe de follicules isolés a généré un stroma. Si les cellules qui en
sont responsables sont d’origine granuleuse, aucune métastase granuleuse n’a jamais été
décrite. De plus, la basal lamina entoutant le follicule est imperméable aux capillaires et aux

nerfs (Rodgers et al., 2003). Cela doit empécher toute transmission néoplasique. Le

135



probléme subsiste si ces cellules proviennent d’une contamination par des cellules
stromales. Rien n’empécherait alors une contamination par des cellules néoplasiques
isolées. Cependant, I'inoculum cellulaire semble suffisamment faible pour ne pas étre visible
sous loupe binoculaire. De plus, ces cellules transformées et affaiblies par la digestion
enzymatique seraient exposées directement au systeme immunitaire et possiblement
éliminées. Ainsi, I"élaboration d’un ovaire artificiel in vitro (Amorim et al., 2009, Dolmans et
al., 2010, Donnez et al., 2011) est un enjeu important quand le risque de métastase dans les
tissus cryoconservés est fort. Pour cela, il faut découvrir le meilleur support pour permettre

une survie et une croissance optimale des follicules isolés in vitro.

1.5.5.4.3.3.3. Limites techniques

Comme pour les xénogreffes de fragments, une activation folliculaire massive a été
observée. Cependant, ces techniques portent un risque potentiel supplémentaire. Comme
cela a été suggéré avec la maturation in vitro d'ovocytes, les anomalies épigénétiques
secondaires a une mise en place anormale de I'empreinte parentale pourraient survenir,
cette empreinte n’étant pas encore mise en place au stade de follicule primordial (Lucifero

et al., 2004, Lucifero et al., 2002).

1.5.5.4.3.3.4. Masse folliculaire critique

La fonction ovarienne dépendant du capital folliculaire, une question subsiste quant a la
guantité de follicules qu’il faudrait replacer pour assurer une reprise fonctionnelle durable.

Selon les estimations, le capital folliculaire de jeune fille est de 400000 follicules
primordiaux a la puberté tandis qu’il serait de 400 a la ménopause. On peut donc estimer a
plusieurs milliers ce nombre de follicules nécessaires. Les publications rapportant I'isolation
de follicules a partir d’ovaire humain ont en moyenne réussi a isoler de |'ordre d’une
centaine de follicules primordiaux ou primaires par patiente (Vanacker et al., 2011). Le
recueil fastidieux a la pipette sous loupe binoculaire n’est, a I'évidence, pas adapté a une

application clinique. Rien ne dit que la digestion le soit plus, puisque qu’en se limitant a la
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digestion ovarienne, sans isolation, environ un millier de follicules sont libérés par la

digestion de fragments (Martinez-Madrid et al., 2004).

1.5.5.5. Conclusion : les techniques de conservation du tissu ovarien (seuls
possibles pour palier le risque gonadique chez la fille pré-pubére) méritent

des progres

Apres les accidents, le cancer est la deuxieme cause de mortalité chez I'enfant de moins de
14 ans (Siegel et al.,, 2012). Les progres thérapeutiques ont permis une augmentation
spectaculaire du taux de rémission et de survie aprés cancer de I'enfant. Ces progres ont été
possibles par une meilleure maitrise de la toxicité immédiate des traitements anticancéreux.
Cependant, la toxicité tardive, en particulier gonadique, n’a que trés tardivement été

considérée, conduisant a de plus en plus d’adultes jeunes guéris de leur cancer, mais stériles.

Les filles ont un capital folliculaire trés élevé mais ne sont pas accessibles aux techniques
classiques de sauvegarde de la fertilité comme la conservation d’embryons. Quand un
traitement gonadotoxique est prévu, elles devraient tout particulierement bénéficier d’'une
cryoconservation de tissu ovarien (Poirot et al., 2002). D’autres pathologies ne laissent pas le
temps ou contrindiquent ces techniques classiques de sauvegarde de la fertilité, du fait de
I"'urgence du traitement ou parce que I’hypercestrogénie qui accompagne ces traitements est
contre-indiquée. L'avantage de la conservation du tissu ovarien est de ne pas nécessiter de
stimulation ovarienne qui retarderait le traitement anticancéreux et pourrait stimuler les
tumeurs hormono-sensibles (Sonmezer and Oktay, 2004). En outre, |'autoconservation de
tissu ovarien consiste a sauvegarder la fonction de I'organe, et non des embryons, ce qui est
moralement plus acceptable dans ce conteste de pathologie potentiellement mortel. Enfin,
c’est la seule technique permettant potentiellement le rétablissement de la fonction
hormonale de l'ovaire, elle aussi bénéfique a une meilleur qualité de vie. La voie de
conservation de tissu ovarien la plus explorée est la congélation lente de fragments de
cortex ovarien avec greffe avasculaire. Bien que cette technique ait permis le rétablissement

de la fertilité chez la Femme, ces greffes ont une durée de vie et une efficacité encore limité.
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Les limites de cette technique sont le risque de réimplantation de cellules néoplasiques chez
une patiente guérie et I'ischémie initiale des fragments qui, avec I'activation folliculaire,
dépeuple rapidement ces greffes de leurs follicules primordiaux. Deux alternatives ont été
proposées pour palier ces problemes: lisolation des follicules primordiaux et la
conservation d’un organe entier pour auto-transplantation microvasculaire. Dans la suite de
cette thése, nous nous intéresserons au potentiel de chaque technique dans la sauvegarde

de la fertilité.
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Photographie 1. Le pédicule lombo-
ovarien est cathétérisé et I'ovaire est
perfusé par une solution
cryoconservatrice.

Photographie 2. Boite de
congélation lente.

Photographie 3. Récupération des follicules
primordiaux, aprés digestion enzymatique de
I'ovaire, par pipetage a la bouche sous
loupe binoculaire.

Photographie 4 et 5.
Comparaison de survie d’'une
greffe d’ovaire entier (4) a une
greffe de follicules primordiaux
dans un coagulat de fibrine (5).

Cette souris NUD est
anesthésiée. La greffe est placée
dans la bourse ovarienne de la
souris.
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2. OBJECTIFS : AMELIORATION DES
TECHNIQUES DE PRESERVATION DE
LA FERTILITE A PARTIR DE TISSU
OVARIEN, ALTERNATIVES A LA GREFFE
DE FRAGMENTS OVARIENS
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Bien qu’ayant permis le rétablissement de la fertilité chez 15 patientes, avec la naissance de
18 enfants, les greffes de fragments ovariens ont une demi-vie courte et les patientes ayant
eu plusieurs enfants ont souvent di bénéficier de plusieurs greffes successives. De plus,
I’éventualité d’'une contamination par des cellules néoplasiques reste une limite dans les cas,

heureusement rares, ou le risque de métastase ovarienne est important.

2.1. Tentative de xénogreffe de follicules primordiaux humains chez la souris

Une solution pour les patientes a risque de métastase ovarienne serait de ne greffer que les
éléments nobles responsables de |la sauvegarde de la fertilité, en éliminant les éléments dont
la présence semble moins capitale mais susceptibles de réintroduire la maladie chez une
patiente guérie. Des études préalables ont montré que l'isolation de follicules primordiaux et
primaires a partir du cortex ovarien humain était possible et que I'intégrité membranaire et
I'activité estérase de ces follicules étaient conservées. Cependant, la capacité de
développement de ces follicules humains isolés de leur stroma était inconnue, comme la
faisabilité du protocole. Un des objectifs de cette thése était I'étude du potentiel de
développement de ces follicules isolés dans un modeéle de xénogreffe et de la faisabilité de

I'isolation folliculaire.

2.2. Amélioration des techniques de conservation de la fertilité par ovaire entier

Le rétablissement de la fertilité aprés cryoconservation et auto-transplantation micro-
vasculaire d’ovaire entier est décrit chez la brebis. Cependant, seule 1 gestation sur 25 brebis
greffées a été obtenue, de nombreuses transplantations s’étant soldées par une interruption
plus ou moins précoce de vascularisation ovarienne. Un protocole de congélation lente,
connu pour entrainer des Iésions vasculaires, a été utilisé la plupart du temps. La vitrification
s’était montrée bien plus performante que la congélation lente dans la cryoconservation de
vaisseaux. Pourtant, notre premiére tentative d’auto-transplantation d’ovaire entier vitrifié a
I'aide de « VS4 » n’a pas permis de rétablir la fertilité chez la brebis, alors que des agneaux

sont nés chez les témoins aprés auto-transplantation d’un ovaire frais. L'autre objectif de
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cette these était donc d’évaluer I'intérét et les limites de la vitrification en cryoconservation

d’ovaire entier.

2.2.1. Etude de la viabilité vasculaire apres vitrification d’ovaire entier ovin

La vitrification étant sensée protéger les vaisseaux des lésions induites par la prise en glace,
une premiére étape était de vérifier la viabilité vasculaire des ovaires vitrifiés pour évaluer le

bénéfice vasculaire de ce protocole.

2.2.2. Diffusion des cryoprotecteurs dans les organes cryopréservés

L’efficacité des protocoles de cryoconservation reposant sur une bonne exposition des tissus
aux cryoprotecteurs, I'ovaire entier étant exposé par perfusion, une deuxieme étape était

d’estimer I'exposition de ces ovaires entiers dans ces conditions.

2.2.3. Comparaison fonctionnelle d’ovaires cryoconservés par congélation lente ou

vitrification

La vitrification par « VS4 » n’ayant pas montré d’efficacité supérieure a la congélation lente
en terme de reprise de fonction ovarienne et de gestation, une troisieme étape consistait a
optimiser le protocole de vitrification en utilisant le cryoprotecteur « VM3 » et de le

comparer in vivo a la congélation lente.
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3. MATERIELS ET METHODES
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Cette These de Science comportant deux axes de recherche, l'isolation folliculaire et la
cryoconservation d’ovaire entier avec son pédicule vasculaire, les travaux de recherches ont

été menés dans deux sites successifs.

3.1. Xénogreffe de follicules primordiaux

Cette partie du travail a eu lieu au laboratoire de Gynécologie du Professeur Jacques
DONNEZ et sous sa direction, sur le site Bruxellois de I’Université Catholique de Louvain. Elle
a été réalisée en collaboration avec Wu Yuan Yuan, Anne Van Langendonckt et Marie
Madeleine Dolmans, grace a trois bourses (Fondation Martine Midi, CNGOF et Télévie). Pour
les deux premiéres parties du travail, les greffes avaient déja été réalisées avant mon arrivée
dans le laboratoire. J'ai donc bénéficié du produit de ces greffes. Ma contribution au travail a

concerné I'exploitation histologique de ces greffes par les analyses mentionnées.

3.1.1. Methodologie

Dans la premiere partie du travail, pour comparer la survie et la croissance folliculaire apres
greffe a court terme de fragments de cortex ovarien ou des follicules humains isolés, des
biopsies ovariennes humaines ont été divisées en trois sous-groupes expérimentaux : (1)
tissu ovarien non greffé, fixé immédiatement apres la biopsie; (2) fragments greffés pendant
7 jours dans la bourse ovarienne droite de souris NUDE; et (3) follicules isolés par
collagénase purifiée et greffés au sein d’un caillot de fibrine dans la bourse ovarienne gauche

de ces mémes souris.

Les analyses suivantes ont été menées dans les trois groupes : (1) détermination du stade de
développement folliculaire par histologie, (2) identification les follicules au sein des greffes
par marquage histologique anti-Inhibine-a, (3) évaluation de [|'activité proliférative des
follicules greffés par marquage histologique anti-Ki-67, et (4) analyse de |'origine d’espece
des cellules de la greffe par hybridation fluorescente in situ (FISH) avec sondes spécifiques
des chromosomes X et Y humains et par marquage histologique spécifique anti-vimentine

humaine (marqueur de cellules stromales).
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La deuxieme partie du travail avait pour objectif d’évaluer et comparer la capacité de
développement a long terme de follicules isolés soit par collagénase brute soit par
collagénase purifiée. Des souris SCID ont donc regu une greffe de follicules humains isolés a
I'aide de Collagénase 1A brute dans la bourse ovarienne gauche et une greffe de follicules

humains isolés a partir de Collagénase purifiée dans la bourse ovareinne droite.

Les analyses suivantes ont été menées dans les deux groupes : (1) détermination du stade de
développement folliculaire par histologie, (2) évaluation de Il'activité proliférative des
follicules greffés par marquage histologique anti-Ki-67, et (3) analyse de |'origine d’espéce
des cellules de la greffe par marquage histologique spécifique anti-vimentine humaine

(marqueur de cellules stromales).

La troisieme partie de ce travail avait pour but de caractériser la nature du nouveau tissu
d’apparence stromal entourant les follicules et permettant la croissance folliculaire aprés
greffe de follicules prmordiaux isolés. || comportait trois parties : (1) étude des mécanismes
aboutissant a la formation de cette nouvelle structure semblable au stroma ovarien aprés
greffe de follicules isolés, (2) caractérisation des types cellulaires retrouvés dans ce stroma,

et (3) évaluation de la capacité fonctionnelle aprés greffe a long terme de follicules isolés.

Les analyses suivantes étaient prévues sur ces greffes : (1) Analyse du développement initial
des follicules isolés apres 3 et 7 jours de greffe a des souris SCID ou sur membrane chorio-
allantoidienne d’embryon de poulet. L'étude de I'angiogénese reposait sur des
immunomarquages anti-CD34. L’analyse de [I'activation folliculaire incluait des
immunomarquages anti-Ki67 et anti-Proliferative Nuclear Cell Antigen (PCNA). Pour analyser
I'apoptose, un immunomarquage anti-Caspase 3 et une analyse par TUNEL étaient prévus.
(2) Analyse de la nature du néostroma apreés 3 semaines de greffe de follicules isolés
humains a des souris SCID. L'origine d’espece des cellules devait étre confirmée par FISH
avec sondes spécifiques humaines (Chromosomes X et Y) et murine (COT-1-DNA) et par
immunomarquage spécifique anti-B, microglobuline murine et anti-vimentine humaine

(marqueur de cellules stromales). La spécificité vasculaire devait étre analysée par double
145



immunomarquage anti-CD34 murine et humaine. Enfin, les propriétés de ce nouveau tissu
stromale devaient étre analysées aprés microdissection laser par analyse protéomique en
spectroscopie de masse. (3) L'étude de la potentialité de développement des follicules isolés
reposait sur des greffes de 24 semaines a des souris SCID. La maturité des cellules thecales
devait étre analysée par immunomarquage anti-17a-hydroxylase et anti-récepteur a la LH.
Pour I'analyse de la proliferation cellulaire, des immunomarquages anti-Ki67 et anti-PCNA
étaient prévus. La maturité des cellules granuleuses devait étre analysée par des
immunomarquages anti-récepteurs a la FSH, anti-récepteurs aux oestrogénes, et anti-
hormone anti millerienne. Un immunomarquage anti-zona pellucida proteins (ZP1, ZP2,

ZP3, and ZP4) devait verifier I'intégrité de la zone pellucide.

3.1.2. Prélevement chez la femme

3.1.2.1. De tissu ovarien

Le recueil de tissu humain pour la recherche en sauvegarde de la fertilité a été approuvé par
le Comité d’éthique de I’'Université Catholique de Louvain. Des biopsies ovariennes ont été
réalisées aprés signature d’un consentement éclairé. Ces patientes bénéficiaient d’'une

ccelioscopie pour la maladie gynécologique bénigne.

Dans la premiere étude, le tissu ovarien plongé dans du milieu glacé Eagle modifié avec
HEPES (MEM-HEPES; Gibco) a été immédiatement transporté de la salle d'opération au
laboratoire de recherches. La medullaire ovarienne a été excisée de ces préléevements grace
a des ciseaux chirurgicaux et la corticale ovarienne a été séparée en trois groupes. Dans le
groupe 1, 1 mm? de tissu a été immédiatement fixé dans du formaldéhyde de 4 % (controle).
Dans le groupe 2, 1 mm?® a été placé dans du MEM-HEPES de 4°C jusqu'a transplantation.

Dans le groupe 3, les follicules ont été isolés du reste de la biopsie (+ 3 x 4 x 1 mm).

3.1.2.2. deplasma
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Le sang de la patiente, prélevé sur tube EDTA, a été centrifugé a 405 g pendant 15 minutes a

4 °C. Le supernageant a été conservé.

3.1.3. Isolation folliculaire

Les follicules ont été isolés selon le protocole déja décrit dans le laboratoire (Dolmans et al.,
2006). Le cortex ovarien a d’abord été émincé a I'aide d’'une machine a sectionner, ajustée a
0.5 mm (Mcllwain Tissue Chopper, Laboratoire Mickle, Guildford, Royaume-Uni). En moins

de 5 minutes, la biopsie a été réduite en fragments de 0.5 x 0.5 x 1 mm.

Ces fragments ont été transférés dans des tubes coniques de 50 ml (Greiner Bio, Bruxelles,
Belgique) contenant 10 ml tampon phosphate (PBS, Biochrom AG, Berlin, Allemagne). Ces 10
ml étaient supplémentés soit par 1 mg/ml de Collagenase 1A (Sigma, St Louis, MO, USA),
pour les expériences utilisant de la collagénase brute, soit avec 0.04 mg/ml de Liberase
blendzyme 3 (Roche), pour les expériences utilisant de la collagénase purifiée. L'ensemble a
été incubé a 37°C sous agitation douce pendant 60 minutes (collagénase brute) ou 75
minutes (collagénase purifiée). Toutes les 15 minutes, le mélange était homogénéisé par
pipetage répété des 10 ml (Cellstar, Greiner, Frickenhaussen, Allemagne). Pour arréter la
digestion, 10 ml de PBS froid complété a 10% avec du sérum de veau foetal (FBS, Sigma)

étaient ajoutés.

Le produit de digestion a alors été centrifugé a 50 g pendant 10 minutes a 4 °C et le culot
resuspendu dans du PBS avec 10 % FBS. L’ensemble a été versé dans des boites de Petri et
examiné sous loupe binoculaire (Leica, Van Hopplynus, Bruxelles, Belgique). Les follicules ont
été aspirés un a un a la micropipette de 130 um (Flexipet, Cook, I'lrlande) et lavés trois fois

dans du PBS avec 10 % FBS.

3.1.4. Elaboration du polymeére de fibrine comportant les follicules isolés

Apres l'isolation, les follicules ont été inclus dans des caillots de plasma, servant de support

pour faciliter la greffe ultérieure, comme précédamment décrit (Gosden, 1990). Vingt
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microlitres de plasma de la patiente ont été mélangés avec les follicules isolés, a I'aide d’une
micropipette, sous loupe binoculaire. La coagulation a été induite par I'ajout de 20 pl de
chlorure de calcium a 25 mM, suivie par l'incubation a 37°C pendant 30 minutes. Le caillot
ayant alors acquis une consistance gélatineuse, il était possible de le manipuler avec des
pinces chirirgicale pour le transplanter dans la bourse ovarienne de souris. La caractérisation
des follicules au sein de caillot aurait nécessité une analyse longue sous microscope et n’a
pas été réalisée, parcequ’elle aurait compromis la viabilité de ces follicules. Cependant, des
expériences préalables ont montré que les follicules primordiaux représentaient 60 a 70% de
ces follicules isolés. Les follicules isolés étaient pour 4% inférieurs a 30 um, pour 20% entre
30 et 40 um, pour 61% entre 40 et 50 um, pour 15% entre 50 et 100 um, et la proportion de

follicules > 100 um était négligeable.

3.1.5. Xenogreffe a la souris

Pour la premiére expérience, 12 souris NUDE femelles de 6 a 10 semaines (Laboratoires

Charles River, Bruxelles, Belgique) ont été opérées.

3.1.5.1. Anesthésie, soins a la souris

Les souris NUDE et SCID ont été élevées en condition stérile, comme précédemment décrit
(Nisolle et al., 2000). L'anesthésie a consisté en une injection intraperritonale de ketamine
(75 mg/kg; Anesketin, Eurovétérinaire, Heusden-Zolder, Belgique) et medetomidine (1
mg/kg; Domitor, Pfizer, Cambridge, MA, USA). L’analgésie était assurée par une injection
intraperritonéale de buprenorphine (0.1 mg/kg, Temgesic, Schering Plough, Kenilworth, NJ,
USA). L’antagonisation de ['anesthésie était obtenue par l'injection intraperritonéale

d'atipamezole (1 mg/kg; antiberline, Pfizer).

3.1.5.2. Xénogreffes

L'opération était réalisée sous stricte asepsie : pour les souris SCID, un rasage était réalisé

sur chaque flanc. La peau des souris était désinfectée a la bétadine. L'opération était réalisée
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sous hote a flux laminaire stérile. Une incision latérale de 0,5 cm a été pratiquée sur le(s)
flanc(s), permettant d’exposer la(les) bourse(s) ovarienne(s). Une petite incision était
réalisée dans la bourse ovarienne, suivie de greffe. La paroi abdominale était fermée par

points séparés de Prolene 7/0.

3.1.5.2.1. Xénogreffes de fragments

Les fragments corticaux étaient conservés dans MEM-HEPES avant d’étre greffés. Le retard

moyen entre la collection(le ramassage) de biopsie et la greffe était 5 h.

Un fragment de cortex ovarien était introduit dans la bourse ovarienne droite.

3.1.5.2.2. Xénogreffes de follicules isolés

Le caillot contenant des follicules isolés était introduit dans la bourse ovarienne gauche.

3.1.6. Suivi et sacrifice des animaux

Pour la comparaison a court terme entre fragments et follicules isolés greffés, les souris
NUDE ont été gardées 7 jours.

Pour I'étude du développement a long terme des follicules isolés greffés, les souris SCID ont
été gardées 5 mois puis ont eu une stimulation ovarienne par 7,5 Ul de FSH recombinante
(Puregon, Organon, Kloosterstraat, BH Oss. Metherlands) en injection intraperritonéale tous
les 2 jours pendant 15 jours.

Les animaux étaient euthanasiés par la dislocation cervicale et la(les) bourse(s) ovarienne(s)

murine a(ont) été récupérée(s) et fixée(s) dans du formaldéhyde a 4 % pendant 24 heures.

3.1.7. Analyses histologique et immunohistochimique des greffes

3.1.7.1. Hystologie conventionnelle, lecture des lames
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Le tissu témoin et les xénogreffes de fragments et de follicules isolés ont été fixés dans du
formaldéhyde a 4%, déshydratés selon le protocol classique, incorporés dans de la paraffine
et coupés a 5 um d’épaisseur. Une coloration par hematoxyline-éosine (Merck) était réalisée
toutes les trois coupes, pour analyse histologique. Les autres coupes étaient étalées sur
lames (Superfrost Plus, Menzel-Glaser, Braunschweig, Allemagne) pour analyse
immunohistochimique et pour FISH.

Les follicules ont été comptés et classés comme primordiaux, intermédiaires, primaires ou
secondaires (Lass et al., 1997, Smitz and Cortvrindt, 2002). Les follicules primordiaux avaient
une seule couche de cellules granuleuses aplaties, tandis que les follicules intermédiaires
comportait a la fois des cellules applaties et cuboidales. Les follicules primaires avaient une
couche de cellules granuleuses cuboidales tandis que les follicules secondaires avaient au
moins deux couches de cellules granuleuses cuboidales. Les follicules antraux précoces
mesuraient 200 um avec des lacunes liquides entre cellules granuleuses. Les lacunes
confluaient en un antrum chez les follicules au stade petit antral (Gougeon, 1996). Deux
observateurs indépendants analysaient les lames histologiques et immunohistologiques en
insu de leur origine. L'analyse histologique était réalisée tous les 50um pour éviter de

compter deux fois un follicule (Lass et al., 1997).

3.1.7.2. Immunohistochimie

Les lames étaient déparaffinées a l'aide d’Histosafe (Yvsolab SA, Beerse, Belgique) et
réhydratées dans du propan-2-ol (Merck). L'activité peroxidase endogéne a été inhibée en
incubant ces lames dans de I'H,0, a 0,3% (Merck) pendant 30 minutes a température
ambiante. L'épitope était démasqué par incubation dans du tampon citrate pendant 75
minutes a 98°C, avant incubation dans du sérum de chévre pendant 30 minutes pour
bloquage des sites de liaison non spécifiques. Une fois faite I'incubation avec les anticorps, la
Diaminobenzidine (Dako) a été utilisée comme révélateur et les noyaux étaient

contremarqués par de I’hématoxiline.

3.1.7.2.1. Marquage par Ki-67
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L’activation folliculaire a été évaluée par le pourcentage de follicules dont au moins une
cellule granuleuse était Ki-67-positive. Le Ki-67 est un antigene nucléaire associé a la
prolifération cellulaire et présent pendant les phases G1, S, G2 et le M, mais absent chez les
cellules au repos (G0O) (Hall and Levison, 1990). Les lames ont été incubées une nuit a 4°C
avec un anticorps primaire 1gG de lapin anti- Ki-67 humain dilué au 1:250 (A0047, Dako,
Glostrup, le Danemark). L'anticorps secondaire était un anti-lapin de chévre (Dako, K4003),
incubé 60 minutes a température ambiante. De 'endometre prolifératif humain a été utilisé

comme un contréle positif pour le marquage au Ki-67.

3.1.7.2.2. Marquage par Inhibine-a

Pour faciliter I'identification de follicules, un marquage immunohistochimique de I'Inhibine-a
a été pratiqué. L'inhibine a deux isoforms, A et B, avec la méme sous-unité a, mais deux sous
unités B. La sous-unité a est détectée dans les cellules granuleuses des follicules a tout stade
(Bristol and Woodruff, 2004). Les lames ont été incubées une nuit a température ambiante
avec un anticorps monoclonal primaire 1gG de souris anti-Inhibine a humain dilué au 1:10
(MCA 951S, Serotec, Oxford, le Royaume-Uni). L’anticorps secondaire était un anti-souris de
chevre (1:2 dilution, Dako, K4000), incubé 60 minutes a température ambiante. Du tissu

placentaire humain a été utilisé comme un contréle positif pour le marquage inhibine-a.

3.1.7.2.3. Marquage par Vimentine

Pour analyser la spécificité d'espéce de cellules greffées, un marquage histologique
spécifique de la vimentine humaine a été pratiqué. La vimentine est une protéine du
cytosquelette considérée comme marqueur mésenchimateux. Elle est fortement exprimée
dans le stroma ovarien et les cellules granuleuses de follicules en croissance (Czernobilsky et
al., 1985). Les lames ont été incubées une nuit a température ambiante avec un anticorps
monoclonal primaire IgG1l de souris anti-vimentin humaine dilué au 1:50 (clone V9,
Novocastra, Newcastle, le Royaume-Uni). L’anticorps secondaire était un anti-souris de

chévre (1:2 dilution, Dako, K4000), incubé 60 minutes a température ambiante. Du tissu
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ovarien humain a été utilisé comme contréle positif de marquage de la Vinentine. Sa

spécificité humaine a été vérifiée sur du tissu ovarien murin, comme contrdle négatif.

3.1.7.3. Hybridation Fluorescente in situ

L'origine d’espece des cellules présentes sur les lames de greffe de follicules isolés humains a
été analysée par FISH avec des sondes génomiques spécifiques des chromosomes X et Y
humains. A cette fin, un protocole de FISH sur tissu fixé par formaldéhyde et inclus en
paraffine a été mis au point. Afin de tester la spécificité de la FISH, des souris greffées avec
un fragment de cortex ovarien ont servi de témoins positifs tandis que du tissu ovarien

murin a servi de témoin négatif.

Des coupes histologiques en paraffine de 5um ont été déparaffinées, deshydratées dans
I’éthanol et séchées a I'air. Elles ont ensuite été traitées par 0,2 M HCl pendant 20 minutes
puis par 1 M NaSCN dans 2 x SSC a 80 °C pendant 30 minutes. Apres le lavage (2 x SSC), les
coupes ont été digérées de 0.25 mg/ml proteinase K (Sigma) pendant 3 minutes a 45°C et
refixées pendant 10 minutes dans le paraformaldéhyde de 4%. Pour dénaturer I’ADN, les
lames ont été immergées dans du formamide a 70% (2 x SSC) a 72°C pendant 5 minutes, et
laissées sécher a I'air. Nous avons eu recours a un cocktail de sondes d'ADN CEP X/Y, utilisé
selon les recommandations du fabricant (Vysis, Downers Grave, IL, USA). Apreés avoir incubé
une nuit a 37°C, les lames ont été lavées dans 2 x SSC contenant du NP40 a 0,3% a 45 °C
pendant 5 minutes puis a 73 °C pendant 2 minutes. Finalement, elles ont été séchées a l'air
et montées sous Vectashield (Laboratoires Vector) contenant du 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI).

Pour la lecture des lames, un microscope a fluorescence Axioskop 40 (Zeiss, Oberkochen,
Allemagne), équipé d’une caméra (Deltapix, Lumenera Corporation, Ottawa, Ontario,
Canada) a été utilisé. Deux photographies d’'un méme champ, avec deux filtres différents, un
pour le spectre bleu du DAPI, I'autre pour le spectre vert du signal du chromosome X humain

ont été réalisées.

3.1.8. Analyses statistiques

152



Le logiciel SPSS 11.5 (Chicago, IL, les USA) a été utilisé. L'analyse statistique a été faite en
modele linéaire général. Une ANOVA unilatérale a été utilisée pour comparer les variables
quantitatives, tandis qu’un test de x> comparait les variables qualitatives. Un test post hoc de

Bonferroni a été réalisé. Un P < 0.05 était considéré comme statistiquement significatif.

3.2. Etude de la viabilité vasculaire aprés vitrification ovarienne chez la brebis

Cette partie du travail a eu lieu sous la direction du Professeur Bruno SALLE, dans le
Laboratoire de Biologie de la Reproduction de I'Université Claude Bernard, site Grange

Blanche, Lyon.

3.2.1. Marquage pédiculaire et ovarien par MTT

Tous les produits chimiques utilisés provenaient de Sigma Aldrich (Sigma Aldrich, Lyon,

France), sauf indication contraire.

3.2.1.1.  Milieu de perfusion

Nous avons utilisé un milieu de Krebs-Henseleit modifié, qui contient 141 mg/L (1.17 mM) de
sulfate de magnésium anhydre (MgS04), 160 mg/L (1.18 mM) de phosphate de potassium
monobasique anhydre (KH2P0O4), 350 mg/L (4.69 mM) de chlorure de potassium (KCl, Merck,
Darmstadt, Allemagne), 6.9 g/L (118.07 mM) de chlorure de sodium (NaCl), 373 mg/L (2.54
mM) de chlorure de calcium dihydraté (CaCl2) et 5958 mg/L (5.00 mM) d’"HEPES ajusté au pH
7.440.05 avec environ 747.7 mg/L (1.87 mm) d'hydroxyde de sodium anhydre (NaOH).
L’'osmolarité moyenne a été calculée a 307.8 mosmol/L. Parmi les expériences, I'osmolarité
était maintenue identique entre conditions expérimentales en ajoutant le chlorure de

sodium, si nécessaire.

3.2.1.2. Recueil et préparation d'ovaires entiers de brebis avec leur pédicule

vasculaire
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Les ovaires de brebis de 6 mois d’age, avec leur pédicule vasculaire remontant jusqu’a la face
dorsale de 'aorte, ont été prélevés a I'abattoir, placés dans du milieu de Krebs-Henseleit
modifié, transportés au laboratoire et gardé a 10°C. Les ovaires ont été isolés un a un: le
mesoovarium a été soigneusement excisé. Apres ablation des restes de tissu conjonctif, les
vaisseaux sanguins accessoires (habituellement deux par pédicule ovarien) ont été liés a leur
origine, par des points de nylon (Prolene 6-0, Ethicon, Issy Les Moulineaux, France),
empéchant toute fuite artérielle. L'artére ovarienne a été canulée par un cathéter de 24G
(BD Insyte, BD, Pont de Claix, France), maintenu en place par un fil de nylon. L'ovaire, dont le
poids moyen était de 1,9 gramme (1C95% 1,86-1,96), a alors été rincé pendant 1 minute avec
1 ml de sérum physiologique hépariné a 20 IU/ml (Héparine Choay, Sanofi, Paris, France)
pour vérifier I'absence de fuite et chasser le sang macroscopiquement visible dans les
vaisseaux sanguins. La préparation finale était seulement composée de |'ovaire, de son
artere et de sa veine isolées. Celle-ci a été conservée a 10°C dans le milieu de Krebs-
Henseleit modifié. Les expériences commencaient quand quatre ovaires étaient disponibles.
Deux sessions d’expériences, chacune utilisant quatre ovaires, ont été conduites chaque
jour. Les ovaires étaient perfusés grace a une pompe péristaltique a 4 voix (Minipuls 2
Peristaltic Pump, Gilson, Villiers Bel, France), a 0,35 ml/minute, comme décrit
précédemment (Courbiere et al., 2009, Courbiere et al., 2006). Toute solution perfusée a
I'ovaire était héparinée a 20 IU/ml (Héparine Choay) et filtrée a 0,22 um (Millipore,

Molsheim, France).

3.2.1.3. Exposition au MTT par perfusion

Les ovaires ont été immergés dans 10 ml de milieu de Krebs-Henseleit modifié et perfusés
pendant 2 heures, a 39°C (température corporelle de la brebis), avec du milieu de Krebs-
Henseleit modifié, et complété de 1 g/L de Methylthiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT,
Interchim, Montlucon, France), ainsi qu’avec d'autres composés spécifiques nécessaires a

chaque expérience.
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3.2.1.4. Evaluation du marquage par MTT, étude de la diffusion d’'un marqueur

perfusé a I'ovaire

Aprés marquage par MTT, le cathéter et les vaisseaux sanguins accessoires avec leur ligature
ont été excisés a leur base. Le péritoine (coloré en bleu foncé) adhérant au pédicule ovarien
a été enlevé, ne laissant pour analyse que les vaisseaux correctement perfusés et |'ovaire. Le
pédicule ovarien était sectionné au niveau du hile ovarien puis coupé en trois parties.
L'ovaire a été hémi-sectionné sagittalement en commencant par le hile ovarien, permettant

de I"ouvrir comme un livre.

La surface interne de chaque moitié d'ovaire a été photographiée par un appareil
photographique avec objectif de 28 mm de distance focale (Lumix FZ28, Panasonic, France)
tenu perpendiculairement a la surface de l'ovaire. Une cassette en plastique pour analyse
anatomopathologique (Histocassette, Sakura, Villeneuve d'Ascq, France), dont la taille est
standardisée, a été photographiée avec chaque ovaire. Les photographies ont été analysées
grace a un logiciel d'analyse d'images (Histolab 5.11.1, Microvision, Evry, France). Sur chaque
photographie, la surface des deux tranches internes de l'ovaire a été mesurée par
I’expérimentateur, ainsi que la largeur de I'Histocassette (échelle reproductible de 28 mm)
photographiée en méme temps. Un indice de superficie de tranche ovarienne a été calculé
comme la superficie de tranche ovarienne mesurée sur la photographie rapportée au carré
de la longueur de I'histocassette mesurée sur la méme photographie. La présence d'un corp

jaune a été repérée.

Le marquage pédiculaire par MTT a été quantifié en utilisant la spectroscopie. La partie
distale du pédicule (pres du hile) a été placée dans 10 ml d'éthanol absolu (Hexalab, le Saint
Fons, France) pendant 1 jour a température ambiante pour permettre au colorant de se
dissoudre. Apres séchage a l'air, le fragment de pédicule a été pesé sur une balance (H10,
Mettler, Viroflay, France, d=0.1 mg). L'alcool coloré a été dilué au 1/10 et sa densité optique
(OD) a été mesurée a 564 mm dans une cellule Hellma de 1 cm dans la longueur (Hellma

I'Analytique, Paris, France), par un spectromeétre réglable (UU-1700 PharmaSpec, himadzu,
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Champs-sur-Marne, France). Dans nos conditions, I'absorbance de [l'alcool coloré était

maximum a cette longueur d'ondes. Les résultats ont été exprimés en log(DO)/mg.

L’analyse histologique visait a évaluer qualitativement le marquage par MTT. Une des
moitiés de |'ovaire et le segment moyen du pédicule ovarien ont été placées
individuellement dans des cryomolds (Tissu-Tek) remplis avec de I’OCT Tissue-Tek (Tissu-Tek)
et congelés dans de I'iso-pentane refroidi par azote liquide (le tout provenant d'Interchim).
Des coupes congelées de 4 um d'épaisseur ont été faites grace a un cryostat (CM850, Leica
Microsystems, Nanterre, France) et déposées sur des lames SuperFrost/Plus (Menzel-Glaser,
Braunschweig, Allemagne). Aprés séchage a l'air pendant 30 minutes a température
ambiante, les lames ont été fixées pendant 30 secondes par du formol a 10%, tamponné a

pH 7,4 (Carl Roth, Lauterbourg, France) et montées avec du Fluoromount (Interchim).

3.2.2. Design expérimental

3.2.2.1. Effet d’agression physique sur le marquage vasculaire par MTT

Les ovaires (10 par condition) ont été immergés pendant 1 minute dans de I'azote liquide ou
dans du milieu Krebs-Henseleit modifié chauffé a 53°C ou 65°C, puis ramenés a température
ambiante. Ils ont alors été perfusés par du MTT avec 10 mM de D-glucose. Les ovaires
témoins (10 par condition) ont été exposés au MTT de la méme fagon, mais n’avaient pas été
exposés précédemment aux agressions physiques. Un ovaire de chaque brebis a été alloué

au groupe étudié, I'autre étant alloué au groupe témoin.

3.2.2.2. Effet de substrats ou d’inhibiteurs métaboliques sur le marquage

vasculaire par MTT

Pour évaluer |'effet de métabolisme de D-glucose, les ovaires (10 par condition) ont été
exposés au MTT avec 5 mM de D-glucose ou 5 mM de D-glucose plus 15 mM de 2-deoxy-D-
glucose (Interchim) ou 5 mM de L-glucose (Interchim), ou NaCl. Les ovaires de chaque paire

ont été distribués également parmi les conditions expérimentales. Deux expériences ont été
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conduites pour évaluer I'impact de métabolisme mitochondrial. D'abord, les ovaires (10 par
condition) ont été exposés au MTT avec ou sans 5 mM de D-glucose et/ou 10 mM de
pyruvate de sodium, selon un plan expérimental a deux facteurs croisés. De méme, en
utilisant ce méme plan expérimental a deux facteurs croisés, des ovaires (10 par condition)
ont été exposés au MTT avec ou sans 10 mM de D-glucose et/ou 300 uM d’azoture de
sodium. Pour chaque paire d'ovaires, un ovaire était exposé a un modulateur métabolique
(le sodium pyruvate ou 'azoture de sodium) et I'autre ne I'était pas, les deux ovaires de la
paire étant exposés ou non au D-glucose.

Pour évaluer l'impact de métabolisme des pentoses-phosphates, les ovaires (10 par
condition) ont été exposés au MTT avec ou sans 5 mM de D-glucose et/ou 10 uM de
chlorure de diphenyleneiodonium (DPI, le Caiman, Tallinn, I'Estonie) a 0.3 % (v/v) dans du
diméthyl sulfoxide (DMSO), utilisant un plan expérimental a deux facteurs croisés. Le DPI est
un inhibiteur de la NADPH, H® oxydase, une des enzymes d'effectrice de la voie des
pentoses-phosphates. Une méme quantité de DMSO a été ajoutée aux témoins. Pour chaque
paire d'ovaires, un ovaire a été exposé a DPI alors que |'autre ne I'était pas, les deux ovaires

de la paire étant exposés ou non au D-glucose.

3.2.2.3. Effet de I'exposition et de la vitrification par VS4 sur le marquage

vasculaire par MTT

L'exposition au « VS4 » avec ou sans vitrification prenait trop de temps pour permettre deux
expériences successives dans la méme journée. Par conséquent, seules deux paires d'ovaires
par jour ont été étudiées, c'est-a-dire deux ovaires exposés et leurs contrbles perfusés. Les
ovaires de 20 paires ont été répartis entre une exposition au « VS4 » suivi d’un ringage
(groupe étudié) ou une perfusion de Krebs-Henseleit modifiée, a température ambiante,
pendant le méme temps (groupes témoins). Dix des ovaires exposés au « VS4 » ont été

soumis a la vitrification/réchauffement entre I'exposition au « VS4 » et ringage.

Les ovaires ont été exposés au « VS4 » comme précédemment décrit (Baudot et al., 2007,
Courbiere et al., 2005, Courbiere et al., 2006). Les ovaires ont été immergés et perfusés avec

10 ml d'une solution de trois cryoprotecteurs : DMSO, formamide (Fluka, Lyon, France) et
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propyléne glycol, en quatre étapes de concentrations croissantes (12.5 % pendant 5 minutes
a température ambiante (TA), 25 % pendant 5 minutes a TA, 50 % pendant 15 minutes a 4°C
et 100 % pendant 15 minutes a 4°C), jusqu'a des concentrations maximales de 2,75 M, 2,76
M et 1,97 M, respectivement. La solution vectrice, appelée RPS-1, contenait 10 mM de NaCl,
28,3 mM de KCI (Merck), 0,4 mM de MgCl,, 0,05 mM CacCl,, 7,2 mM de K,HPO,4 (Merck), 180
mM de dextrose, 5 mM de L-glutathion réduit (Caiman) et 1 mM d'adénine (Amresco, Solon,
OH, USA).

Pour le rincage des cryoprotecteurs, les ovaires ont été immergés et perfusés a TA par 10 ml
de solution en trois étapes de 5 minutes et des concentrations décroissantes en
cryoprotecteurs (50 %, 25 % et 12,5 %) et en mannitol (0,3 M, 0,1 M et 0,1 M, CDM Lavaoisier,
Paris, France), suivi par un rincage par le milieu BM1 (Eurobio, Les Ulis, France). Les ovaires
ont alors été perfusés par le MTT et 10 mM de D-glucose.

Pour la vitrification et le réchauffement selon le protocole « VS4 », 10 ovaires entiers
exposés au « VS4 » ont été transférés et scellés individuellement dans des cryobags en
Ethylene Vinyl Acétate (EVA, Macopharma, Mouveaux, France) contenant 10 ml de VS4 a
100 %, en évitant la formation de bulles d'air. La vitrification a été réalisée par I'immersion
horizontale dans I'azote liquide, ou les sacs ont séjourné jusqu'au réchauffement. Le délai
minimal de présence dans |'azote liquide était de 15 minutes. Les ovaires vitrifiés ont alors
été lentement réchauffés par convection naturelle dans des vapeurs d'azote liquide jusqu'a -
133°C, température proche de celle de la transition vitreuse présumée du tissu exposé au
« VS4 » (Baudot et al., 2007, Courbiere et al., 2006). Une fois cette température atteinte, les
ovaires ont été rapidement réchauffés par conduction et convection forcée, dans un bain-
marie a 45°C, jusqu'a ce que l'ovaire atteigne la température de -5°C. Les ovaires ont été
placés sur un lit de glace et le ringage du « VS4 » a été effectué. Les ovaires étudiés et leurs

témoins ont enfin été perfusés simultanément par MTT et 10 mM de D-glucose.

3.2.2.4. Statistiques, modélisation par régression logistique

Les données ont été analysées grace a la version 11.0 du logiciel Stata (Stata Corp., College
Station, TX, USA). La moyenne et l'intervalle de confiance a 95 % (IC95%) ont été utilisés

comme mesures de tendance centrale et de variabilité, respectivement. La normalité du
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marquage quantitatif par MTT a été vérifiée sur 65 ovaires témoins (perfusés avec du MTT et
10 mM de D-glucose, sans autre intervention, 40 provenant d'expériences précédemment

décrites et 25 provenant d'autres expériences), en utilisant les tests de skewness/kurtosis.

L’effet des substrats ou inhibiteurs métaboliques du D-glucose (D ou le L-glucose, 2-deoxy-D-
glucose, NaCl) a été évalué par test de Newman-Keuls. L'impact du métabolisme
mitochondrial et de la voie des pentoses-phosphates sur le marquage par MTT (expériences
sur le pyruvate de sodium, I'azoture de sodium, et le DPI) a été analysé par ANOVA de deux
facteurs croisés. Les effets de Iésions tissulaires ou de I'exposition ou de la vitrification au

« VS4 » ont été analysés par test de Mann-Whitney ou test de student si approprié.

Pour I'analyse uni- et multi-variée du marquage ovarien par perfusion, les ovaires ont été
classés en fonction de I'existence ou non de zones non marquées sur la surface de leur
tranche. Les parametres des deux groupes ont été comparés par le test de Mann-Whitney
pour les variables quantitatives et par le test du )(2 pour les variables qualitatives. Celles dont
la différence n’était pas due au hasard au risque a de 0,2 en analyse uni-variée ont été
intégrées dans un modeéle de régression logistique descendant, afin d’identifier les facteurs
indépendamment associés a la présence de zones non marquées sur la surface de la tranche
interne de l'ovaire. Pour cela, les variables continues ont été catégorisées selon leur
distribution en quartile. Une courbe d'apprentissage visant a réduire au minimum le risque
de zones non marquées a été étudiée en séparant les ovaires en dix sous-groupes dans
I'ordre de traitement. Les valeurs de P < 0.05 ont été considérées comme statistiquement

significatives.

3.3. Comparaison de protocoles de congélation lente et de vitrification sur la fonction

ovarienne d’ovaires entiers cryoconservés

Cette partie de I'étude a été effectuée en équipe, avec Delphine Vertu Ciolino, Myriam
Momier, Claire Mazoyer, Jacqueline Lornage et Bruno Salle. Elle s’est déroulée a I'institut
Claude Bourgelat, Ecole Vétérinaire de Lyon, en respect de la législation sur

I’expérimentation animale. L'ovaire gauche de brebis a été prélevé sous anesthésie générale
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et traité par congélation lente ou par vitrification. Au cours d’une seconde intervention sur la
méme brebis, l'ovaire droit a été retiré et [I|‘ovaire gauche préalablement
décongelé/dévitrifié a été transplanté sur le pédicule droit, par anastomose micro-
vasculaire. L'efficacité hémodynamique a été vérifiée (apparition d’une pulsatilité artérielle
et d’'un remplissage veineux). La réapparition d’ovulation a été recherchée par dosages de
progestérone sérique. La fertilité spontanée a été évaluée, en présence d'un bélier. Le
modele ovin a été choisi parce que 'ovaire de brebis ressemble a I'ovaire humain en termes
de taille et de consistance fibreuse (Gosden et al., 1994). Cette étude a été approuvée par le

comité d'éthique de I'Ecole Vétérinaire de Lyon.

3.3.1. Description de la population de brebis

Douze agnelles lle de France agées de 6 a 9 mois ont été achetées par I'Institut Claude
Bourgelat de I'Ecole Vétérinaire de Lyon. Le protocole d’étude a été accepté par le comité
d’éthique de I'Ecole Vétérinaire (ENVL n°0804).
Nous avons donc constitué 2 groupes de 6 brebis chacun :

e Groupe 1 (n =6): Cryoconservation par congélation lente

e Groupe 2 (n =6) : Cryoconservation par vitrification.
Notre protocole comportait 2 interventions successives sur chaque brebis. La premiere
consistait a prélever I'ovaire gauche puis a le cryoconserver le plus rapidement possible pour
limiter la durée de I'ischémie chaude. La seconde intervention se déroulait 3 a 6 semaines
plus tard pour des raisons de rétablissement de la brebis. Elle consistait en I'ablation de
I'ovaire droit suivi de la réanastomose microchirurgicale de I'ovaire gauche décongelé ou

réchauffé sur les vaisseaux lombo-ovariens droits.

3.3.2. Chirurgie initiale : prélevement de I'ovaire gauche

Les prélevements d’ovaires traités en congélation lente ont été réalisés entre le 06/03/08 et
le 11/09/08 (6 mois) et ceux des ovaires traités en vitrification ont été réalisés entre le

20/06/08 et le 11/09/08 (3 mois).Les brebis ont été opérées sous anesthésie générale et
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mises a jeun 48 h avant le geste, comme pour tout ruminant. L'induction de I'anesthésie a
été obtenue par injection de Xylazine 0,2 mg/kg IM puis diazépam 0,25 mg/kg IV. Les brebis
ont ensuite été intubées en intra-trachéal et ont regu une anesthésie au gaz Isoflurane 1%
tout au long de lintervention. Elles ont été positionnées en décubitus dorsal avec les 4
membres maintenus par des sangles. L'asepsie de la paroi abdominale était réalisée a la
Bétadine dermique aprés la tonte. La voie d’abord utilisée était une laparotomie médiane
sous-ombilicale. L'exposition du pelvis a été obtenue par un écarteur autostatique et des
champs abdominaux. L'ovaire gauche a été repéré sur le pavillon de la trompe puis disséqué
de facon rétrograde pour permettre de longer le pédicule lombo-ovarien jusqu’a sa région
proximale. Les vaisseaux accessoires, généralement 2 par pédicule ovarien, ont été ligaturés
aussi proche que possible du pédicule vasculaire, par deux points de nylon (Prolene 6-0,
Ethicon, Issy Les Moulineaux, France), et sectionnés entre ces deux points. La dissection a
veillé a préserver la vascularisation de la trompe et a ne pas léser le pédicule vasculaire de
I'ovaire. L’artére et la veine lombo-ovariennes ont ensuite été clampées et sectionnées aussi
proche que possible de leur insertion aortique, pour permettre le prélevement du transplant

ovarien (Photographie 6).

—

Photographie 6: prélevement de ['ovaire
gauche.

Apres prélévement, I'ovaire a été plongé dans I’X-Vivo (Lonza, Verviers, Belgique) et 'artére
a été canulée avec un cathéter de 24 Gauges fixé par un fil de Prolene 5-0 (Ethicon,
Johnson&Johnson, Somerville, NJ). L'ovaire a ensuite été doucement rincé a la main avec 3

ml de solution saline a 0,09% (Eurobio, Les Ulis, France) héparinée a 20 Ul/ml (héparine
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Choay, Sanofi-Synthélabo, Le Plessis-Robinson, France). L'imprégnation des ovaires par les
solutions cryoprotectrices a ensuite été réalisée grace a une pompe péristaltique (Watson

Marlow 505 DU, Dreux, France) au débit constant de 0,35 ml/mn.

3.3.3. Description des protocoles de congélation lente et vitrification

Pour des raisons d’organisation, nous avons d{ réaliser d’abord les 6 congélations lentes puis

les 6 vitrifications.

3.3.3.1. Congélation lente

Les ovaires ont été perfusés pendant 10 mn a température ambiante avec une solution a 2
molaires de DMSO (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) et 10% de sérum de veau foetal
(Eurobio, Courtaboeuf, France) dans du milieu BM1 (Eurobio, Courtaboeuf, France) (Demirci
et al., 2001). Les ovaires entiers ont ensuite été placés dans une poche d’Ethyléne Vinyl
Acétate (EVA, Macopharma, Mouveaux, France) contenant 10 ml de solution de
cryoconservation. Cette poche EVA a été scellée en gardant un peu d’air pour éviter
I’explosion au cours de la congélation (Photographie 7). L’abaissement de la température de
I’échantillon a été réalisé dans une enceinte Minicool (Air Liquide Santé, Puteaux, France)
fonctionnant a I'azote liquide. La poche EVA a été passée de la température ambiante
jusqu’a -7°C a la vitesse de -2°C/minute. L’induction de la nucléation a été induite par un
seeding grace a l'apport de frigories a -24°C dans I’'enceinte. Aprés équilibration de la
température, le refroidissement s’est poursuivi jusqu’a -35°C a la vitesse de -2°C/minute.
Enfin, la descente jusqu’a -150°C s’est faite a -25°C/minute, puis la poche EVA a été plongée

dans I'azote liquide.
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Photographie 7 : Ovaire de brebis placé dans le sac EVA scellé.

Pour la décongélation, la poche d’EVA contenant I'ovaire congelé a été placée 1 minute dans
des vapeurs d’azote pour éviter le choc thermique puis réchauffée dans un bain d’eau a 45°C
jusqu’a disparition compléte de la glace. L'ovaire sorti de la poche d’EVA, les cryoprotecteurs
ont été rincés par perfusion a température ambiante pendant 2 séquences de 5 mn. La
solution utilisée contenait 1,5 M de DMSO et 300 mM de mannitol pendant les 5 premiéres
mn, puis 0,5 M de DMSO et 100 mM de mannitol (CDM Lavoisier, Paris, France) pendant les

5 mn suivantes. L'ovaire a enfin été perfusé 5 mn avec du milieu BM1.

3.3.3.2.  \Vitrification par « VM3 »

Les ovaires ont été perfusés avec la solution « VM3 » (21th Century Medicine, Fontana, CA)
contenant 8,4 moles/litre d’agents cryoprotecteurs. Le « VM3 » est la derniére génération
de solution cryoprotectrice associant, entre autres, DMSO (jsuqu’a 2,86 moles/litre),
éthylene glycol (jusqu’a 2,71 moles/litre), formamide (jusqu’a 2,86 moles/litre),
polyvinylpyrrolidone, et des molécules antigel appelées Supercool X-1000 et Supercool Z-
1000 (Fahy et al., 2004). Ce cocktail de cryoprotecteurs a été perfusé a des concentrations
progressivement croissantes pendant que la température était progressivement abaissée de
facon programmée. La solution de dilution était du « LM5 », fourni par le fabriquant (21th
Century Medicine, Fontana, CA). L'ovaire était introduit dans le Minicool avec un systeme

permettant son immersion et sa perfusion. Sa température est passée de 10°C a -3°C en 18
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mn tandis que les concentrations de « VM3 » de I'immersion et de la perfusion sont passées
de 2 a 5 moles/litre. La perfusion s’est ensuite poursuivie 10 mn avec du « VM3 » a 5
moles/litre (60%) a -3°C, puis 20 mn avec du « VM3 » a 8,4 moles/litre (100%) a -3°C (Fahy et
al., 2004). Au total, I'imprégnation ovarienne durait 48 minutes. Enfin, 'ovaire entier a été
introduit dans une poche en EVA avec 10 ml de solution de « VM3 » a 8,4 moles/litre. Puis, la
poche EVA a été scellée sans bulle d’air et ensuite directement plongée dans 'azote liquide.

Les ovaires vitrifiés a réchauffer ont été ramenés a température ambiante en 3 temps. Tout
d’abord, la poche d’EVA a été passée dans des vapeurs d’azote et réchauffée lentement par
convection naturelle jusqu’a -133°C, température de transition vitreuse (Tg) supposée des
tissus ovariens exposés au « VM3 », par analogie a celle du « VS4 », cela pour éviter les
fracture du verre. Un ovaire témoin avec termocouple nous permettait d’étre précis sur la
température, en temps réel. Ensuite, le sac d’EVA contenant I'ovaire vitrifié a été réchauffé
rapidement jusqu’a 0°C dans un bain a 45 °C, par conduction et convection forcée, pour
éviter la cristallisation de glace pendant le réchauffement. L'ovaire, sorti de la poche d’EVA
et replacé dans le Minicool, a été immergé et perfusé pendant 10 minutes a -3°C avec une
solution de « VM3 » a 4,2 M (50%) avec 0,3 de mannitol (CDM Lavoisier, Paris, France).
Ensuite, dans les 30 minutes suivantes, la concentration en « VM3 » a été progressivement
diminuée jusqu’a 1 M (12%) et celle du mannitol a été annulée, tandis que la température
augmentait progressivement de -3°C a 20°C. Au total, le rincage des cryoprotecteurs a duré

40 minutes. Apreés ce rincage, I'ovaire a été perfusé 10 mn avec du milieu BM1.

3.3.4. Chirurgie finale : transplantation vasculaire d’ovaires entiers cryoconservés

Les greffes d’ovaires traités en congélation lente ont été réalisées entre le 24/04/08 et le
21/10/08 (6 mois) (bgreffes) et celles des ovaires traités en vitrification ont été réalisése
entre le 01/08/08 et le 28/10/08 (3 mois) (6 greffes).Une seconde laparotomie médiane a
été pratiquée sur les brebis, dans des conditions similaires a celles de la premiére
intervention. En parallele de la décongélation ou du réchauffement de I'ovaire gauche,
I'ovaire droit et son pédicule ont été disséqués jusqu’a la région lombaire en respectant la

trompe et sa vascularisation. Apres que la brebis a recu un bolus de 5000 Ul d’héparine non
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fractionnée (Héparine Choay, Sanofi-Synthélabo, Le Plessis-Robinson, France), les vaisseaux
lombo-ovariens droits ont été clampés. L'injection d’héparine non fractionnée a été répétée
toutes les heures jusqu’a la fin de l'intervention. La transplantation ovarienne a donc été
orthotopique, réalisée sur |'artere et la veine ovarienne droite, de fagon termino-terminale.
Les microanastomoses vasculaires ont été réalisées sous lunettes binoculaires 4.0-340 mm
(Heine, Hershing, Germany). Les vaisseaux receveurs et ceux du transplant ont été
maintenus par un clamp double vasculaire (Teleflex, Le Faget, France), puis suturés avec des
points séparés d’Ethilon 9-0 (Ethicon, Johnson&Johnson, Somerville, NJ). Lorsque les 2
anastomoses vasculaires étaient terminées, I'artére ovarienne a été déclampée seule pour
objectiver le remplissage artériel jusqu’a I'ovaire, puis le remplissage veineux (Photographie
8). La veine a alors été rapidement déclampée. Ceci nous a permis d’affirmer la perméabilité
de l'anastomose artérielle, sans interférences avec un éventuel remplissage veineux
rétrograde puisque la veine était de plus gros calibre que I'artére. L'ovaire et son pédicule
ont alors été refixés a la trompe de fagon aussi anatomique que possible (Photographie 10).
Le temps d’ischémie a été défini comme l'intervalle entre le clampage et la réanastomose

des vaisseaux, en comptant le temps de cryoconservation et réchauffement, mais pas celui

du séjour dans I'azote liquide.

Photographies 8 et 9 : anastomose vasculaire mocrochirurgicale avant (a gauche) et aprés le

déclampage vasculaire.
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Photographie 10 : L'ovaire transplanté est refixé en position orthotopique.

Apres réveil et extubation, les brebis ont été placées sous surveillance 24h/24 dans un box
fermé, avant que l'alimentation soit réintroduite. Une antibiothérapie prophylactique
postopératoire systématique par amoxicilline intramusculaire a 1mg/10kg (Clamoxyl LA,
Pfizer Santé Animale, Paris, la France) a été administrée. L'analgésie postopératoire a été
assurée par une injection intramusculaire d’anti-inflammatoire non-stéroidien (Ketofen,
Merial, Lyon, la France). Une isocoagulation prophylactique était administrée pendant 10
jours par héparine de bas poids moléculaire (40 mg/0.4 ml d’enoxaparine sodique, Sanofi-

Aventis, Paris, France).

3.3.5. Résultats immédiats, suivi et sacrifice des animaux
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3.3.5.1. Analyse de la continance et de la perméabilité immédiate de

|’anastomose

Les critéres de réussite immédiate des anastomoses ont été la recoloration de |'ovaire par le
flux artériel et le test de perméabilité des sutures. Le remplissage veineux a ainsi été
surveillé apres déclampage séquentiel de I'artére et de la veine. En cas de déclampage
simultané des 2 vaisseaux, le remplissage veineux rétrograde aurait été massif et rapide car
la veine est d’un calibre 3 a 4 fois supérieur a celui de I'artére, la qualité du flux artériel
n’aurait pu étre objectivée.

Le test de perméabilité a vérifié le caractere antérograde du flux vasculaire a travers les
anastomoses artérielle et veineuse. Le vaisseau était vidé et clampé de part et d’autre de la
suture vasculaire. La pince d’aval restait clampée pendant qu’on relachait la pince située en
amont de la suture. Si le vaisseau se remplissait au-dela de la suture, cela confirmait la
perméabilité de I'anastomose. En cas de fuite visualisée, un point de suture supplémentaire

était réalisé.

3.3.5.2. Comportement sexuels des brebis greffées

Les brebis ont été gardées au pré en compagnie d’un bélier. La présence du male favorise
I'intensité et la durée de I'activité ovarienne. Nous avons sélectionné un male ayant déja une
descendance, car certains béliers sont stériles.

La sécrétion hormonale de la brebis stimulerait le comportement sexuel du bélier. Pour
objectiver ce comportement sexuel, nous avons équipé le bélier d’'un harnais portant une
craie de couleur sur la poitrine. Les brebis montées par le bélier ont été marquées sur la
croupe. Le relevé de ces marques permettait de savoir vers quelles brebis se portait I'intérét

du bélier.

3.3.5.3. Dosage d’cestradiol et de progestérone
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La progestérone est sécrétée par le corps jaune formé par la différenciation des cellules du
follicule apres I'ovulation. Elle est donc un véritable marqueur de I'ovulation.

Les brebis ont donc bénéficié de prélevements sanguins par la veine jugulaire 2 fois par
semaine, a partir du deuxieme mois apres la transplantation, pour doser la progestérone
sérique.

La progestérone a été mesurée avec le kit Vidas Progestérone (Biomérieux, Marcy |'Etoile,
France). La sensibilité du test est de 0.25ng/ml. Les coefficients de variation intra-essai sont
de 5.7 % pour 2.2 ng/ml. Un taux de progestérone supérieur a 1 ng/ml était considéré
comme une preuve de corps jaune fonctionnel, et donc du développement folliculaire
jusqu’a I'ovulation (Amir and Gacitua, 1987).

En I'absence de reprise fonctionnelle spontanée de l'ovaire sur les dosages biologiques,
celle-ci a été stimulée par synchronisation. Chez les brebis, I'involution des corps jaunes peut
étre induite par prolongement de la phase lutéale, en placant une éponge imprégnée de
30mg d’acétate de fluorogestone (Alcyon, Lyon, France) pendant 14 jours dans leur vagin. Il
s’agit d’'un progestatif de synthése qui n’interfere pas dans le dosage de la progestérone
sérique. Au retrait des éponges, I'ovulation a été déclenchée par une injection de 500 Ul de
Pregnant Mare Serum Gonadotrophin PMSG (Alcyon, Lyon, France). Les brebis ont ensuite

été replacées au contact du bélier dont la présence peut aussi stimuler I'activité ovarienne.

3.3.5.4. Gestations

La gestation a été suspectée sur les dosages biologiques, avec progestéronémie croissante,
et confirmée par échographie trans-rectale et trans-abdominale de I'utérus.

Les agneaux nés aprés transplantation d’ovaires cryoconservés ont été analysées
macroscopiquement et laissés durablement dans le troupeau. Leur capacité de reproduction

propre a été évaluée.

3.3.5.5. Analyse des ovaires cryoconservés transplantés

3.3.5.5.1. Macroscopiquement lors du sacrifice
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Dans le cas de déces accidentel d’'une brebis transplantée, I'appareil génital était prélevé et

le transplant était recherché, fixé dans du Bouin et analysé histologiquement.

Environ deux ans apres transplantation, les brebis survivantes ont été sacrifiées par injection
létale. Une troisieme laparotomie a été réalisée, I'anatomie de I'appareil génital a été

analysée, et celui-ci a été prélevé. Le transplant a été recherché et fixé dans du Bouin.

3.3.5.5.2. Histologie

Les ovaires et leurs vaisseaux ont été fixés pendant 2 jours dans du formol et inclus en
paraffine. Chaque ovaire a été coupé en totalité (sections de 5um) et les lames ont été
colorées par hématoxyline-éosine-safran, et examinées au microscope au grossissement x
400. Les follicules normaux ont été comptés et classés selon la méthode adoptée par
Turnbull et al. (Turnbull et al., 1977). Les follicules atrétiques ont aussi été comptés et
classés selon les anomalies cytoplasmiques, nucléaires ou globales (c'est-a-dire,
cytoplasmique et nucléaire). Le nombre de follicules et la proportion d’anomalies ont été

comparés entre ovaires congelés et vitrifiés.

3.3.5.6.  Statistiques

Les données ont été analysées grace a la version 11.0 du logiciel Stata (Stata Corp., College
Station, TX, USA). La moyenne et l'intervalle de confiance a 95 % (IC95%) ont été utilisés
comme mesures de tendance centrale et de variabilité, respectivement. Les variables
continues ont été comparées par les tests non paramétriques de Kruskal-Wallis, du U non
apparié de Mann-Whitney ou le test apparié de Wilcoxon. Un P < 0,05 a été considéré

comme statistiqguement significatif.
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4. RESULTATS
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4.1. Xénogreffe de follicules primordiaux

4.1.1. Introduction

Les travaux de Dolmans et al. ont montré qu’il est possible d’obtenir des follicules
primordiaux ou primaires humains isolés a I'aide d’une digestion enzymatique du cortex
ovarien par de la collagénase purifiée. L'activité estérase de ces follicules, comme l'intégrité
de leur membrane semble conservée (Dolmans et al., 2006). Cependant, leur potentialité de
développement reste inconnue, de méme que la possible application d’une telle stratégie
pour la sauvegarde de la fertilité. Afin de répondre a ces questions, des follicules isolés
avaient été xénogreffés a des souris immunodéprimées juste avant ma venue dans le
laboratoire. Ma participation a concerné I'exploitation de ces greffes pour les deux premiers
articles présentés ci-dessous. Ces expériences ayant montré des résultats étonnants,
concernant notamment I'apparition d’un stroma néoformé autour de ces follicules, nous

avons voulu reproduire ces expériences, afin d’analyser cette structure.

4.1.2. Articles 1: Short-term transplantation of isolated human ovarian follicles

and cortical tissue into nude mice.

Le but de ce travail était de comparer la survie immédiate de petits follicules humains (aux
stades primordiaux ou primaires) isolés ou non de leur stroma natif, lorsqu’ils sont
xénogreffés une semaine a la souris SCID. Neuf patientes ont donné de leur cortex ovarien
dont une partie était gardé tel quel, tandis que l'autre était digéré par une collagénase
purifiée pour isolation folliculaire. Cette isolation folliculaire n’a permis d’obtenir
suffisamment de follicules pour greffer que sur les biopsies de 7 patientes. Une moyenne de
88 follicules (de 41 a 177) a été obtenue par patiente, le délai entre prélevement et greffe
étant en moyenne de 5 heures. Douze souris ont ainsi pu étre greffées pendant 7 jours avec,
d’un coté, un fragment de cortex, et de I'autre des follicules isolés au sein d’un caillot de
fibrine, avec 271 follicules greffés au total. Neuf greffes de fragments (75%) et 7 greffes de

follicules isolés (58,3%) ont été retrouvées aprées sacrifice des souris. Ces structures étant
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marquées par I'inhibine a, il ne fait aucun doute sur leur nature folliculaire. Cinquante-cinqg
follicules ont été comptés dans les greffons de follicules isolés, soit 20,3% de ceux greffés.
Deux cent seize follicules étaient mis en évidence en greffe de fragments, le volume de tissu
ovarien greffé étant environ 10 fois moins important que celui utilisé pour l'isolation

folliculaire.

L’analyse histologique des greffons a montré une activation globale des follicules, que ca soit
en greffe de fragments ou en greffe de follicules isolés, mais de maniere plus marquée apres
greffe de follicules isolés. On a ainsi observé une proportion significativement diminuée de
follicules primordiaux, 39% apres greffe de fragments, 13 % aprés greffe de follicules isolés,
comparés aux 71% observés dans les fragments témoins non greffés (p<0,001). Cette baisse
de la proportion de follicules primordiaux s’est faite au profit de des follicules primaires,
observés dans 24% et 56%, respectivement, contre 11% dans le tissu témoin (p<0,001), les
follicules secondaires et de stade plus avancés étant rares du fait de la brieveté du suivi.
Cette activation folliculaire a été confirmée par la plus grande fréquence de follicules
marqués par le Ki-67, puisqu’elle était de 71% et 67% dans les greffes de fragments et de
follicules isolés, respectivement, contre 8% dans le tissu ovarien témoin (p<0,001). Selon
I'immunomarquage anti Ki-67, le phénomene d’activation folliculaire était encore plus
marqué pour les follicules primordiaux puisque I'expression de Ki-67 était retrouvée chez
10,1% et 15% de ces follicules apres greffe de fragments et de follicules isolés,
respectivement, alors qu’elle était pratiquement nulle dans le tissu ovarien témoin (0,7%,

p<0,05).

Le plus étonnant était la découverte d’une structure cellulaire néoformée entourant les
follicules greffés a I'état isolé et ressemblant a un stroma ovarien classique. Les trois
analyses étudiant la spécificité d’espéce des cellules du greffon dérivées de follicules isolés
sont concordantes : aussi bien le marquage spécifique de la Vimentine humaine que celui du
Ki-67 humain et que la FISH sur chromosomes X et Y humains démontrent que les follicules,

mais aussi le stroma néoformé sont, au moins en partie, d’origine humaine.

Cette étude montre que de petits follicules humains isolés et xénogreffés peuvent
poursuivre leur développement pendant 7 jours, de maniére comparable aux follicules

contenus dans une xénogreffe de fragments classique.
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Abstract

This study was designed to evaluate follicular survival and growth after short-term transplantation of fresh isolated human
follicles and ovarian cortical tissue to nude mice. Ovarian biopsies were obtained from nine women undergoing laparoscopy.
Twelve nude mice were xenografted with an ovarian cortical fragment in the right ovarian bursa, and a clot containing
isolated follicles in the left, for a period of 7 days. One ungrafted fragment was used as a control. Histological sections were
analyzed to determine follicle number and stage. The proliferative status of follicular cells was assessed by Ki-67
immunostaining. A total of 659 follicles was analyzed by histology and 545 follicles by immunohistochemistry. The percentage
of primordial follicles was found to be markedly reduced 1 week post-grafting when compared with ungrafted tissue, while
the percentage of primary follicles had significantly increased. Only 8% of follicles showed Ki-67-positive granulosa cells
before grafting, whereas 1 week after grafting, 71% of follicles in fragments and 67% of isolated follicles were Ki-67-positive
(P<0.001). Moreover, the histological aspect of isolated follicle grafts was similar to that of grafted fragments: follicles were
surrounded by vimentin-positive stroma-like tissue of human origin, as confirmed by fluorescent in situ hybridization with
human-specific probes. Our results demonstrate, for the first time, that isolated human follicles are able to survive and grow
after xenografting. This study also shows massive in vivo follicular activation after transplantation of grafted fragments and

isolated follicles. One week after grafting, well-structured stroma-like tissue of human origin was observed around the
isolated follicles. The potential origin of this stroma is discussed.

Reproduction (2007) 134 253-262

Introduction

Cryopreservation of ovarian tissue is presently the only
available option to sustain fertility in prepubertal girls
and women at risk of premature ovarian failure, who
cannot delay the start of chemotherapy. It has already
been proved that autologous transplantation of cryo-
preserved ovarian cortical strips can restore fertility in
humans, yielding two live births (Donnez et al. 2004,
Meirow et al. 2005) and one clinical pregnancy
(Demeestere el al. 2006) to date.

However, issues such as safeguarding patients from
cancer cell reintroduction and minimizing ischemic
tissue damage require further investigation, as they are
critical to the safety and efficacy of clinical ovarian tissue
preservation and grafting (Donnez et al. 2006). This led
us to consider an alternative strategy, which involves
grafting isolated ovarian follicles. In humans, collagen-
ase digestion is currently used to isolate preantral
follicles (Oktay et al. 1997, Hovatta et al. 1999, Abir
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et al. 2001, Huntriss et al. 2002, Martinez-Madrid et al.
2004, Schroder et al. 2004), but isolating human follicles
is particularly challenging because of the fibrous and
dense nature of the human ovarian stroma. Studies have
revealed alterations in the basal lamina of follicles after
collagenase digestion (Eppig 1994) and Hovatta et al.
(1999) reported more markedly premature oocyte
extrusions from follicles that had been partially isolated
using collagenase. An optimized protocol with Liberase
digestion was therefore developed (Dolmans et al.
2006), yielding good quality isolated human follicles,
which is an absolute prerequisite for the further
successful processing of these follicles, either for culture
or for transplantation.

In mice, a study by Gosden (1990) demonstrated that
ovarian tissue can be enzymatically digested before
being grafted to the ovarian bursa of sterile mice,
whereby the ovarian digest is reorganized into morpho-
logically distinguishable ovaries. The ability of dispersed
ovarian cells (stroma and follicles) to reorganize into a
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functioning organ allows restoration of fertility after
transplantation (Carroll & Gosden 1993).

The objective of our study was to evaluate the viability
and growth of enzymatically isolated human follicles
after xenotransplantation. For this purpose, ovarian
tissue was digested with Liberase, and the isolated
follicles were picked up and embedded in a clot for
grafting to the ovarian bursa of nude mice for 7 days. For
comparison, a cortical fragment was grafted to the
contralateral bursa of the same mouse.

Materials and Methods
Experimental design

In order to assess and compare follicular survival and
growth after short-term grafting of fragments and isolated
follicles, human ovarian biopsies were divided into three
experimental subgroups: (1) ungrafted ovarian tissue,
fixed immediately after biopsy; (2) grafted fragments,
transplanted for 7 days to the right ovarian bursa of nude
mice; and (3) grafted isolated follicles transplanted to the
left ovarian bursa of the same mice after embedding in a
plasma clot, as described below.

The following analyses were conducted in the three
groups: (1) classic histology of follicular stages, (2)
immunostaining with anti-inhibin-a to clearly identify
follicles in the grafts, (3) immunostaining with anti-Ki-67
antibodies to assess proliferative activity in the grafted
follicles, and (4) fluorescent in situ hybridization (FISH)
using a probe specific for the human X/Y chromosomes,
and immunolabeling with anti-human vimentin-specific
staining (a marker of stromal cells) to confirm the human
origin of the graft.

Collection and dissection of ovarian tissue

The use of human tissue for this study was approved by
the Institutional Review Board of the Université
Catholique de Louvain. Ovarian biopsies were taken
from nine women (between 23 and 32 years of age,
mean 27.1 years) after obtaining written informed
consent. They were all undergoing laparoscopic surgery
for benign gynecologic disease. Only seven biopsies
yielding a high number of follicles were grafted. Indeed,
two biopsies were excluded from the study as too few
isolated follicles (17 and 3 respectively) were recovered.

Tissue was immediately transported from the operat-
ing room to the research laboratory in HEPES-buffered
Modified Eagle Medium (HEPES-MEM; Gibco) on ice.
The medullar part was removed from the ovarian
biopsies using surgical scissors and the cortical tissue
was distributed among the three groups. In group 1
(ungrafted tissue), a +1 mm® piece was immediately
fixed in 4% formaldehyde and served as a control. In
group 2 (grafted fragments), one piece of 1 mm?® was
placed in HEPES-MEM at 4 °C until transplantation.
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In group 3 (grafted isolated follicles), the remainder of
the biopsy (£3X4X1 mm) was treated to release the
follicles, as described below.

Isolation of follicles

Follicles were isolated according to the procedure
described by Dolmans et al. (2006). Briefly, ovarian
cortical tissue to be processed was placed in a tissue
sectioner (Mcllwain Tissue Chopper, Mickle Laboratory,
Guildford, UK), adjusted to 0.5 mm. The cutting
procedure was swift (<5 min), and uniform-size pieces
of 0.5X0.5X1 mm were obtained.

Fragments were transferred to 50 ml conical tubes
(Greiner Bio-one, Brussels, Belgium) containing 10 ml
Dulbecco’s PBS (Biochrom AG, Berlin, Germany)
supplemented with 0.04 mg/ml Liberase blendzyme 3
(Roche). Incubation was performed in a water bath at
37 °C with gentle agitation for 75 min. Every 15 min,
the cell suspension was aspirated up and down with a
10 ml pipette (Cellstar, Greiner, Frickenhaussen,
Germany) to mechanically disrupt digested tissue.
Digestion was terminated by the addition of an equal
volume of cold PBS supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS; Sigma).

The resulting suspensions were then centrifuged at
50 gfor 10 min at 4 °C. The pellets were resuspended in
PBS supplemented with 10% FBS, transferred to Petri
dishes, and investigated for follicles under a stereo-
microscope (Leica, Van Hopplynus Instruments,
Brussels, Belgium). The follicles were picked up using
a 130 um micropipette (Flexipet, COOK, Ireland) and
washed three times in PBS supplemented with 10% FBS
(Fig. 1A and B).

Transplantation into nude mice

After isolation and collection, follicles were embedded
in plasma clots, serving as vehicles to facilitate
subsequent grafting, as described by Gosden (1990)
(Fig. 1C). To obtain a clot, the patient’s blood was
centrifuged at 405 g for 15 min at 4°C and the
supernatant was recovered. Fresh human autologous
venous plasma (20 pl) was then injected with an average
of 88 isolated follicles (range 41-177) using a micro-
pipette under visual control. Clotting was induced by
adding a drop of 1 M CaCl; (1:40 dilution), followed by
incubation at 37 °C for 30 min. The clot then acquired a
jelly-like consistency and it was possible to pick it up
with surgical forceps to transplant it into the mouse
ovarian bursa. The procedure for plasma clot preparation
and grafting is illustrated in Fig. 1.

The follicular population was not characterized before
grafting. Evaluation of follicular size can only be done
under a microscope, which would considerably prolong
the time to grafting, altering follicle viability. In our
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previous experiments, the proportion of primordial and
growing follicles was evaluated after isolation. The
proportion of primordial follicles recovered after
isolation ranged between 60 and 70% of total follicles
(data not shown).

Twelve nude (Swiss nu/nu) 6- to 10-week-old female
mice (Charles River B Laboratories, Brussels, Belgium)
were operated on. The mice were bred as described
previously (Nisolle et al. 2000).

Cortical fragments awaiting transplantation were
placed in fresh HEPES-MEM and prepared for grafting.
The average delay between biopsy collection and
grafting was 5 h.

I.p. injection of ketamine (75 mg/kg; Anesketin, Eurovet,
Heusden-Zolder, Belgium) and medetomidine (1 mg/kg;
Domitor, Pfizer, Cambridge, MA, USA) was administered
for anesthesia, and buprenorphine (0.1 mg/kg, Temgesic,
Schering Plough, Kenilworth, NJ, USA) for analgesia. A
lateral incision of 0.5 cm was performed bilaterally. A
small slit was made in the ovarian bursal membrane to
place an ovarian cortical fragment into the right ovarian
bursa and a clot containing isolated follicles into the left
ovarian bursa. The abdominal wall and skin were closed
with 7/0 Prolene. After surgery, anesthesia was reversed by
injection of atipamezole (1 mg/kg; Antisedan, Pfizer). The
animals were euthanized after 7 days by cervical
dislocation, and all the murine ovarian bursae were
recovered and fixed in formaldehyde.
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Figure 1 Preparation and grafting of the plasma
clot containing isolated follicles. (A and B)
Enzymatically isolated human follicles seen
under a stereomicroscope. Scale bar=100 pm.
Isolated follicles just after follicle pick-up (A)
and after the rinsing procedure (B). (C) Consti-
tution of the clot: follicles are injected into the
clot with a micropipette. (D) Macroscopic view
of the left ovarian bursa grafted with isolated
follicles embedded in a clot on the day of
transplantation. Black arrow: grafted clot. White
arrow: mouse ovary.

Histological evaluation

For all three groups (ungrafted tissue, grafted fragments
and grafted clots), tissue was fixed in 4% formaldehyde,
embedded in paraffin and serially sectioned (5 pm-thick
sections). Every third slide was stained with
hematoxylin—eosin (Merck) for histological evaluation;
the others (Superfrost Plus slides, Menzel-Glaser,
Braunschweig, Gemany) were kept for immunostainings
and FISH (Figs 2 and 4).

The follicles were counted and classified according to
stage into primordial, intermediate, primary, or secondary
(Lass et al. 1997). Primordial follicles had one layer of
flattened granulosa cells, intermediate follicles had both
flattened and cuboidal granulosa cells, primary follicles
had one layer of cuboidal granulosa cells and secondary
follicles had two or more layers of cuboidal granulosa cells
(Gougeon 1996). Two independent observers (M M D and
E G) blindly analyzed 12 sections per mouse after
hematoxylin-eosin staining, and a further 12 sections per
mouse after Ki-67 immunostaining. The analyzed sections
were taken at 50 pm intervals, ensuring that no preantral
follicle was counted twice (Lass et al. 1997).

Immunohistochemistry

Follicular proliferation was measured by evaluating the
percentage of follicles with Ki-67-positive granulosa
cells (Fig. 2B). Ki-67 is a nuclear antigen associated with
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cell proliferation and is present throughout the active cell
cycle (late G1, S, G2, and M phases) but absent in resting
cells (GO). Results were analyzed according to the
follicular stage in the three different groups.

In order to facilitate identification of follicles,
immunohistochemical analysis of inhibin-a was per-
formed. Inhibin has two isoforms, A and B, with the same
a-subunit but different B-subunits. Inhibin-o subunit is
detected in granulosa cells at all follicular stages (Bristol
& Woodruff 2004).

To assess the species specificity of grafted cells,
immunostaining was carried out with anti-human
vimentin-specific antibodies (Fig. 4A-C). Vimentin is a
cytoskeletal protein considered to be a marker of cells of
mesenchymal origin. It is strongly expressed in ovarian
stromal and granulosa cells from growing follicles
(Czernobilsky et al. 1985).

Embedded sections were deparaffinized with Histo-
safe (Yvsolab SA, Beerse, Belgium) and rehydrated in
2-propanol (Merck). Endogenous peroxidase activity was
blocked by incubating the sections with 0.3% H,O,
(Merck) for 30 min at room temperature. The sections
were decloaked in citrate buffer for 75 min at 98 °C
before incubation with goat serum to block non-specific
binding sites for 30 min. The sections were incubated
overnight with primary antibodies: rabbit anti-human
Ki-67 1gG (4 °C, 1:250 dilution; A0047, Dako, Glostrup,
Denmark), mouse monoclonal anti-human inhibin-a
IgG (room temperature, 1:10 dilution; MCA 9518,
Serotec, Oxford, UK) or mouse monoclonal anti-
human vimentin IgG1 (room temperature, 1:50 dilution;
Clone V9, Novocastra, Newcastle, UK). The slides were
subsequently incubated for 60 min at room temperature
with secondary antibodies: goat anti-rabbit (Dako,
K4003) or goat anti-mouse (1:2 dilution, Dako,
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K4000). Diaminobenzidine (Dako) was used as a
chromogen and nuclei were counterstained with
hematoxylin.

Human proliferative endometrium was used as a
positive control for Ki-67 labeling and human placental
tissue for inhibin-o staining. To check the specificity of
anti-human vimentin immunostaining, human ovarian
tissue was included as a positive control and mouse
ovarian tissue as a negative control.

Fluorescent in situ hybridization

Grafted clot sections were assayed for the presence of
human cells using FISH with human-specific genomic
probes (Fig. 4D-F). For this purpose, a protocol was set
up to perform FISH on formaldehyde-fixed, paraffin-
embedded ovarian tissue. Grafted fragments were used
as positive controls and mouse ovarian tissue as negative
controls to test FISH specificity.

Briefly, 5 pm paraffin sections were deparaffinized,
dehydrated (in ethanol), air-dried, and pretreated with
0.2 MHCI (20 min), followed by T M NaSCN in 2 X SSC at
80 °C (30 min). After washing (2 X SSC), the sections were
digested by 0.25 mg/ml proteinase K (Sigma) for 3 min at
45 °C and directly post-fixed for 10 min in 4% parafor-
maldehyde. Denaturation of DNA was performed by
soaking slides in 70% formamide in 2 XSSC at 72 °C for
5 min, dehydrating, and air-drying them. A cocktail of CEP
X/Y DNA probes was used following the manufacturer’s
recommendations (Vysis, Downers Grave, IL, USA). After
overnight incubation (at 37 °C), the slides were washed in
2 XSSC containing 0.3% NP40 at 45 °C (5 min) and at
73 °C (2 min). Finally, they were air-dried and mounted
with Vectashield (Vector Laboratories) containing 4',6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI).
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Hybridization signals were observed with a fluorescent
Axioskop 40 microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany),
equipped with an Infinity-x camera (Deltapix, Lumenera
Corporation, Ottawa, Ontario, Canada). Two pictures of
the same field were taken using two different filters, one
for DAPI (blue) and one for the green spectrum to detect
nuclei and human X chromosomes respectively.

Merged images allowed us to identify co-localization.

Statistical analysis

Analyses were performed using the SPSS (Chicago, IL,
USA) 11.5 program. One-way ANOVA was conducted to
validate the double-blind procedure. Follicle classification
results (primordial, intermediate, primary, and secondary)
were compared between the three groups (ungrafted
tissue, grafted fragments, and grafted clots). A comparison
of the follicular proliferation rate was also made between
the three groups and for each follicular stage. Differences
between the study groups were calculated and general
linear model statistical analysis was applied to the results,
followed by a Bonferroni post hoc test. Values of at least
P<0.05 were considered statistically significant.

Results
Histological evaluation

The right and left ovarian bursae (containing both ovary
and graft) were removed from the 12 mice, 7 days after
grafting. Ovarian fragments and clots containing isolated
follicles were identified after histological examination of
the ovarian bursae and follicular inhibin-o immunostain-
ing. The recovery rate was 75% (9/12) for grafted
fragments and 58.3% (7/12) for grafted clots. This can
be explained by the extrusion of some grafts out of the
bursa. Indeed, at histology, some clots were detected just
outside the ovarian bursa.

Ovarian follicles were identified in 100% of recovered
xenografts. Serial histological sections were analyzed to
determine follicle number and stage. The mean number
of follicles recovered from grafts was 36.5+27 per
grafted fragment (9 fragments yielding 329 follicles in
total). The mean number of recovered follicles was
17.9+10.4 (+s.e.m.) per grafted clot. For isolated
follicles, as it was known exactly how many were
grafted, a recovery rate of 20.3% could be precisely
calculated.

The follicles were classified according to develop-
mental stage, as detailed in Fig. 3. In the hematoxylin—
eosin-stained sections, a total of 388, 216, and 55
follicles were analyzed in ungrafted tissue, grafted
fragments, and grafted clots respectively. A comparison
between the three groups (Fig. 3) revealed that there was
a significant decrease in the proportion of primordial
follicles in grafted tissue when compared with ungrafted
tissue. Indeed, the percentage of primordial follicles
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Figure 3 Histological evaluation and follicular classification (primor-
dial, intermediate, primary, or secondary) in ungrafted tissue, grafted
fragments, and grafted isolated follicles.

present in ungrafted tissue (71%) was significantly
diminished 1 week post-grafting (39 and 13% in grafted
fragments and grafted clots respectively).

On the other hand, the percentage of intermediate
follicles increased from 16.6% in ungrafted tissue to 21.4
and 27.9% in grafted fragments and grafted clots
respectively. This increase in intermediate follicles was
not statistically significant. However, there was a
significant increase in the percentage of primary
follicles, from 11% in ungrafted tissue to 24% in grafted
fragments and 56% in grafted clots (P=0.05 and <.001
respectively).

Secondary follicles were scarce (respectively 9, 29,
and 2 in ungrafted tissue, grafted fragments, and grafted
clots) and, therefore, no statistical analysis was
conducted.

Histological study also demonstrated the presence of
stroma-like cells in isolated follicle grafts (Fig. 2A),
which showed a similar architecture to human ovarian
cortical tissue (Fig. 2C).

Characterization of stroma-like tissue in isolated
follicle grafts

Vimentin staining

In order to assess whether the identified stroma-like cells
were of human or murine origin, grafted clots were
immunolabeled with anti-human vimentin antibodies.
As illustrated in Fig. 4A and B, vimentin immunostaining
was specific for human tissue; staining was strong in
ungrafted human ovarian tissue (Fig. 4B) but not
detectable in mouse ovarian tissue (Fig. 4A). In control
ungrafted human tissue, vimentin immunoreactivity was
detected in the cytoplasm of human stromal cells.

In isolated follicle grafts, the stroma-like tissue stained
positive for human vimentin, confirming the cells were
of human origin (Fig. 4C), while no immunoreactivity
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Figure 4 Origin of the stroma-like tissue in grafted clots: anti-human vimentin immunostaining (A-C) and FISH characterization (D-F). (A) No
staining with the specific anti-human vimentin antibody on mouse ovarian stromal tissue (original magnification 100X). (B) Anti-human vimentin
immunostaining on ungrafted human ovarian tissue: positive staining of human ovarian stromal cells (original magnification 100X ). (C) Anti-human
vimentin immunostaining on xenografted human follicles in mice: positive cells can be seen in the stroma-like tissue of grafted human follicles (H),
while mouse ovarian stroma (M) remains negative (original magnification 200X). (D) Control slide (original magnification 40 X): FISH using a probe
specific for human X chromosome on xenografted human ovarian fragments in mice. This is a merged image obtained after DAPI staining (blue

nuclear staining) and FISH staining (green double spots). Double spots, staining the 2 human X chromosomes of human cells, are visible in human
cells only (left magnification: positive human granulosa cells). No double spots are visible in mouse tissue. The green halo around the mouse cells
(right magnification) indicates that the proteinase K enzymatic digestion of mouse ovarian tissue is less effective than its human counterpart. (E and F)
FISH characterization of the stroma-like tissue in grafted clots (original magnification X 100). (E) DAPI staining of the stroma in grafted clots. (F) FISH

anti-human X chromosomes showing positive stromal cells with double spots in grafted clots.

was detected in mouse ovaries, confirming the human
specificity of the immunostaining.

FISH

The presence of human cells in the stroma-like tissue of
grafted clots was confirmed using FISH with human-
specific genomic probes. The species specificity of the
probes was checked on human ovarian tissue grafted to
the murine ovarian bursa. As illustrated in Fig. 4D, the
probes only hybridized to human ovarian cells, but not
to their mouse counterparts.

Hybridization of stroma-like tissue from isolated
follicle clots with human-specific DNA probes showed
numerous positive cells (Fig. 4F), confirming the
presence of human cells in the restructured tissue
7 days after isolated follicle grafting.

Ki-67 immunohistochemistry of follicular cells

Follicular proliferation was measured by evaluating the
percentage of Ki-67-positive follicles. Follicles with at
least one Ki-67-stained granulosa cell were considered
to have initiated growth (Gougeon & Busso 2000, Oktay
et al. 2000). Figure 5A presents the total (including all
follicular stages) follicular proliferation rate of each
group. In Ki-67-stained sections, 545 follicles were
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analyzed: 289 in ungrafted tissue, 176 in grafted
fragments and 80 in grafted clots. In ungrafted tissue,
only 8% of follicles showed Ki-67-positive granulosa
cells, whereas 71% of follicles in grafted fragments and
67% of grafted isolated follicles were Ki-67-positive
(P<0.001) 1 week after grafting.

Figure 5B shows the follicular proliferation rate of
each follicular stage in the three groups. For each stage
(primordial, intermediate, primary, and secondary),
there was an increase in the proportion of Ki-67-positive
follicles 1 week after grafting.

The percentage of Ki-67-positive primordial follicles
was very low in ungrafted tissue (0.7%). However, this
percentage significantly increased 1 week post-trans-
plantation in both grafted fragments (10.1%) and grafted
isolated follicles (15%; P=0.05 and P=0.039
respectively).

With regard to intermediate follicles, 17.9% were Ki-
67-positive in ungrafted tissue, but this figure rose to 83.3
and 62.5% in grafted fragments and grafted clots
respectively 1 week after transplantation (P<0.001).
While 40.7% of primary follicles were Ki-67-positive in
ungrafted tissue, this percentage climbed to 95.1 and
87.7% in grafted fragments and grafted clots respectively
(P<0.001).

In all three groups, almost all the secondary follicles
were Ki-67-positive and the slight increase observed
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Figure 5 (A) Total (including all follicular stages) follicular proliferation
rate measured by evaluating the percentage of Ki-67-positive follicles in
ungrafted tissue, grafted fragments, and grafted isolated follicles.

(B) Follicular proliferation rate for each follicular stage in the

three groups.

after grafting (from 88% to 97 and 100%) was not
significant.

When comparing grafted fragments and grafted
isolated follicles, there was no significant difference in
the proportion of Ki-67-positive follicles between these
two groups.

Discussion

The objective of the present study was to evaluate the
viability and growth capacity of enzymatically isolated
human follicles 7 days after xenotransplantation.

Our previous studies demonstrated that follicles
recovered after digestion of human ovarian cortex
using the Liberase enzyme blend have a well-preserved
ultrastructure and are viable, as assessed by fluorescent
staining (Dolmans et al. 2006). After enzymatic
(Liberase) isolation, fluorescent staining (calcein-AM
and ethidium homodimer-l) proved that almost 86% of
isolated follicles contained viable oocytes and granulosa
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cells. Moreover, a proportion of these enzymatically
isolated follicles retained the capacity to grow in vivo.

Their survival and growth is evidenced by their
morphologically normal structure, their progression to
more advanced follicular stages, and their positive
staining for Ki-67 1 week post-transplantation. Further-
more, our preliminary data indicate that isolated
follicles grafted for 6 months can reach tertiary and
antral stages, demonstrating the capacity of the ococyte
to survive and grow further (data not shown). However,
the fact that the oocyte is viable does not necessarily
mean that it is functionally normal. To our knowledge,
this is the first study to show that isolated human
primordial follicles are able to survive and grow in vivo
after xenografting.

The most intriguing observation in this study was the
presence of stroma-like cells of human origin in isolated
follicle grafts (Fig. 2C), although only follicles isolated
from their surrounding stroma were grafted. This stroma-
like tissue may arise either from contaminating stromal
cells grafted together with the isolated follicles, or from
the differentiation of granulosa cells into a stromal cell
type. The former hypothesis is the most likely. In studies
by Carroll & Gosden (1993), dispersed ovarian cells
were able to reorganize into a functioning organ in vivo,
which led to the restoration of fertility in mice. However,
in the present study, isolated follicles were separated
from stromal cells after digestion of the ovarian cortex.
This was performed by picking up the follicles with a
pipette and washing them three times in fresh medium to
remove remaining stromal cells. These follicles were
then embedded in a plasma clot as a vehicle for transfer.
One cannot therefore entirely exclude the presence of a
few stromal cells in the plasma clot.

The latter hypothesis on the differentiation of granu-
losa cells cannot be ruled out either, however, as a study
by Antczak & Van Blerkom (2000) revealed that
granulosa cells from mature oocytes retain the ability
to differentiate into other cell types (vascular endothelial
cells) in vitro.

As demaonstrated previously by Baird et al. (2004) after
grafting of sheep cortical tissue, follicular activation was
observed during the first days post-grafting. In the present
study, this activation phenomenon occurred in both
transplantation groups (cortical fragments and isolated
follicles). This was evidenced by a significant reduction
in the proportion of primordial follicles, but concomitant
increase in the proportion of intermediate and primary
follicles 1 week after grafting, accompanied by a much
higher percentage of follicles with Ki-67-positive
granulosa cells. Indeed, granulosa cell proliferation is
generally considered to be an early sign of primordial
follicle activation (Gougeon & Busso 2000). However, it
cannot be excluded that the presence of more inter-
mediate and primary follicles could be the result of an
experimental artifact, such as the swelling of granulosa
cells. Swelling of granulosa cells has indeed been
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reported in follicles after culture and also after grafting
(Gosden et al. 2002, Smitz & Cortvrindt 2002). Never-
theless, follicular activation, as suggested by the
presence of Ki-67-positive granulosa cells in grafted
follicles, may certainly be hypothesized.

In vitro too, the vast majority of primordial follicles in
ovarian cortical pieces from rodents, cattle, baboons,
and adult women activate spontaneously after as little as
24 h culture (Wandji et al. 1997, Hovatta et al. 1999,
Fortune 2003, Skinner 2005). Culture of human adult
ovarian cortical slices for 7 days resulted in a 37%
increase in the number of primary follicles and a 6%
increase in secondary follicles (Carlsson et al. 2006),
which is in the same range as observed after in vivo
transplantation in the present study. This premature
granulosa cell activation may lead to uncoordinated
growth of granulosa cells and oocytes, as suggested
in vitro by Smitz & Cortvrindt (2002). This is supported
by our recent observation by TEM that, 3 weeks after
grafting human ovarian fragments into nude mice, most
secondary follicles showed asynchrony between granu-
losa cell maturation and oocyte maturation (Camboni
et al. 2005).

Little is known about the factors controlling the
primordial to primary follicle transition in humans.
Mechanisms regulating activation are likely to be
under the coordinated control of both stimulatory and
inhibitory signals (Gougeon & Busso 2000). It has been
suggested that anti-Mdllerian hormone (AMH) produced
by developing follicles inhibits the recruitment of
primordial follicles (Baird et al. 2004). AMH has indeed
been shown to inhibit follicular activation in mice,
bovines, sheep and, recently, humans (Durlinger et al.
2002, Fortune 2003, Gigli et al. 2005, Carlsson et al.
2006). This inhibitory factor is produced by early
secondary, preantral and antral follicles in several
species (Weenen et al. 2004). However, it remains to
be confirmed whether AMH also has an inhibitory effect
in humans, since Schmidt et al. (2005) reported that
AMH initiates growth of human primordial follicles
in vitro. The absence of antral follicles and the lack of
secondary and preantral follicles in grafted cortical
fragments and isolated follicle preparations in the
present study may have disrupted the balance between
stimulatory and inhibitory factors, thereby inducing
follicular activation. This massive follicular activation
observed shortly after ovarian cortex grafting may lead to
an accelerated depletion of the reserve of non-growing
follicles (Gougeon & Busso 2000). Nevertheless, such a
follicular loss after grafting does not preclude develop-
ment up to the antral or ovulatory stage, as recently
demonstrated by Gook et al. (2003).

Xenotransplantation of isolated follicles may provide a
useful model to study the interaction between follicles
and stromal cells. No model is presently available, as
isolated human primordial follicles do not grow beyond
the secondary stage in culture (Hovatta et al. 1999), and
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organ culture renders the study of stromal interaction
impossible. Another advantage of this model is that it
allows control of the graft compositions, since trans-
plantation of isolated follicles involves in vitro isolation
of follicles (Gosden 1990).

Isolated follicles survive and grow after xenotrans-
plantation and are able to form an apparently normal
cortex. These promising results indicate that this
approach warrants further investigation, with a view to
potential clinical application as an alternative to cortical
fragment transplantation, in patients at risk of ovarian
metastasis, for example. As we showed that the
developing stroma around the follicles in the graft may
well originate from residual human stromal cells after
follicle isolation, the follicle isolation procedure should
be improved before clinical application. Another
possibility is to purge the isolated follicle suspension of
malignant cells with specific antibodies, as described by
Schroder et al. (2004), which would require specific
malignant cell detection systems. If stromal cells are
needed for follicular growth, fully isolated follicles from
cryopreserved tissue could be grafted together with
autologous fresh stromal cells (from a new ovarian
biopsy after cancer treatment).

However, before this procedure can be considered for
future clinical use, the present protocol needs to be
adapted. Replacing FBS with patient serum or human
serum albumin is a modification that will need to be
made to avoid the use of components of animal origin.
The surgical technique will also have to be improved to
increase the efficiency of graft recovery, and adapted to
the human anatomy, as humans do not have an ovarian
bursa. Grafting isolated follicles to subcortical tissue
would allow interaction between the graft and the
ovarian stroma. It is also essential to keep the time
between biopsy collection and follicle grafting to a
minimum. Although some studies show that human
ovarian tissue can tolerate at least a 4-h delay (Schmidt
et al. 2003), others indicate that this delay may have an
impact on follicle viability (Cleary et al. 2001, Snow
et al. 2001). During our follicle isolation procedure,
follicles were picked up with a micropipette under a
stereomicroscope, and a method was developed to
shorten the time needed for follicle recovery using a
Ficoll density gradient to separate isolated follicles from
stromal cells (Martinez-Madrid et al. 2004).

In conclusion, we were able to demonstrate follicular
survival and the formation of stroma-like tissue of human
origin after short-term xenotransplantation of isolated
human follicles to nude mice. Xenotransplantation of
isolated follicles may provide a useful model to
investigate the cross-talk between stromal and follicular
cells. This study also highlights the importance of
analyzing the initial post-grafting stages, as premature
follicular activation could accelerate follicular depletion
of the graft.
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4.1.3. Article 2: Development of antral follicles after xenografting of isolated small

human preantral follicles.

Le travail précédent a montré que des follicules isolés et xénogreffés a la souris NUDE
peuvent poursuivre leur développement pendant une semaine, de maniére analogue au
développement des follicules dans des xénogreffes de fragments.

Le but de ce travail était de comparer le potentiel de développement a long terme de
follicules humains isolés selon deux protocoles de digestion enzymatique.

Dans ce travail, des biopsies de cortex ovarien provenant de 3 patientes ont été soumises a
une digestion enzymatique, soit par collagénase brute, soit par collagénase purifiée. Les
deux protocoles ont permis I'isolation folliculaire chez chaque patiente, indépendamment de
la collagénase utilisée. Apres digestion par collagénase brute et purifiée, respectivement, la
premiére patiente a permis I'obtention de 105 et 88 petits follicules, la deuxiéme, de 59 et
53, et la troisieme, de 92 et 90.

Apres greffe de ces follicules au sein d’un caillot de fibrine dans les bourses ovariennes de 3
souris SCID, chaque souris recevant, d’un c6té des follicules isolés pas collagénase brute, et
de l'autre des follicules isolés par collagénase purifiée, 4 greffons ont pu étre retrouvés apres
5 mois de xénogreffe. Les greffons perdus comportaient tous des follicules isolés par
collagénase brute. Les follicules greffés étant 487, 84 follicules ont été retrouvés, soit 17,2%.
La croissance folliculaire ayant été stimulée par gonadotrophines pendant les 15 derniers
jours de xénogreffe, 11 follicules étaient retrouvés au stade primordial, 38 étaient au stade
primaire, 31 étaient au stade secondaire et 4 d’entre eux étaient antraux. Ces follicules
étaient morphologiquement normaux en microscopie optique. L’activation folliculaire avec
forte fréquence des follicules en croissance était retrouvée quelle que soit la souris. Cette
activation folliculaire était confirmée par la forte fréquence de follicules dont les cellules
granuleuses étaient marquées par le Ki-67, quelle que soit le stade de développement
folliculaire. Cela était rassurant puisque la preuve que les follicules poursuivaient leur
développement aprés une longue période était apportée. Cependant, I'absence de

quescence folliculaire soulevait des craintes quant a la survie a long terme de ces greffes.
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L'analyse de ces greffes a confirmé la génese d’une structure cellulaire ressemblant au
stroma ovarien natif, bien gqu’avec une densité cellulaire un peu plus lache. Cette structure
englobant les follicules semble propice a leur développement. Elle comporte aussi des
vaisseaux.

L'origine d’espece des cellules composant cette greffe a été analysée. Le marquage anti-Ki-
67 étant spécifique du Ki-67 humain et les follicules étant marqués, nous pouvons affirmer
leur origine humaine. En revanche, l'origine d’espéce de cette nouvelle structure
ressemblant au stroma ovarien est vraiment, au moins en partie, d’origine humaine, comme
suggéré dans l'article précédent. En effet, le marquage anti-vimentine est spécifique de
I’'humain et des cellules de cette nouvelle structure cellulaire sont marquées.

Mis a part pour le recueil des greffes, il ne semble pas exister de différence notable entre le
potentiel de développement de follicules isolés par collagénase brute ou purifiée.
Cependant, seule une greffe de follicules isolés par collagénase brute a pu étre analysée a

long terme.
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Abstract

Small human pre-antral follicles can be enzymatically isolated from the surrounding stroma, and are able to survive after 7 days
of xenografting. The aim of the present study was to assess the developmental capacity of enzymatically isolated human follicles
after long-term xenografting to severe combined immunodeficient (SCID) mice. Ovarian biopsies were obtained from three
women 26-29 years of age. Human ovarian tissue was enzymatically dissociated using collagenase or a purified collagenase
blend to obtain isolated follicles that were xenografted to SCID mice for 5 months. Recombinant FSH was given to the mice for
the last 2 weeks. Five months after xenografting, follicular morphology was assessed by histology. and follicular proliferation
by Ki-67 immunohistochemistry. Four grafts containing a total of 84 follicles were recovered. This follicular population was
composed of 11 primordial follicles, 38 primary follicles, 31 secondary follicles and four antral follicles. Ki-67 was found to
stain granulosa cells in antral follicles intensively. The results demonstrate, for the first time, that isolated human follicles are
able to survive after long-term xenografting. and can develop into antral follicles after FSH stimulation.

Keywords: collagenase, fertility preservation, isolated human follicles, xenografting

Introduction
With all the recent advances in cancer treatments,
many young cancer patients find themselves facing

the prospect of losing their fertility after aggressive
chemotherapy, especially with alkylating agents, and/
or radiotherapy (for review, see Donnez er al., 2006).
Cryopreservation of ovarian primordial follicles has emerged
as a potential option to restore fertility in these young
women (Gosden, 2001: Demeestere er al., 2003; Isachenko
et al.. 2006). It has been shown that these follicles are very
resistant to cryoinjury because they have a relatively inactive
metabolic rate, contain only a few granulosa cells around the
oocyte, and are small in size (Hovatta, 2005). In addition.
their oocyte does not have a zona pellucida, metaphase
spindle or peripheral cortical granules (Shaw er al.. 2000a,b).
Another advantage of cryopreserving primordial follicles is

that they represent the vast majority of the follicular reserve
in the ovary (Gougeon, 1986).

Successful grafting of fresh and cryopreserved isolated
follicles was previously reported in mice, producing live
offspring  (Gosden. 1990: Carroll and Gosden. 1993).
Isolation of human follicles from their surrounding tissue is
difficult, however, because of the density of human ovarian
stroma and the relatively low number of follicles in adult
ovarian tissue (Hovatta er al., 1997). Oktay et al. (1997)
reported the first successful isolation of primordial follicles
from human ovaries using a gentle enzymatic technique with
collagenase, combined with manual dissection. However,
complete (Abir er al., 1999, 2001) or partial (Hovatta er al.,
1999; Abir er al., 2001) follicle isolation severely impairs

© 2008 Published by Reproductive Healthcare Lid, Duck End Farm, Dry Drayton, Cambridge CB3 8DB, UK
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follicular viability in culture. After isolation. primordial and
primary follicles degenerate within the first 24 h of culture (Abir
eral., 1999, 2001). Studies have revealed alterations in the basal
lamina of follicles after collagenase digestion (Eppig. 1994), and
Hovatta e al. (1999) reported more markedly premature oocyte
extrusions from follicles that had been partially isolated using
collagenase. An optimized protocol using a purified collagenase
blend (PCB) for digestion was therefore developed (Dolmans ez
al., 2006). yielding good quality isolated human follicles, which
is an absolute prerequisite for the further successful processing
of these follicles, either for culture or transplantation.

In a previous study, it was demonstrated that PCB-isolated
follicles survive and show granulosa cell proliferation | week
after xenotransplantation, and are able to form stroma-like tissue
(Dolmans et al.. 2007). The aim of the present study was to assess
the preservation of the developmental capacity of enzymatically
isolated human follicles 5 months after xenografting to severe
combined immunodeficient (SCID) mice, and their ability to
reach the antral stage after gonadotrophin stimulation.

Materials and methods

Follicle isolation

The use of human tissue for this study was approved by the
Institutional Review Board of the Université Catholique de
Louvain. Ovarian biopsies were taken from three women
(2629 years of age) after obtaining written informed consent.
They were all undergoing laparoscopic surgery for benign
gynaecological disease.

Small preantral follicles were isolated according to a previously
described procedure (Dolmans er al., 2006). Briefly, each
biopsy was cut into two equal parts: one for PCB digestion and
the other for collagenase digestion. The cortical ovarian tissue
was cut with a tissue sectioner (Mcllwain Tissue Chopper;
Mickle Laboratory, Guildford, UK), and uniform-size pieces of
0.5 % 0.5 x 1 mm were obtained. The fragments were digested
either with 1 mg/ml collagenase type IA (Sigma, St Louis, MO,
USA) for 60 min, or 0.04 mg/ml PCB (Liberase Blendzyme
3: Roche. Indianapolis, USA) for 75 min. Only fully isolated
follicles were recovered using a 130 gm micropipette (Flexipet:
Cook, Ireland). They were then rinsed three times in phosphate-
buffered saline (PBS) supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS) (Sigma, St Louis, MO, USA) to remove the
stromal cells. The follicular population was not characterized
before grafting, as evaluation of the size of each follicle would
have prolonged the time to grafting, altering follicle viability.
In previous experiments, however, the proportion of primordial
and growing follicles was evaluated after isolation and showed
20% of total follicles to be 30-35 pum in size. 61% to be 40-50
um in size, 15% to be 50-100 um in size and only 0.01% to be
over 100 um in size (data not shown).

Clot preparation

After isolation, the follicles were embedded in plasma
clots, serving as vehicles to facilitate subsequent grafting
(Carroll and Gosden, 1993). Clot preparation was carried out
according to a previously described procedure (Dolmans er

186

al., 2007), wherein follicles were placed in 20 ul of fresh
human autologous venous plasma and clotting was induced
by adding 20 pl of 25 mmol/I CaCl, (1:40 dilution). followed
by incubation at 37°C for 30 min.

Transplantation to SCID mice and
gonadotrophin stimulation

The guidelines for animal welfare were approved by
the Committee on Animal Research of the Université
Catholique de Louvain. Plasma clots containing human
isolated follicles were transplanted to SCID mice as
previously described (Dolmans er al., 2007). Briefly,
intraperitoneal injection of ketamine (75 mg/kg, Anesketin;
Eurovet, Heusden-Zolder, Belgium) and medetomidine (1
mg/kg. Domitor; Pfizer, Cambridge, USA) was administered
for anaesthesia, and buprenorphine (0.1 mg/kg, Temgesic;
Schering Plough, Kenilworth. NJ, USA) for analgesia. A small
slit was made bilaterally in the ovarian bursal membrane of
three 8-week-old female SCID mice to graft the clots with
the follicles. Then, the abdominal wall and skin were closed
with 7/0 suture (Prolene). After surgery. anaesthesia was
reversed by injection of atipamezole (1 mg/kg. Antisedan:
Pfizer). The mice were kept for 5 months in sterile conditions,
and after this period. they were stimulated with 7.5 IU of
recombinant FSH (Puregon: Organon, Kloosterstraat, BH
Oss. Netherlands) every other day for 2 weeks, in order
to stimulate growth of the FSH responsive follicular pool
(Vegetti and Alagna, 2006).

The mice were then sacrificed by cervical dislocation. The
ovarian bursae containing the grafts were recovered, fixed in
4% formaldehyde for 24 h and embedded in paraffin.

Histological evaluation and
immunohistochemistry

The ovarian bursac containing the grafts were serially
sectioned (5 gm thick sections) and every third slide was
stained with haematoxylin—eosin  (Merck. Darmstadt.
Germany). Follicles were counted and classified according
to Smitz and Cortvrindt (2002) into primordial, primary,
secondary, early antral and small antral follicles as follows:
primordial follicles with one layer of flattened granulosa
cells around the oocyte: primary follicles with one layer of
cuboidal granulosa cells: secondary follicles with two or more
layers of cuboidal granulosa cells: early antral follicles with
a diameter of 200 gm and patchy fluid-filled spaces within
the granulosa cells: small antral follicles with an antral cavity
formed as a result of coalescence of the fluid-filled spaces.

Follicular proliferation was measured by evaluating the
presence of follicles with Ki-67-positive granulosa cells.
Ki-67 is a nuclear antigen associated with cell proliferation
(Hall and Levison, 1990) and is present throughout the active
cell eycle (late G1,S. G2 and M phases). but absent in resting
cells (GO). Follicles with at least one Ki-67-stained granulosa
cell were considered to have initiated growth (Gougeon and
Busso, 2000: Oktay er al.. 2000).

In order to assess the origin of the stroma-like cells in the
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grafts, immunostaining was carried out with anti-human
vimentin-specific antibodies. Vimentin is a cytoskeletal
protein considered to be a marker of cells of mesenchymal
origin. It is strongly expressed in ovarian stromal cells and
granulosa cells from growing follicles (Czernobilsky er al..
1985). Immunohistochemistry was performed according to a
previously described procedure (Dolmans et al., 2007).

Paraffin  sections were deparaffinized and rehydrated
andendogenous peroxidase activity was blocked by incubating
the sections with 0.3% H,O, (Merck) for 30 min at room
temperature. Antigen retrieval was carried out in citrate buffer
for 75 min at 98°C. Non-specific binding sites were blocked
with normal goat serum (NGS) for 30 min. The sections were
incubated with primary antibodies overnight: rabbit anti-
human Ki-67 immunoglobulin (1gG) (4°C, 1:250 dilution:
A0047 Dako, Glostrup, Denmark) or mouse monoclonal
anti-human vimentin IgG1 (room temperature, 1:50 dilution:
Clone V9, Novocastra, Newcastle, UK). A second incubation
was performed for 60 min at room temperature with goat
anti-rabbit 1gG (Dako. K4003) or goat anti-mouse lgG
(1:2 dilution, Dako. K4001). Diaminobenzidine (Dako) was
used as a chromogen and nuclei were counterstained with
haematoxylin. Human endometrium of proliferative status
and grafted human ovarian tissue were used as positive
controls for Ki-67 immunolabelling. The specificity of the
antibodies was shown on human and murine ovarian tissue
as illustrated in Figure 1.

Results

Isolation of follicles

After collagenase and PCB digestion respectively. 105 and
88 follicles were isolated from patient 1, 59 and 53 follicles
from patient 2, and 92 and 90 follicles from patient 3. Mouse
A was grafted with clots containing 105 and 88 follicles in
the right and left ovarian bursae respectively, mouse B with
clots of 59 and 53 follicles. and mouse C with clots of 92 and
90 follicles.

Histological evaluation

The right and left bursae (containing both mouse ovary and
human grafts) were removed after 22 weeks of grafting,
including 2 weeks of FSH stimulation. Four of the six
grafts were recovered, as the clots with collagenase-isolated
follicles in mouse A and mouse C could not be found.

Serial histological sections were analysed to determine
follicle number and stage. Follicles were classified according
to developmental stage. Primordial. primary, secondary
and antral follicles were all found on histological analysis
(Figures 2 and 3).

From the four grafts. 84 follicles were recovered in total:
Il primordial, 38 primary, 31 secondary and four antral. As
290 follicles were initially grafted, this gives a recovery rate
of 28.97%. The two grafts that could not be found were not
included as their loss was due to technical problems.

In mouse A, grafted with 88 PCB-isolated follicles on the
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right side, one antral follicle was found 5 months after
grafting.

In mouse B, 31 follicles (six primordial, 11 primary, 12
secondary and two antral) were recovered from the left
ovarian bursa grafted with 59 collagenase-isolated follicles.
and 13 follicles (four primary and nine secondary) from the
right ovarian bursa grafted with 53 PCB-isolated follicles.

In mouse C, grafted with 90 PCB-isolated follicles on the
right side, 39 follicles were recovered (five primordial. 23
primary. 10 secondary and one antral).

Morphologically. follicles at all stages looked well preserved.
Primordial (Figure 2A) and primary (Figure 2B) follicles
appeared as rounded structures, about 30-65 gm in diameter,
containing an intact oocyte with a large nucleus, spherical
or slightly ovoid in shape. The oocyte was surrounded by
a single and complete layer of granulosa cells, flattened
or cuboidal in shape. in primordial and primary follicles
respectively. Healthy-looking secondary follicles also
appeared as rounded structures, 80-150 gm in diameter
(Figure 2B, 3D). Four antral follicles were recovered: three
early antral follicles measuring 200-300 pm, two visible in
Figure 2B. and one small antral follicle measuring 600 pm
(Figure 2C). The fluid-filled antral cavity of this small antral
follicle was encapsulated by numerous layers of granulosa
cells and some theca cells. The oocyte with its nucleolus
was clearly visible, surrounded by an intact zona pellucida
(Figure 2C).

Histological analysis also demonstrated the presence of
stroma-like cells in the isolated follicle grafts (Figure 2A—
C). which showed a similar architecture to human ovarian
cortical tissue after grafting. They were further analysed by
immunohistochemistry.

Immunohistochemistry

As shown in Figure 3, intensive Ki-67 staining of granulosa
cells was observed in antral follicles (Figure 3B. D). and
staining of a few granulosa cells was observed in primordial.
primary and secondary follicles, proving that these follicles
were still growing and had not arrested their development.
This also indicates the human origin of these cells. as Ki-67
staining is human-specific (Figure 1).

In order to assess the origin of the stroma-like cells in the
grafts, immunostaining was carried out with anti-human
vimentin antibodies, specific for human tissue. Staining was
found to be strong in ungrafted human ovarian tissue. but not
detectable in mouse ovarian tissue (Figure 1A). In control
human tissue, vimentin immunoreactivity was detected
in the cytoplasm of human stromal cells (Figure 1B). In
isolated follicle grafts, the stroma-like tissue surrounding
follicles stained positive for human vimentin (Figure 3E.
F). confirming the human origin of the stromal cells, as
previously shown in isolated follicles grafted for 1 wecek
(Dolmans et al., 2007).
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Figure 1. Positive and negative
controls of Ki-67 and vimentin
immunohistochemical staining.
(A) Negative control of vimentin
staining: murine ovarian section
not stained by anti-human vimentin
antibody. Scale bar 50 pm. (B)
Positive control of vimentin staining:
human ovarian section stained by
anti-human  vimentin  antibody.
Staining is strong in  ovarian
stromal cells. Scale bar 100 gm. (C)
Negative control of Ki-67 staining:
murine ovarian section not stained
by anti-human Ki-67 antibody. Scale
bar 100 gm. (D) Positive control of
Ki-67 staining: granulosa cells from
human follicles stained by anti-
human Ki-67 antibody in ovarian
tissue grafted for | week. Scale bar
50 pm.

‘igure 2. Histological sections of isolated human follicles xenografted
for 5 months to severe combined immunodeficient (SCID) mice. (A)
Haematoxylin—eosin-stained histological section of a primordial follicle and
two follicles undergoing transition from the primordial to primary stage,
surrounded by well developed stroma-like cells. The morphology of these
follicles looks normal. Scale bar 50 ym. (B) Haematoxylin—eosin-stained
histological section of one early antral and one primary follicle both with
visible oocyte. One other antral follicle and three secondary follicles are also
present. The morphology of these follicles looks normal. The surrounding
stroma also appears normal, although less compact than native stroma. Scale
bar 100 gm. (C) Haematoxylin—eosin-stained histological section of a 600
pm antral follicle. H = human ovarian graft. M = mouse ovary. The oocyte
with a visible nucleolus is surrounded by an intact zona pellucida. The antral
cavity is encapsulated by multiple layers of apparently normal granulosa
cells and a few theca cells. Scale bar 200 ym.
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Figure 3. Immunohistochemical staining of the grafts. H = human ovarian graft. M = mouse ovary. (A) and (B) Anti-human
Ki-67 immunostaining of a small antral follicle. Intensive brown staining of the granulosa cells indicates proliferation. Note that
the mouse follicles on the right are not stained. Scale bar | mm for (A) and 200 gm for (B). (C) and (D) Anti-human Ki-67
immunostaining of two early antral follicles and a secondary follicle. Proliferating cells can be identified by Ki-67 immunolabelling
of their cell nuclei. Intensive Ki-67 staining of granulosa cells was observed in antral follicles, and staining of a few granulosa

cells in secondary follicles. Scale bar 200 gm for (C) and 100 gm for (D). (E) and (F) Anti-human vimentin immunostaining of

an isolated follicle xenograft. Staining is strong in stroma-like cells surrounding grafted human follicles. Scale bar 200 yem for (E)

and 50 gm for (F).

Discussion

As far as is known, this is the first study to show that isolated
human preantral follicles can survive and grow to the antral
stage 5 months after xenografting. Antral follicles were
previously obtained after xenotransplantation of human ovarian
cortical tissue, but this involved tissue fragments (Gook et al.,
2001, 2005: Van den Broecke er al.. 2001).

Previous attempts to assess the viability of isolated human
follicles by in-vitro culture approaches have yielded poor results.
Enzymatically isolated human primordial follicles did not grow
well in in-vitro culture (Abir er al., 1999. 2001: Hovatta, 2004),
and rapid disruption of the basement membrane was observed
(Abir er al.. 1997). Abir et al. (1999) cultured enzymatically
isolated human follicles on collagen gel but the follicles only
survived for 24 h.

The viability of isolated human follicles after xenotransplantation
was studied, and it was proven that they can survive for | week
after grafting (Dolmans et al., 2007). In the present study.
development of some antral follicles was observed 5 months
after transplantation of isolated small preantral follicles to
SCID mice. This demonstrates that human primordial and
primary follicles retain their developmental potential after
enzymatic isolation. The follicles were obviously growing, as
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demonstrated by intensive Ki-67 staining of granulosa cells.
However, it is of crucial importance that the quality of the
oocyte be further assessed, since isolation and transplantation
procedures may affect its developmental competence. As
pointed out by Hutt and Albertini (2007), the oocyte plays a key
role in the regulation of growth and differentiation of the follicle
and is highly sensitive to assisted reproductive technologies.

Morphologically normal primordial follicles were also found.
indicating that some follicles are maintained at a resting stage
after long-term transplantation, as observed for ovarian tissue
transplantation (Nisolle er al., 2000: Oktay er al., 2000; Gook
etal. . 2001).

A global graft recovery rate of 4/6 was obtained. which may
have been due to technical problems, as suggested by Carroll
and Gosden (1993). It was observed that for PCB-isolated
follicles, 3/3 grafts were recovered, compared with only
1/3 grafts for collagenase-isolated follicles. As discussed
elsewhere, it is believed that the purified endotoxin-free
enzyme preparation. Liberase. is a promising alternative to
impure collagenase preparations for the reproducible isolation
of intact primordial and primary follicles from human ovarian
tissue (Dolmans er al., 2006). The results here show, however,
that both Liberase and collagenase enzymatic protocols can
preserve follicular morphology and developmental potential,
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since well-developed follicles were found in both groups 5
months after xenotransplantation.

As itis known exactly how many isolated follicles were grafted.
it was possible to calculate the recovery rate. which was
28.97% (84 recovered follicles/290 grafted). This is in the same
range as the follicle recovery rate described in the literature
for grafted human tissue fragments. For example. Baird et al.
(1999) reported that about 35% of primordial follicles survived
transplantation when fresh sheep tissue was transplanted to SCID
mice. This was reduced by another 7% when frozen—thawed
tissue was grafted. In a study on autografting of sheep ovarian
cortex, Aubard er al. (1999) estimated that no more than 5% of
primordial follicles survived the freezing—grafting procedure. It
was shown that the isolated follicle recovery rate to be at least
comparable with that of transplanted fragments. as long as 5
months after grafting.

The formation of a new, well-vascularized, stroma-like
structure is likely to be a key factor in sustaining follicular
growth in the in-vivo model described here. In studies by
Carroll and Gosden (1993), the ability of dispersed ovarian
follicular and stromal cells to reorganize into a functioning
organ in vivo led to the restoration of fertility in mice. In a
previous study (Dolmans er al.. 2007), formation of a new
ovary-like structure was observed 7 days after grafting of
human follicles, although follicles were separated from stromal
cells after digestion of the ovarian cortex. This was done by
picking up the follicles with a pipette and washing them
three times with fresh medium to remove remaining stromal
cells. This intriguing phenomenon was also observed here. 5
months after grafting. The stroma-like cells of human origin.
as proved by positive vimentin staining, may have originated
either from contaminating stromal cells grafted together with
the isolated follicles or from the involvement of granulosa
cells with endothelial-like characteristics into a stromal cell
type (Antczak and Van Blerkom, 2000). Studies are currently
under way to characterize further the species-specific origin
of these cells using the fluorescence in-situ hybridization
technique. The stroma-like structure, although less compact
than native stroma. resembles cortical tissue after grafting.
Previous studies have indeed shown the stroma to exhibit poor
cellularity after autotransplantation (Camboni er al.. 2007) or
xenotransplantation (Nisolle er al., 2000) of cryopreserved
human ovarian tissue. Unexpectedly, the stroma-like tissue
observed after isolated follicle grafting was able to support
the development of follicles, even up to the antral stage. as
suggested by the presence of antral follicles and theca cells
surrounding the 600 ym antral follicle.

In-vivo xenografting of isolated ovarian follicles is thus a
promising approach to study the interaction between follicles
and stromal cells. Indeed. isolated primordial follicles do not
grow beyond the secondary stage in culture (Hovatta er al.,
1999), and organ culture renders follicle-stroma interaction
study almost impossible (Cortvrindt and Smith, 2001).

In conclusion, the present study demonstrates, for the first time,
preservation of the developmental potential of enzymatically
isolated small human preantral follicles 5 months after
xenografting. This may provide a model to investigate the
cross-reaction between stromal and follicular cells. It also
opens up new perspectives for pathologies at risk of cancer cell
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transmission. as an alternative to ovarian cortical transplantation,
once the safety of the procedure has been fully assessed.
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Des deux études précédentes, nous pouvons conclure que les follicules primordiaux humains
xénogreffés a la souris immunodéprimée sont viables a 6 mois, qu’ils peuvent se développer
jusgu’au stade antral et qu’ils s’entourent d’'un stroma ovarien en partie d’origine humaine.
Cependant, le rendement folliculaire est faible. Par ailleurs, ces follicules isolés connaissent
la méme activation folliculaire que celle observée apres greffe de fragments. Reste a
analyser ce néo-stroma pour comprendre son mécanisme de formation et les facteurs qu’il

produit qui soutiennent si bien la croissance folliculaire.

4.1.4. Vue globale de l'isolation et la greffe de follicules isolés.

Afin de pouvoir disposer de stroma néoformé, la premiere étape était de reproduire les
expériences décrites dans les deux articles ci-dessus. Malgré 11 tentatives d’isolation
folliculaire avec projet de xénogreffe auxquelles j'ai participé, seules 8 d’entre elles ont
permis d’obtenir assez de follicules pour greffer. Au total, 701 follicules ont été isolés. Neuf
souris SCID ont été greffées. Pour 4 d’entre elles, la xénogreffe a duré 3 semaines. Les cinqg
autres ont été greffées pendant 24 semaines, avec une stimulation par FSH les deux

dernieres semaines. Aucun greffon n’a été retrouvé a I’histologie.

Une analyse rétrospective de toutes les tentatives d’isolation de follicules humains
entreprises dans le laboratoire du Professeur Donnez a été réalisée. La premiére isolation
folliculaire rapportée date du 29/05/2003 et la derniére analysée date du 29/05/2007, soit
une période d’analyse de 4 ans. Sur cette période, 86 tentatives d’isolation folliculaire ont
été réalisées, dont 27 pour mettre au point et améliorer le protocole, 5 pour des études de
viabilité folliculaire, 4 pour études de I'isolation par Ficoll, 3 pour I'extraction d’ARN, 5 pour
entrainement initial a la xénogreffe, et 42 pour xénogreffes. Ces isolations ont été réalisées
sur 79 patientes, dont 26 sur du tissu congelé, certaines expériences ayant inclu plusieurs
patientes. L’age moyen des patientes était de 23,3 ans (IC95% 22,6-24,1). La performance de
I'isolation folliculaire apparait hautement variable, indépendante de I'dge de la patiente,
mais significativement meilleure quand elle est réalisée a partir de fragments frais (62

follicules/isolation) comparée a des fragments congelés (52 follicules/isolation, P=0,01). La
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biopsie réalisée pour la recherche était du méme ordre de grandeur que celle réalisée pour
la conservation de la fertilité. Quelques données concernant l'efficacité de l'isolation
folliculaire de 7 patientes étaient incompletes. Cependant, cette isolation folliculaire a
permis I'obtention de plus de 10 follicules chez 54 patientes (68,3%), et elles n’étaient plus

qgue 33 a avoir eu plus de 50 follicules isolés (41,7%).

Au total, environ 5 938 follicules ont été isolés, dont 2 725 dans le projet de faire une
xénogreffe. Onze tentatives de xénogreffe ont du étre annulées pour isolation folliculaire
insuffisante. Ainsi, 2 527 follicules ont effectivement été xénogreffés a 32 souris. A notre
connaissance, de I'ordre de 139 follicules ont été retrouvés dans ces greffes, soit a peu pres

5,5%.

4.2. Contribition a I’étude de la vitrification d’ovaire entier comme moyen de sauvegarde

de la fertilité

Les études préalables réalisées par Blandine Courbiéres et Anne Baudot (Baudot et al., 2007,
Courbiere et al., 2005, Courbiere et al., 2006) dans notre laboratoire ont montré que le
pédicule vasculaire d’ovaires exposés au cryoprotecteur « VS4 » pouvait étre vitrifié avec
succes, contrairement au cortex ovarien. Toutes les brebis autogreffées avec des ovaires
vitrifiés par « VS4 » n’ont pas rétabli leur fertilité, contrairement aux brebis témoins
autogreffées avec un ovaire frais. Apres vitrification puis greffe d’ovaires de brebis vitrifiés
avec « VS4 », aucun follicule n’avait été retrouvé (Courbiere et al., 2009). La question du
mécanisme impliqué dans cet échec persistait, les deux hypothéses étant une atteinte
directe du stroma ovarien ou une atteinte du pédicule vasculaire ayant conduit a un arrét de
la circulation systémique. Pour explorer ce mécanisme, un marquage de viabilité vasculaire a
été développé et de nouvelles tentatives d’autogreffe d’ovaires vitrifiés avec le

cryoprotecteur « VM3 » plus performant que le « VS4 » ont été réalisées.

4.2.1. Viabilité vasculaire apres vitrification ovarienne chez la brebis
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4.2.1.1. Introduction

Dans ce travail, nous avons voulu développer un marqueur métabolique du pédicule
d’ovaires entiers en culture. Pour le valider, nous avons induit des Iésions physiques et utilisé
des inhibiteurs métaboliques.

Dans un second temps, nous avons exploré la viabilité d’ovaires entiers vitrifiés par « VS4 »

en utilisant ce marqueur.

4.2.1.2. Article 3: Validation of a new metabolic marker to assess the vascular

viability of vitrified whole sheep ovaries.

Dans ce travail nous décrivons, pour la premiére fois, le marquage d’un ovaire par une
perfusion de MTT. Nous avons donc d’abord caractérisé ce marquage, puis le sens de ce
marquage et les voies métaboliques impliquées ont été explorées. Enfin, nous I'avons

appliqué aux ovaires vitrifiées avec « VS4 ».

4.2.1.2.1. Carractérisation du marquage ovarien par perfusion de MTT

Les ovaires de brebis perfusés avec du MTT ont pris une couleur bleu pourpre. Le milieu de
culture de I'ovaire s’est aussi rapidement coloré en jaune, suggérant que du MTT n’ayant par
réagi était libéré dans le milieu. D’ailleurs, comme nous le verrons dans le travail suivant, la
surface ovarienne était constamment marquée, alors que bon nombre d’entre eux
comportaient des zones profondes exclues du marquage. Des données préliminaires non
présentées dans cet article montrent qu’un délai d’exposition plus long augmente
proportionnellement le marquage MTT tandis qu’une plus grande concentration en MTT ne
modifie pas le marquage. Ce MTT n’ayant pas réagi est probablement libéré par la veine

dans le milieu de culture.

Microscopiquement, le MTT semble marquer préférentiellement et de maniére

reproductible les cellules musculaires lisses vasculaires.
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Le marquage quantitatif du pédicule vasculaire par le MTT est lui aussi reproductible et se

répartit de maniere normale.

4.2.1.2.2. Effets d’agressions physiques sur le marquage par MTT

Les immersions dans des milieux chauffés a 53°C et 65°C ou dans l'azote liquide
s’accompagnent d’une diminution significative et dose dépendante du marquage quantitatif
par MTT, de 48% (IC95% 41%-55%), 94% (IC95% 91%-96%) et 94% (93%-95%),
respectivement. Le chauffage induisant une dénaturation des protéines, et le
refroidissement rapide s’accompagnant d’une décompartimentation cellulaire, nos résultats
suggerent que le MTT est un bon marqueur de viabilité, quel que soit le type d’agression

auquel le tissu est soumis.

4.2.1.2.3. Métabolisme et marquage par MTT

L’ajout de 2-desoxy-D-glucose comme le remplacement du D-glucose par son énantiomere
non métabolisable L-glucose ou par du NaCl s’accompagne d’une réduction significative
(P<0,01) du marquage par MTT de 29%, 44,7% et 44,2%, respectivement. Cela montre que le

marquage MTT est partiellement dépendant du métabolisme du D-glucose.

L'ajout de pyruvate de sodium, substrat mitochondrial, s’est accompagné d’une légere
augmentation de 15,6% (IC95% 4,4%-28,8%) du marquage par MTT. Cette augmentation
existait, que le D-glucose soit présent ou non, et ne comblait pas le déficit en marquage

induit par la privation de glucose.

L'exposition a I'azoture de sodium, inhibiteur du complexe VI de la chaine de transport
d’électron mitochondriale, n’a pas modifié significativement le marquage par MTT, que du

glucose ait été présent ou non.

Enfin, I’exposition a de petites doses de chlorure de Diphenyleneiodium (DPI), un inhibiteur
de la NADPH,H" oxydase, enzyme effectrice de la voie des Pentoses Phosphates, a réduit de

maniére significative le marquage par MTT, de 25,3% (p<0,01).
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Dans les trois derniéres expériences, la privation de glucose était utilisée comme un témoin
positif interne et s’accompagnait a chaque fois d’une réduction significative (P<0,01) du

marquage par MTT, de 40,2%, 44,3% et 50,7%, respectivement.

Ces résultats suggérent que le marquage par MTT serait partiellement dépendant du

métabolisme du D-glucose par la voie des Pentoses Phosphates.

4.2.1.2.4. Marquage MTT et vitrification par « VS4 »

Lors de la vitrification d’ovaires entiers de brebis exposés au « VS4 » par immersion et
perfusion, le pédicule vasculaire paraissait correctement vitrifié alors que des zones de
cristallisation en glace étaient visibles a la surface du cortex ovarien, sous la forme de
patches opaques. Par ailleurs, des fractures du milieu de vitrification étaient visibles au
niveau de I'ovaire et du cathéter, a I'autre bout du pédicule vasculaire. Au réchauffement,
tous les ovaires ont connu un phénomene de cristallisation, débutant en péri-ovarien et
gagnant rapidement I'ensemble de |'ovaire et du milieu de conservation, au point de le
rendre compléetement opaque. L'exposition simple au « VS4» n’entrainait pas de
modification notable du marquage par MTT. En revanche, la vitrification (incompléete) apres
exposition au « VS4 » s’accompagnait d’'une réduction de 29,9% (1C95% 10,9%-48,9%) du
marquage par MTT. Microscopiquement, la vitrification apres exposition au « VS4 »

s’associait a des zones focalisées d’absence de marquage par MTT.

Alors que le pédicule vasculaire ovarien semblait correctement vitrifié, il a donc subi une

cristallisation au réchauffement et sa vitalité a été réduite.
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BACKGROUND: Whole ovary cryopreservation has been suggested as a means to preserve fertility. In animal models, autologous cryo-
preserved ovary transplants frequently undergo thrombosis and a method to assess the vascular viability of cryopreserved ovaries would be
valuable. We developed a staining method using methylthiazolyl blue tetrazolium (MTT, a metabolic marker) to assess the pedicle metab-
olism of whole ovaries vitrified using cryoprotectant called V54’

METHODS: Whole sheep ovaries were perfused with MTT (I g/l). In one group, ovarian tissue lesions were induced by immersing the
ovarian pedicle in medium at 53°C or 65°C or in liquid nitrogen prior to MTT perfusion. In the second group, several metabolic substrates
(D-glucose, L-glucose and pyruvic acid) and inhibitors [2-deoxy-bD-glucose for D-glucose metabolism, azide for mitochondrial respiration and
diphenyleneiodonium (DPI) for NADPH oxidase (an effector of the pentose phosphate pathway)] were added to the MTT stain. The third
group was subjected to V54 + vitrification/warming prior to MTT perfusion. Pedicle MTT staining was assessed qualitatively by histological
examination of frozen sections or quantified at 564 nm after solubilization in alcohol.

RESULTS: MTT strongly and reproducibly stained the vascular smooth muscle. Heating at 53°C or 65°C or cooling in liquid nitrogen sig-
nificantly diminished MTT staining by 48% (P = 0.001, n = 10), 94% (P = 0.0002, n = 10) and 94% (P = 0.0002, n = 10), respectively. MTT
staining was affected by p-glucose metabolism: absence of p-glucose, substitution of unmetabolized L-glucose for p-glucose or addition of 2-
deoxy-D-glucose significantly decreased MTT staining by 44% (P << 0.01, n = 10), 45% (P < 0.01, n= 10) and 29% (P < 0.01, n= 10), re-
spectively. Pyruvic acid failed to correct the MTT staining decrease induced by D-glucose deprivation and azide did not decrease MTT stain-
ing, suggesting that MTT staining could be independent of mitochondrial metabolism. Adding DPI significantly inhibited MTT staining by 25%
(P < 0.001, n=10), suggesting involvement of the pentose phosphate pathway's effectors.

Compared with controls, VS4-vitrified/warmed pedicles showed significantly less MTT staining (—30%, P < 0.005, n = 10), with un-
stained foci, whereas unvitrified VS4-exposed pedicles showed no difference.

CONCLUSIONS: MTT can serve as a qualitative and quantitative vascular viability marker.VS4 vitrification caused alterations in ovarian
vascular metabolism. MTT staining should allow accurate comparisons of whole-organ cryoprotection protocols.
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IntrOduction . cryopreserved before cancer treatment initiation (Donnez and

- Dolmans, 2009). Considerable progress has been made in the field
In the UK, ~| person in 750 is estimated to be a cancer survivor : of ovarian tissue cryopreservation since the first successful pregnancies
(Wallace et al., 2005). Chemo/radiotherapy for cancer can induce obtained in sheep using cryopreserved ovary fragments (Gosden et al.,
premature ovarian failure and loss of fertility (Donnez et al., 2000). © 1994).The first human pregnancy, with a live birth, was reported in
To safeguard fertility, embryos, gametes or ovarian tissue can be : 2004 (Donnez et al., 2004).
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Cryopreservation can be achieved using either slow freezing or vitri-
fication. Slow freezing involves controlling the adverse effects of the
osmotic changes and dehydration induced by ice crystallization by low-
ering the temperature slowly and using a moderately concentrated
cryoprotectant. Vitrification aims to avoid ice crystal formation by
rapidly cooling the tissues and using high but potentially toxic concen-
trations of cryoprotectants (Karlsson and Toner, 1996).

According to the Ethics Committee of the American Society for
Reproductive Medicine (2005), IVF followed by embryo cryopreserva-
tion is the only established method for preserving the fertility of young
women with cancer. However, this method is not always feasible,
particularly when the patient is prepubertal, the disease is hormone
sensitive or emergency cancer treatment is required. In these situa-
tions, cryopreservation of ovarian tissue may be a valid alternative.
Transplantation of cryopreserved ovarian cortex was successful in
restoring fertility to 12 cancer patients, who had |5 live born children
(Donnez and Dolmans, 201 1). Slow freezing was used, and the ovarian
tissue was grafted without vascular anastomosis. However, the lifespan
of such transplants is short, in part due to the ischaemic stress asso-
ciated with the need for neoangiogenesis (Nisolle et al., 2000). Cryo-
preservation of ovaries with their vascular pedicles would be helpful to
prevent post-transplantation ischaemia.

Many studies of whole cryopreserved ovarian transplants have been
conducted in sheep, as sheep ovaries resemble human ovaries in
terms of their size and fibrous structure (Gosden et al, 1994).
Although in vitro studies suggest that slow freezing of whole ovaries
may maintain follicular survival (Bedaiwy et al., 2006; Martinez-Madrid
et al, 2007, Onions et al., 2008; Wallin et al., 2009), adverse effects of
this method may include endothelial disruption (Onions et al., 2008)
and abnormalities in follicular metabolism as assessed in vitro on per-
fused ovaries (Wallin et al., 2009). Microvascular reanastomosis of
slow-frozen sheep ovaries (Bedaiwy et al., 2003; Revel et al., 2004;
Arav et al., 2005; Imhof et al., 2006; Bedaiwy and Falcone, 2007;
Grazul-Bilska et al, 2008) was often associated with thrombosis
(Bedaiwy et al., 2003; Revel et al, 2004; Arav et al, 2005; Imhof
et al, 2006; Bedaiwy and Falcone, 2007) and poor functional out-
comes (Grazul-Bilska et al, 2008; Onions et al, 2009), and we are
aware of only one reported pregnancy in a ewe with this method
(Imhof et al., 2006), although two new lamb births obtained recently
in our laboratory are described in a submitted manuscript. Besides
being poorly effective for fertility preservation, the technique could
potentially lead to the reintroduction of malignant cells to a cured
patient. When adding the potential risk of entire organ loss due to
a transplantation failure, the future of such a technique in the preser-
vation of the fertility is uncertain.

Blood vessels seem highly sensitive to freezing (Pascual et al., 2005)
and may be better preserved with vitrification. Moreover, slow
freezing protocols are based on an efficient but not toxic cellular
concentration of cryoprotectant. This concentration depends on the
permeability of the cells to cryprotectant and may not be achieved
for every cell type in an organ, possibly leading to ice injuries in
certain types of cells. Vitrification methods are less dependent on
cell permeability and could be a credible alternative for organ cryo-
preservation. Indeed, vitrified whole rabbit kidneys recovered their
function when implanted back into the animals (Fahy et al., 2009).
The cryoprotectant solution V5S4 has been found effective in prevent-
ing ice crystal formation in vitrified whole-ovary pedicles (Baudot et al.,
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2007). However, re-implantation of VS4-vitrified whole ovaries has
produced poor outcomes (Courbiere et al., 2009), and the vascular
toxicity of Y54 has not been fully investigated. A marker for assessing
the viability of cryopreserved whole ovaries would be helpful.
Methylthiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT) is a promising candi-
date for assessing vascular viability.

The MTT assay is a classic colorimetric assay used to evaluate the
metabolic effects of potentially cytotoxic drugs on cultured cells.
During this test, the yellow water-soluble compound MTT is
reduced to water-insoluble blue-purple formazan by a dehydrogenase
produced by metabolically active cells. The reaction requires the pres-
ence of hydroxide and NADPH, H4+ or NADH, H+ (Berridge et dl.,
2005).

The aim of the present study was to validate MTT as a metabolic
marker for assessing the viability of the ovarian vascular pedicle of
VS4-vitrified whole sheep ovaries. We studied the impact of physically
induced tissue lesions and of various metabolic substrates and inhibi-
tors on MTT staining. Then, we compared MTT staining of
VS4-exposed ovaries, with or without subsequent vitrification and
warming, with that of controls.

Materials and Methods
MTT staining

All chemicals were from Sigma Aldrich (Lyon, France), unless otherwise
specified.

Perfusion medium

We used modified Krebs-Henseleit buffer which contains 1.17 mM
MgSQOy, 1.18 mM KH,PO,, 4.69 mMKCI (Merck, Darmstadt, Germany),
118.07 mM NacCl, 2.54 mM CaCl, and 5.00 mM HEPES adjusted to pH
7.4 + 0.05 with ~1.87 mM NaOH. Medium osmolarity was calculated
at 307.8 mosmol/I. Osmolarity was kept constant across experiments
by adding sodium chloride if needed.

Collection and preparation of whole ovaries with their vascular pedicles
Entire sheep reproductive tracts with the ovarian vasculature starting at
the origin of the ovarian artery at the dorsal aorta were collected from
6-month-old lambs at the local slaughterhouse, placed in a modified
Krebs-Henseleit Buffer, transported to the laboratory and kept at 10°C.
The ovaries were isolated one by one. The meso ovarium was carefully
removed. After complete connective tissue removal, subsidiary blood
vessels (usually two per ovarian pedicle) were ligated at their origin,
using nylon sutures (6-0 Prolene; Ethicon, Issy Les Moulineaux, France),
to prevent any arterial leak. The ovarian artery was cannulated using a
24-G catheter (BD Insyte; BD, Le Pont de Claix, France), which was
secured using nylon sutures. The ovary [mean weight: 1.9 g 95% Cl
(1.86; 1.96)] was then rinsed for | min with | ml of 20 IU/ml heparinized
saline (Heéparine Choay; Sanofi, Paris, France) to verify the absence of
leakage and to remove macroscopically visible blood from the blood
vessels. The final preparation was composed only of the ovary with its iso-
lated artery and vein. The preparation was preserved at 10°C in a modi-
fied Krebs-Henseleit Buffer until four ovaries were available when the
experiments were started. The stability of quantitative MTT staining
with various times from ovary collection to perfusion was checked. Two
experimental sessions, each using four ovaries, were conducted every
day. The ovaries were perfused using a four-channel Minipuls 2 Peristaltic
Pump (Gilson, Villiers Le Bel, France), at 0.35 ml/min, as described previ-
ously (Courbiere et al., 2006, 2009).
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Exposure to MTT

The ovaries were immersed in 10ml of pre-heated modified
Krebs-Henseleit Buffer and perfused for 2 h, at 39°C (normal sheep
body temperature), with a modified Krebs-Henseleit Buffer supplemented
with 20 IU/ml heparin (Héparine Choay), | g/l MTT (Interchim, Montlu-
con, France) and other specific compounds needed for each experiment.

Evaluation of MTT staining

The catheter and subsidiary blood vessels with their ligature were excised
at their base from each MTT-stained whole ovary. The remaining peri-
toneum (coloured a deep dark blue) adhering to the ovarian pedicle
was removed, leaving only properly perfused vascular tissue for analysis.
The ovarian pedicle was sectioned at the ovarian hilum and cut into
three parts. The ovary was cut in half sagittally.

Spectroscopy was used to quantify MTT staining. The distal part of the
stained pedicle (near the hilum) was placed in 10 ml of absolute ethanol
(Hexalab, Saint Fons, France), and the dye was allowed to dissolve at
room temperature for | day. After air drying, the pedicle fragment was
weighed on a balance (HI0, Mettler, Viroflay, France, d = 0.1 mg). The
coloured alcohol was diluted 1/10, and its optical density (OD) was mea-
sured at 564 nm in a Hellma visible wavelength spectrum cell of | cm in
length (Hellma Analytics, Paris, France) using an UU-1700 PharmaSpec
adjustable spectrometer (Shimadzu, Champs-sur-Marne, France). Under
our condition, coloured alcohol absorbance was greatest at this wave-
length. Results were expressed as log(OD)/mg.

Histology was performed to qualitatively assess MTT staining. Half of
the ovary and the middle segment of the ovarian pedicle were placed in

individual Tissue-Tek cryomolds filled with OCT Tissue-Tek then frozen
in liquid nitrogen-cocled iso-pentane (all from Interchim). Frozen sections
of 4 um in thickness were cut using a cryostat (CM850; Leica Microsys-
tems, Nanterre, France) and laid on Superfrost/Plus slides (Menzel-
Glaser, Braunschweig, Germany). After air drying for 30 min at room
temperature, the slides were fixed for 30s in pH 7.4 buffered 0%
formalin (Carl Roth, Lauterbourg, France) and mounted using Fluoro-
mount (Interchim).

Experimental design

Effect of physically induced tissue lesions on MTT staining

Figure | depicts the experimental design. Ovaries (10 per condition) were
immersed for | min in liquid nitrogen or in a modified Krebs-Henseleit
Buffer at 53°C or 65°C then allowed to recover at room temperature.
The ovaries were then perfused with MTT and 10 mM p-glucose. Control
ovaries (10 per condition) were exposed to MTT in the same way but
were not previously exposed to physical injury. One ovary from each
lamb was allocated to the study group and the other to the control group.

Effect of metabolic substrates or inhibitors on MTT staining
To assess the effect of p-glucose metabolism, ovaries (10 per condition)
were exposed to MTT and 5mM b-glucose or 5mM b-glucose plus
15 mM 2-deoxy-D-glucose (Interchim) or 5 mM L-glucose (Interchim), or
NaCl for osmotic counterbalance. The ovaries from each pair were dis-
tributed equally among the experimental conditions.

Two experiments were conducted to assess the impact of mitochon-
drial metabolism. First, ovaries (10 per condition) were exposed to
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MTT with or without 5 mM p-glucose and/or |0 mM sodium pyruvate,
according to a 2 x 2 factorial design. Second, using the same 2 x 2
factorial design, ovaries (10 per condition) were exposed to MTT with
or without [0 mM p-glucose and/or 300 WM sodium azide. For each
pair of ovaries, one ovary was exposed to a metabolic modulator
(sodium pyruvate or sodium azide) and the other was not, the whole
pair being exposed or not to p-glucose.

To assess the impact of pentose-phosphate metabolism, ovaries (10 per
condition) were exposed to MTT with or without 5 mM of b-glucose and/
or 10 wM of diphenyleneiodonium chloride (DPI; Cayman, Tallinn,
Estonia) in 0.3%. (v/v) pure dimethyl sulphoxide (DMSO), using a
design with two crossed factors. DPI inhibits NADPH, H* oxidase, one
of the effector enzymes of the pentose phosphate pathway. The same
amount of DMSO was added to the controls. For each pair of ovaries,
one ovary was exposed to DPI and the other was not, the whole pair
being exposed or not to p-glucose.

Effect of VS4 exposure or V54 vitrification on MTT staining

The V54 exposure + vitrification procedure was too lengthy to allow two
successive experiments in the same day. Consequently, only two pairs of
ovaries were studied per day, i.e. two exposed ovaries and their perfused
controls. Ovaries from 20 pairs were allocated to either V54 exposure and
rinsing (study groups) or modified Krebs-Henseleit Buffer perfusion with
20 1U/ml of heparin, at room temperature, for the same amount of
time (control groups). Ten of the V54-exposed ovaries were subjected
to vitrification/thawing between V54 exposure and rinsing.

For the V54 exposure and rinsing protocol, ovaries were exposed to
V5S4 cryoprotectants as previously described (Courbiere et al., 2005,
2006; Baudot et al., 2007). Ovaries were immersed and perfused
with O ml of a carrier solution called ‘RPS-1" [10 mM MNaCl, 28.3 mM
KCI (Merck), 0.4 mM MgCl,, 0.05 mM CaCl,, 7.2 mM K;HPO,4 (Merck),
180 mM dextrose, 5mM reduced L-glutathione (Cayman) and | mM
adenine (Amresco, Solon, OH, USA)] containing DMSO, formamide
(Fluka, Lyon, France) and propylene glycol, in four steps of increasing
concentration [12.5% for 5min at room temperature (RT), 25% for
5min at RT, 50% for 15min at 4°C, up to maximum concentrations
(100%) of 2.75, 2.76 and 1.97 M, respectively, at 4°C for the final
15 min]. For removal of cryoprotectant, the ovaries were immersed and
perfused at RT with 10 ml of solution through three steps of 5 min and
of decreasing concentrations of cryoprotectant (50, 25 and 12.5%) and
mannitol (0.3, 0.1 and 0.1 M; CDM Lavoisier, Paris, France), followed by
a washout with BM| medium (Eurobio, Les Ulis, France). The ovaries
were then perfused with MTT and 10 mM of p-glucose.

For V54 vitrification/warming, 10 V54-exposed whole ovaries were
transferred individually and sealed into ethyl vinyl acetate cryobags (Macro-
pharma, Mouvaux, France) containing 10 ml of 100% VS4, avoiding the
formation of air bubbles. Vitrification was achieved by horizontal immer-
sion into liquid nitrogen, in which the bags were held until warming was
started; the minimum immersion time was |5 min. The vitrified ovaries
were then slowly rewarmed by natural convection in liquid nitrogen
vapours up to — 133°C (nearly approaching the presumed vitreous transi-
tion temperature of VS4-exposed tissue (Courbiere, et al., 2006; Baudot
et al, 2007). The ovaries were then quickly rewarmed by conduction
and forced convection, in a 45°C water bath, until the ovary temperature
rose to —5°C, when the ovaries were placed on a bed of crushed ice for
cryoprotectant removal. The study and control ovaries from a same pair
were simultaneously perfused with MTT and 10 mM of p-glucose.

Statistics

Data were analysed using Stata version | 1.0 (Stata Corp., College Station,
TX, USA). Means and 95% confidence intervals (95% Cls) were used as

the measures of central tendency and variability, respectively, Normality
of quantitative MTT staining was assessed on 65 control ovaries (perfused
with MTT and 10 mM of p-glucose, with no other intervention; 40 from
previously described experiments and 25 from other experiments), using
skewness/kurtosis tests. Quantitative comparisons between the various
glucose analogues and antagonists (D or L-glucose, 2-deoxy-p-glucose,
NaCl) were assessed using the Newman—Keuls test. The impact of mito-
chondrial respiration and the pentose phosphate pathway on MTT staining
(sodium pyruvate, sodium azide and DPI experiments) was analysed using
2 x 2 factonial design ANOVA. The effects of tissue lesions or V54
exposure or vitrification were analysed using the Mann-Whitney test or
Student’s t-test as appropriate.

Results

Perfusion

Each of the 285 ovaries studied was successfully perfused, with blood
flowing through the vein when rinsing the ovary and no leakage from
accessory vessels.

Characterization of MTT staining in controls

Macroscopically, the MTT-perfused ovarian vascular pedicles took on
a deep blue-purple colour.

Microscopically, MTT staining formed small dark blue grains spread
over the surface of stained structures and appeared stable for at least
| week. As shown in control ovary cryosections (Fig. 2), MTT strongly
and reproducibly stained (or co-localized with) the vascular smooth
muscle of the ovarian pedicle. The ovarian and pedicle stroma
showed fainter and more heterogeneous staining, which predominated
in structures consistent with microvessels.

As the skewness/kurtosis tests did not reject the normality hypoth-
esis (P =0.79), quantitative MTT staining was considered normally
distributed. Under the control conditions on 65 ovaries (i.e. MTT per-
fused with 10 mM of p-glucose), mean quantitative pedicle staining
was 0.0210 log(OD)/mg (95% Cl: 0.0199-0.0221).

Effect of physically induced tissue lesions on
MTT staining

Immersion in medium at 53°C or 65°C or in liquid nitrogen signifi-
cantly and dose dependently diminished quantitative MTT staining
by 48% (95CI: 41 —55%), 94% (95CI: 91 —96%) and 94% (95 CI:
93—95%), respectively (Fig. 3). Thus, heating, which causes protein
denaturation, or very fast cooling, which damages the cell membranes,
markedly decreased MTT staining, demonstrating that MTT staining
reflects changes in viability.

Metabolism and MTT staining

o-glucose metabolism

When 2-deoxy-D-glucose, a competitive inhibitor of b-glucose metab-
olism (concentration ratio, 3—|) was added or when D-glucose was
replaced by saline or by its unmetabolized enantiomer L-glucose,
MTT staining decreased significantly, by 29, 44.7 and 44.2%,
respectively (Fig. 4A). MTT staining thus appeared partially dependent
on p-glucose metabolism (Morgan and Faik, 1981).
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Figure 2 Histological assessment of control MTT staining. Frozen
sections of artery (A) and vein (B) from stained pedicle and
stroma (C€). MTT staining (formazan) formed small dark blue grains
on the surface of the vascular smooth muscle (SM). The ovarian
stroma (OS) and pedicle stroma (PS) showed considerably less stain-
ing, except in the micro-vessels (MV). Magnification x 100.

Mitochondrial metabolism

The results of the sodium pyruvate and sodium azide supplementation
experiments (Figs 4B and 3C, respectively) indicated no interaction
between D-glucose and these two compounds: adding b-glucose did
not change the effect of sodium pyruvate or of sodium azide. In
both experiments, the absence of p-glucose decreased the intensity
of MTT staining by 40.2% (sodium pyruvate experiments) and
44.3% (sodium azide experiments). Adding sodium pyruvate resulted
in a limited but statistically significant increase of 15.6% (95 ClI:
4.4—28.8%) in MTT staining, which thus fell far short of compensating

201

P=0.0002
P=0.0002
0025 P=0.001

e 002

o

o

o

-

’? 0015

s

8

E

T oot

3

8 o005

9 B .

Control 53°C 65°C -196°C
n=30 n=10 n=10 n=10
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for the decrease induced by p-glucose deprivation. Adding sodium
azide had no statistically significant effect on MTT staining.

Pentose phosphate metabolism

The effect of DPl on MTT staining was not influenced by the presence
or absence of p-glucose, indicating that no interaction occurred
between these compounds. Absence of D-glucose was associated
with a significant 50.7% reduction in MTT staining (Fig. 4D). Adding
DPI significantly decreased MTT staining by 25.3% (95CI:
14.8—35.8%).

MTT staining and VS4 exposure or
vitrification

Pedicles from whole ovaries consistently showed evidence of
complete vitrification, with the same appearance as native pedicles
surrounded by translucent medium, whereas frozen areas were
consistently visible in the ovarian cortex as white opaque patches
(Fig. 5A). The vitrified cryoprotectant solution surrounding the ovary
also constantly developed fractures, predominating around the
ovarian cortex and the plastic catheter. These cracks gradually and
extensively spread to the whole vitrified cryoprotectant solution, as
the ovary was slowly warmed by natural convection in liquid nitrogen
vapours. During the subsequent rapid warming, ice seeding from the
ovarian cortex area invaded the fully VS4-vitrified pedicles of all the
specimens [rewarming phase crystallization (RPC), Fig. 5B]. The
exact nucleation origin, either cracks or the frozen zones of the
ovarian cortex could not be determined. Despite temperature
control during thawing, | in |0 vitrified ovarian pedicles fractured.
The fracture was proximal and apparently confined to the veins, allow-
ing rinsing and MTT staining according to the protocol. However, the
fractured pedicle showed significantly less MTT staining compared
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DPI induced a limited but significant decrease in MTT staining. Bars represent the 95% Cl.

with the nine apparently intact vitrified pedicles (0.0103 log(DO)/mg;
95% Cl: 0.0111-0.0177; P < 0.05).

Staining of VS4-exposed and rinsed whole ovarian pedicles showed
no significant qualitative or quantitative differences compared with the
corresponding controls. Pedicles from VS4-vitrified whole ovaries
showed a significant reduction in quantitative MTT staining (Fig. 5C),
of 29.9% (95% Cl: 10.9—48.9%) when analysing all 10 pedicles
including the fractured one and of 29.8% (P < 0.001) when excluding
it. Histological analysis of frozen sections of VS4-vitrified whole ovaries
identified well-demarcated unstained patches scattered over the
surface of the stained vessels, each being centred by a vessel lumen.
These foci were seen on vessels from both the pedicle and the
stroma of the ovaries (Fig. 5E).

Discussion

In this study, perfused MTT strongly and reproducibly stained the
vascular smooth muscle cells of the ovarian pedicle. Tissue injury
induced by physical insults dose dependently diminished MTT staining,
demonstrating that MTT can serve as a viability marker for the ovarian
pedicle. MTT staining was partially dependent on p-glucose metab-
olism and on the pentose phosphate pathway, whereas mitochondrial
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respiration modulators had no effect. According to MTT staining
results, VS4 exposure had no adverse effect on pedicle vascular
metabolism, whereas warming of VS4-vitrified ovarian pedicles
resulted in ice crystallization with impaired vascular viability.

The site of MTT metabolism and precipitation deserves discussion.
Although Wang et al. (1998) incubated rat thoracic aorta rings in nitro
blue tetrazolium, a staining agent analogous to MTT, and found blue
deposits located mainly in the adventitia, the vessel type and dye
were different and the dye was not perfused. The MTT assay has
been widely used in published studies to assess the viability or prolif-
eration of smooth muscle cells (Li et al., 2010). A histological pattern
identical to that described in the present study has been previously
reported in MTT-stained cultured cells (Berridge et al, 1995; Liu
et al, 1997). Although MTT was present only in the perfusion
medium, MTT staining also involved extravascular structures such as
the ovarian surface and mesoovarium remnants adhering to the
ovarian pedicle. Extravascular MTT staining was probably related to
the release of unreacted MTT from the ovarian vein into the immer-
sion medium. In preliminary studies (data not shown), | g/| of MTT
produced nearly the maximal quantitative level of MTT staining, sug-
gesting the release of unreacted MTT through the vein. Another
study showed a linear relationship between the MTT perfusion time
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Figure 5 V5S4 exposure or vitrification and MTT staining. (A) and (B) VS4-vitrified whole ovaries in vapours of liquid nitrogen (A) and during thawing
in a 45”C water bath (B). Note the complete pedicle vitrification (A, arrowhead) compared with the ovarian cortex, which shows frozen areas (A,
arrow). Note also the cracks of the vitrified cryoprotectant medium surrounding the whole ovary, predominating around the ovarian cortex and in
contact with the yellow plastic catheter, at the right side of the picture. Warming induced ice crystallization, which seeded from the ovarian cortex
area, invading the entire ovary (B), tuming the medium into an opaque white. These pictures are representative of 10 ovaries. (C) Quantitative meas-
urement of MTT staining of VS4-exposed or VS4-vitrified ovarian pedicles. Rewarming phase crystallization following VS4 vitrification disturbed pedicle
viability/metabolism, whereas VS4 exposure alone had no effect. Bars represent the 95% Cl. (D) and (E) Four-micrometer frozen sections of
VS4-exposed (D) or VS4-vitrified (E) pedicles. Note the unstained foci (arrows) in the VS4-vitrified pedicles. These pictures are representative of
10 VS4-exposed and 10 VS4-vitrified whole ovaries. Magnification x25.

and quantitative staining, up to 2.5 h (data not shown). Our conditions
thus ensured that observed variations in MTT staining were related to
changes in cell viability or metabolism rather than to unavailability or
toxicity of the MTT.

MTT staining was partially dependant on D-glucose metabolism in
our study. The metabolic pathways involved in MTT staining require
discussion. An equivalent concentration of sodium pyruvate failed to
correct the decrease in MTT staining induced by p-glucose depriv-
ation. However, this mitochondrial substrate, commonly included in
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culture media (Gardner et al., 2000), can enter the cell, as suggested
by the limited but significant increase in MTT staining observed in the
present study, when both sodium pyruvate and D-glucose were
present. Such a metabolic synergy between these two substrates
has already been described for cultured cells (Knott et al., 2005)
and attributed to oxidant scavenger properties of sodium pyruvate
(Mallet and Sun, 2003). Moreover, 300 M of sodium azide failed to
significantly affect MTT staining, whereas, at that dose, this diffusible
inhibitor of the mitochondrial electron transport chain complex VI
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(Liu et al., 1997) is supposed to affect vessel physiology (Mian and
Martin, 1995) without causing cell death. Taken together, our
results suggest the involvement of extramitochondrial metabolic path-
ways. However, this statement should be considered with caution as
our experiments lack an index of mitochondrial activity to confirm that
pyruvate and azide did reach the vascular mitochondria. Moreover,
MTT is known to be an optimistic marker of cell viability, compared
with neutral red (Borenfreund et al, 1988) trypan blue, ATP and
DNA determinations (Wang et al., 2010). Partially active mitochondria
could thus normally reduce MTT in spite of inhibition or damage.
Consequently, the apparent total independence of MTT staining
from mitochondrial activity, suggested by the present study, could
be the consequence of technical limits rather than being a biological
reality. However, the mitochondrial dependence of MTT staining is
still a matter of debate. Since early experiments involving the
Complex Il in the MTT staining (Slater et al., 1963) or using MTT to
measure mitochondrial membrane potential (Reungpatthanaphong
et al., 2003), a premature conclusion was reached, still perpetrated
in the literature today, that mitochondria are the unique site of
MTT reduction. However, mitochondrial inhibitors [azide, rotenone
and thenoyltriflucroacetone (TTFA)] had no effect on MTT signal,
whereas they strongly inhibited the ATP-intensive process of DNA
synthesis (Berridge and Tan, 1993, 1995, 2005). Moreover, studies
using subcellular fractioning or confocal imaging supported a widely
distributed capacity of MTT reduction throughout the cell. Finally,
cells deficient in mitochondrial respiration (143B p”, HL60 p”, Hela
p°, PBI5 p“) have been shown to reduce MTT comparably to wild-
type cells (ratio varying between 0.4 and 1.05; Liu, et al., 1997;
Berridge et al., 2005). Our present findings are consistent with the
above evidence and support a significant contribution of non-
mitochondrial MTT reduction to the overall cellular reduction.

If b-glucose-dependent MTT staining is in part not related to mito-
chondrial activity, an alternative non-energetic part of Dp-glucose
metabolism is presumably involved. We partially confirmed this
hypothesis using DPI, an inhibitor of NADPH, H* oxidase, which
requires electrons from the pentose phosphate pathway and is thus
one of its effectors. Although not fully specific (Aldieri et al., 2008),
DPI remains largely used as an inhibitor of NADPH, H™ oxidase
(Wang et al., 1998). Even though the observed inhibition of MTT stain-
ing by 10 uM DPI was limited, this DPI dose was perhaps too small to
induce full inhibition. Its dissociation constant (K)) is 5.6 M for iso-
lated neutrophils (O'Donnell et al, 1993) and is probably even
higher for whole-organ cohesive cells, which are probably less sensi-
tive. However, at a higher concentration, DPI precipitated with the
modified Krebs-Henseleit Buffer medium. Although a few studies
found full inhibition with DPI 10 uM on isolated cells (Patterson
et al., 1999), most authors used 50 uM (Liu et al., 1997). Therefore,
the apparently limited inhibitory effect of the low DPI dose used in our
study is consistent with a strong role for NADPH, H™ oxidase activity
in MTT metabolism.

As adding 2-deoxy-D-glucose in the absence of p-glucose did not
decrease MTT staining (data not shown), the basal level of staining
was probably dependent neither on gluconeogenesis nor on prote-
olysis (which requires p-glucose neosynthesis). Moreover, these meta-
bolic pathways are normally active in hepatic tissues rather than
vascular tissues. The most likely hypothesis for explaining
p-glucose-independent MTT staining therefore involves a reaction
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with superoxide anions, as suggested for cultured cells (Burdon
et al, 1993). Nitro blue tetrazolium, a staining agent analogous to
MTT, is widely used to measure superoxide production in cell cultures
(Anderson and Deinard 1974; Patterson, et al., 1999). Moreover, the
ability of DPI to inhibit stimulated and basal MTT staining in our study
suggests at least partial involvement of NADPH, H™ oxidase, which is
responsible for superoxide production. However, the main
p-glucose-independent sources of these putative superoxide anions
remain unknown. Hypotheses include xanthine oxidase activity,
nitric oxide from nitric oxide synthase and NADPH, H™ from cellular
reserves.

Although ovaries seemed regularly perfused, V54 exposure did not
lead to acceptable vitrification, as massive RPC occurred in all studied
ovaries. Crystal formation apparently started in the ovarian cortex
area, which then seeded the rest of the ovary. This phenomencn
has been reported previously during whole ovary vitrification using
V54 (Baudot et al., 2007), whereas it was not reported after rabbit
kidney vitrification using M22, another cryoprotectant solution of
9.3 M concentration (Fahy et al., 2009). Moreover, functional recovery
did not occur for VS4-vitrified/warmed ovaries (Courbiere et al.,
2009), whereasM22-vitrified/warmed kidneys recovered their func-
tion when implanted back into the donor animals (Fahy et dl,
2009). A question could rise regarding the adequacy of the V54 vitri-
fication protocol for ewe whole ovary, potentially leading to RPC.
Indeed VS4 was initially developed for larger size organ vitrification,
although having being tested with rabbit kidney (Kheirabadi and
Fahy, 2000), whose weight (~ 10 g) is in the same order of magnitude
than ewe ovary (2 g). Moreover, this solution was initially described to
vitrify at 1000 atmospheres of hydrostatic pressure, when cooled at
~10°C/min (Fahy and Ali, 1997; Kheirabadi and Fahy, 2000).
However, recent converging data obtained with differential scanning
calorimetry showed that VS4 can vitrify at atmospheric pressure,
with a critical cooling rates between 1.7 and [4.3°C/min, a critical
warming rate of 340°C/min and a vitrous transition temperature
between —124.3°C and —125.2°C (Courbiere et al., 2006; Baudot
et al., 2007). The great discrepancy between critical cooling and
warming rate could be due in part to cracks leading to devitrification.
Both cracks and frozen zones, present in our vitrified ovaries, can
induce RPC and should be avoided. According to Rabin et al.
(2005), cracks of vitrified liquids appear as a complex multifactor
phenomenon dependant on the nature and the volume of the cryo-
protectant solution, the nature of the cooling surface and the
cooling rate (Steif et al., 2005). Pegg et al. (1997) also involved the
warming rate. Besides, the behavior of a system in which a biological
sample (with different thermal expansion properties) has been added
into the vitrification solutions could even be more complex (Steif et al.,
2009). Rabin et al. also reported cracks evens with an exceptionally
slow cooling rate of <1"C/min suggesting that crack avoidance may
require the improvement of more than one limiting factor.

The presence of unvitrified foci in the cortex of VS4-vitrified whole
ovaries is consistent with calorimetric data (Baudot et al., 2007). In this
previous study, complete vitrification was obtained for the ovarian
pedicle but not for the ovarian tissue (Courbiere et al, 2009).
However, this calorimetric study was carried out on isolated pedicle
and cortex samples. Consequently, it could not assess the potential
adverse effects of cortical ice crystals acting as triggers of recrystalliza-
tion in the whole vitrified pedicle during warming. In our study, MTT
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staining was decreased in vitrified/thawed pedicles that looked
completely vitrified but nevertheless underwent ice crystallization
during thawing. As this crystal formation occurred in all ovaries, we
could not prove that it affected pedicle viability or metabolism, as sug-
gested by the decreased MTT staining, and neither could we prove
that unvitrified cortical zones were responsible for the crystallization.
Be that as it may, improving vitrification in the ovarian cortex would
be valuable for fertility cryopreservation, even if it does not warrant
the absence of RPC.

The periluminal location of the unstained areas strongly suggested
an adverse effect of ice crystallization on pedicle viability and therefore
on MTT staining, as crystal formation usually started in the vessel
lumen and spreads subsequently (Karlsson and Toner, 1996). Never-
theless, VS4 exposure without vitrification was not associated with
MTT staining disturbance, indicating a role for the vitrification
process. That cryopreservation protocols which adversely affect
vessel physiology has been demonstrated in large vessels, mainly
using mechanical measurements of isometric contractility to acetylcho-
line (Song et al., 1995; Esther Rendal Vazquez et al., 2004). This tech-
nique was not feasible in our study, as the diameter of the pedicle
arteries was too small. In vitro studies of the vessels of cryopreserved
whole ovaries showed normal histology (Courbiere et al., 2005, 2006;
Bedaiwy et al., 2006; Baudot et al., 2007; Onions et al., 2008) or ultra-
structure (Martinez-Madrid et al., 2004, 2007), normal CD 34 protein
expression (Bedaiwy et al., 2006), normal apoptosis (Martinez-Madrid
et al., 2007) and normal membrane integrity (Martinez-Madrid et al.,
2004). However, these static markers were always investigated imme-
diately after warming and, consequently, any delayed lesions would
have been missed. Assessments of the viability of vessels of cryopre-
served whole ovaries after re-implantation showed normal expression
of factor VIII (Arav et al, 2005) but also partial transmural vessel
necrosis (Bedaiwy et al., 2003). MTT staining may provide an accurate
assessment of vessel viability of cryopreserved whole ovaries, without
requiring the long, expensive and animal-consuming step of
re-implantation. However, as we remarked previously, MTT is an opti-
mistic viability marlker which will be relevant for badly damaged organs
improper for being transplanted back, but would not necessarily
predict the transplantation outcome of normally stained organs.
Other viability markers such as substrate for esterase activity
(calcein AM), nucleic acid stains (ethidium bromide), mitochondrial
membrane potential markers (mitochondrion-selective rhodamine
123), or glucose uptake markers (2-NBD-deoxyglucose) could be
relevant alternatives for whole organ viability assessment. However,
contrary to MTT, their cost and the difficultness of their extraction
for quantitative assay would definitively be an obstacle to their use.
On the other hand, an evolution of the above-described protocol
could use new water-soluble tetrazolium dyes with two major advan-
tages: assessing the whole vascular tissue of the cultured organ and
keeping it for further transplantation if the test is positive.

Given the periluminal distribution of the vascular lesions induced by
V54 vitrification, concern has emerged about probable marked
adverse effects of this preservation method on endothelial viability
and vessel physiology. Endothelial damage has been documented
using scanning electron microscopy (Pascual et al., 2004) to assess
large arteries subjected to slow-freezing cryopreservation, a finding
that suggests limited long-term preservation of vascular allografts
(Pascual et al., 2005). In our study, the vessels were injured by a
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whole-ovary VS4-vitrification/warming process resulting in RPC, and
the lesions involved vessels located in the pedicle or ovarian stroma,
including the subcortical part of the ovary. These vessel injuries
defeat the purpose of whole ovary cryopreservation/warming,
which is to allow immediate restoration of the systemic vascularization
of the organ upon implantation back into the donor. Although we did
not obtain definitive proof that the vascular damage would lead to
poor functional outcomes, our findings suggest a risk of thrombosis
(Wu and Thiagarajan, 1996), arterial aneurysm, abnormal vessel
permeability and/or altered vessel physiology with an inability to regu-
late vascularization after re-implantation. Such effects might explain the
poor fertility outcomes in an in vivo study of VS4-vitrified whole sheep
ovaries (Courbiere et al., 2009), as they may have been added to the
organ injuries induced by ovary retrieval and re-implantation. Fresh
ovary transposition has been associated with a decrease in the
follicular density consistent with preserved fertility (Courbiere et al.,
2009). Additional lesions induced by ice crystallization in the ovarian
pedicle and stroma during warming after VS4-vitrification, however,
may prevent the restoration of fertility. Warming appears to be a crit-
ical phase of the vitrification protocol, as any crack or imperfectly vitri-
fied foci may result in RPC, impairing zones that were initially
completely vitrified. These results make all the more unlikely a poten-
tial use of ovarian autotransplantation for fertility preservation in
human, as malignant cells reintroduction or organ loss is possible.
Therefore, if whole organ function is to be restored, RPC must be
completely eliminated during the warming phase. In this regard,
MTT, which is a new qualitative and quantitative marker for vascular
metabolism, will permit accurate comparisons among whole-organ
cryoprotection protocols.
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4.2.2. Etude de la diffusion d’'un marqueur perfusé a I'ovaire

4.2.2.1. Introduction

Le travail précédent a montré que la vitrification ovarienne, apres exposition par « VS4 »,
n’était pas compléte puisqu’elle s’accompagnait constamment d’une cristallisation au
réchauffement. Ce phénomene peut avoir deux origines : soit la présence de fractures au
sein du milieu vitrifié induisant la nucléation au réchauffement, soit la présence de zones
non vitrifiées lors du refroidissement catalysant la cristallisation au réchauffement.
L'observation de zones cristallisées sur la surface des ovaires vitrifiés suggere I'implication
du deuxieme phénoméne. Cependant, nous ne savons pas pourquoi ces zones apparaissent.
Afin de mieux le comprendre, nous avons étudié la tranche des ovaires perfusés par MTT

dans le cadre du travail précédent.

4.2.2.2. Article 4: Factors related to unstained areas in whole ewe ovaries

perfused with a metabolic marker.

4.2.2.2.1. Les resultats de cette étude

Cet article, dont vous trouverez ci-aprés le manuscrit, est en cours de révision dans la revue
Human Reproduction.

Dans ce travail, nous avons analysé les facteurs associés a la présence de zones non
marquées sur la tranche d’ovaires de brebis lorsque ces derniers ont été perfusés par MTT.
Le MTT était utilisé comme marqueur perfusion. Trois cent soixante ovaires ont ainsi été
analysés, tous ayant été perfusés avec succes, c'est-a-dire sans fuite apparente et avec
vidange macroscopiquement compléte du sang encore présent dans les vaisseaux. Les
ovaires étudiés étaient ceux utilisés dans le travail précédent pour la validation du MTT
comme marqueur métabolique du pédicule vasculaire ovarien et pour I'étude de la viabilité
pédiculaire aprés vitrification d’ovaires entiers par «VS4». Dix-neuf conditions
expérimentales différentes ont ainsi été utilisées sans que celles-ci influencent I’existence ou

non de zones non marquées.
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Apres perfusion par MTT, les tranches d’ovaires comportaient des zones non marquées dans
64.4% des cas. En analyse uni-variée, la présence de ces zones non marquées était associée a
la présence d'un corps jaune, a une surface plus petite de la tranche ovarienne, a un
marquage du pédicule ovarien quantitativement plus fort et a une expérience moindre de
I'opérateur. Les groupes, avec et sans zones non marquées, n'étaient pas significativement
différents quant au poids de l'ovaire, au temps entre prélévement et rincage ou entre

prélevement et perfusion par MTT.

En analyse multi-variée, les facteurs indépendants associés a l'existence de zones non
marquées étaient la présence d'un corps jaune, la surface de la tranche ovarienne et
I'expérience de I'opérateur. La présence d'un corps jaune augmentait le risque de marquage
incomplet. Au contraire, le risque diminuait de maniére dose dépendante avec
I'augmentation de surface de la tranche ovarienne et I'expérience accrue de |'opérateur.
Une courbe d'apprentissage a pu étre établie avec une diminution significative du taux de
marquage incomplet, de 83% (IC95% 75%-92%) a 60% (IC95%, 54%-65%) apres la

préparation d'environ 80 ovaires (P < 0.0001).

Ces données éclairent d’un jour nouveau les échecs relatifs de sauvegarde de la fertilité par
cryoconservation d’ovaire entier. En effet, I'exposition d’ovaires entiers aux cryoprotecteurs
se faisant constamment par perfusion, ces ovaires doivent étre improprement exposés aux
cryoprotecteurs. En cas de congélation lente, ces portions d’ovaires improprement
perfusées pourraient étre exposées aux lésions de congélation et perdre elles-mémes les
capacités de reprises fonctionnelles. Cette interruption vasculaire pourrait aussi
hypothéquer la reprise fonctionnelle de toute zone située en aval de l'arbre vasculaire
interrompu. Le probléme est encore plus important en cas de vitrifiction. En effet, ces zones
non exposées aux cryoprotecteurs pourraient facilement subir une prise en glace lors du
refroidissement et cathaliser la cristalisation rapide de I'ovaire et de son pédicule vasculaire
lors du réchauffement. Il en résulterait des Iésions osmotiques diffuses sur tout I'organe,

compronettant sa reprise fonctionnelle.

4.2.2.2.2. Manuscrit soumis a Human Reproduction
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Factors Related to Unstained Foci in Whole Ewe Ovaries Perfused with a Metabolic Marker
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ABSTRACT

BACKGROUND: Whole ovary cryopreservation followed by vascular auto-transplantation has
been suggested to preserve fertility. A combination of immersion and perfusion is used to
ensure adequate exposure of the ovaries to cryoprotectants, although few data are available
on actual exposure. To explain the poor functional outcomes after whole ovary
cryopreservation, we evaluated ovary staining by in vitro perfusion with methylthiazolyl blue
tetrazolium (MTT) as a qualitative marker of tissue blood supply. METHODS: Whole ewe
ovaries with their vascular pedicles were perfused at 0.35 mL/min with 1 g/L MTT for 2 hours
at 39°C under various experimental conditions. The pedicles were removed and the ovaries
cut in half sagittally and photographed. Unstained foci on the slice surfaces were recorded.

Times from ovary collection to ovary rinsing and to MTT perfusion initiation, ovary weight
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and slice surface area, presence of a corpus luteum, and operator experience (number of
ovaries previously perfused) were recorded. Pedicle MTT staining was quantified at 564 nm
after solubilization in alcohol. A logistic regression model was built to identify factors
predicting incomplete ovary staining. RESULTS: We studied 360 ovaries under 19
experimental conditions. Unstained foci were common (64.4%). By multivariate analysis,
incomplete ovary staining was independently associated with lower experimenter
experience (P<0.02), smaller ovary slice surface area (P<0.0001), and presence of a corpus
luteum (P<0.01). Presence of unstained foci was independent from experimental conditions.
The rate of incomplete ovary staining decreased from 83% to 60% beyond the go™" perfused
ovary (P<0.0001). CONCLUSIONS: If unstained foci reflected absence of MTT exposure, then
ovary perfusion frequently resulted in incomplete tissue exposure, suggesting blood-supply
impairments that might adversely affect outcomes after whole ovary cryopreservation.
Uniformity of staining improved with experimenter experience.

Keywords: Fertility preservation, ovary, cryopreservation, organ culture, vascular perfusion

INTRODUCTION

Cancer treatments can adversely affect fertility in women of childbearing age (Donnez et al.,
2000). Cryopreservation of embryos and gametes before cancer treatment initiation is not
feasible in prepubertal girls, women with hormone-sensitive diseases, or women requiring
emergency treatment (Donnez and Dolmans, 2009). In these situations, cryopreservation of
ovarian tissue may be a valid alternative. Transplantation of cryopreserved ovarian cortex
was successful in restoring fertility to 12 cancer patients, who had 15 live-born children
(Donnez and Dolmans, 2011). The ovarian tissue was grafted back without vascular
anastomosis. However, the lifespan of such transplants is short, in part due to ischemic
stress, which requires neoangiogenesis (Nisolle et al., 2000). Cryopreservation of ovaries
with their vascular pedicles and subsequent vascular auto-transplantation would be helpful
to prevent posttransplantation ischemia. This technique requires sufficient exposure of the
entire ovary to cryoprotectants via a combination of perfusion and immersion, to ensure
protection against chilling injury. However, poor ovarian function has been reported after

cryoprotection of whole ovaries, as assessed in vitro (Grazul-Bilska et al., 2008, Onions et al.,
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2009) and in vivo, with a single reported pregnancy in a ewe (Imhof et al., 2006), two lamb
births having been obtained recently in our laboratory (unpublished data). In contrast,
cryopreserved whole rabbit kidneys recovered their function when implanted back into the
animals (Fahy et al., 2009). Cryoprotectant diffusion into perfused ovaries is a potentially
limiting factor that has not been adequately investigated. Methylthiazolyl blue tetrazolium
bromide (MTT) is a classical colorimetric stain that has been validated as a viability marker
for perfused ovaries (Torre et al., 2012).

The goal of this study was to identify factors influencing the completeness of tissue exposure
to a compound administered by whole ovary perfusion in vitro. We investigated MTT

staining of ewe ovaries.

MATERIAL AND METHODS

MTT staining

Chemicals were from Sigma Aldrich (Sigma Aldrich, Lyon, France), unless otherwise specified.

Perfusion medium

We used modified Krebs-Henseleit buffer containing 1.17 mM MgS0g4, 1.18 mM KH,PQy4, 4.69
mM KCl (Merck, Darmstadt, Germany), 118.07 mM NaCl, 2.54 mM CaCl,, and 5.00 mM
HEPES adjusted to pH 7.4+0.05 with about 1.87 mM of anhydrous sodium hydroxide (NaOH).
Mean calculated osmolarity was 307.8 mosmol/L. Osmolarity was kept identical across

experiments by adding sodium chloride if needed.

Collection and preparation of whole ovaries with their vascular pedicles

Entire sheep reproductive tracts with the ovarian vasculature starting at the origin of the
ovarian artery from the dorsal aorta were collected from 6-month-old lambs at the local
slaughterhouse, placed in modified Krebs-Henseleit buffer, transported to the laboratory,
and kept at 10°C. The ovaries were isolated one by one. The mesoovarium was carefully
removed. After complete connective tissue removal, subsidiary blood vessels (usually two
per ovarian pedicle) were ligated at their origin, using nylon sutures (6-0 Prolene, Ethicon,

Issy Les Moulineaux, France), taking care to avoid arterial leaks. The ovarian artery was
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cannulated using a 24G catheter (BD Insyte, BD, Le Pont de Claix, France), which was secured
using nylon sutures. The ovary was then rinsed for 1 minute with 1 mL of 20 IU/mL
heparinized saline (Héparine Choay, Sanofi, Paris, France) to verify the absence of leakage
and to remove macroscopically visible blood from the blood vessels. The final preparation
was composed only of the ovary and of its isolated artery and vein. The preparation was
weighed and preserved at 10°C in modified Krebs-Henseleit buffer until the experiments

were started.

Ovary exposure to MTT

The present study was conducted on the ovaries used to develop and to validate an MTT
assay of vascular pedicle viability and to conduct a preliminary evaluation of this assay on
exposed/rinsed ovaries and on ovaries that were vitrified/rewarmed using VS4
cryoprotectant (Torre et al., 2012). The experiments were started when four ovaries were
available. Two experimental sessions, each using four ovaries, were usually conducted every
day unless otherwise specified. The ovaries were perfused using a four-channel Minipuls 2
Peristaltic Pump (Gilson, Villiers Le Bel, France), at 0.35 mL/min, as described previously
(Courbiere et al., 2009, Courbiere et al., 2006). Each perfused solution was supplemented
with 20 IU/mL heparin (Héparine Choay) and passed through a 22-um filter (Millipore,
Molsheim, France).

We studied 409 ovaries, each of which was successfully perfused (i.e., blood flowing through
the vein when rinsing the ovarian vascular network through the artery, with no obvious
leaks). Each ovary was immersed in 10 mL of pre-heated modified Krebs-Henseleit buffer
and perfused for 2 hours at 39°C (normal sheep body temperature) with modified Krebs-
Henseleit buffer, 1 g/L MTT (Interchim, Montlucon, France), and other compounds,
depending on the experimental condition. Of the 409 ovaries, 360 (88%) were analyzed;
photographs of the other 49 ovaries were unavailable due to a memory failure of the digital
camera before back-up. The characteristics of the 360 ovaries studied were not significantly
different from those of the 49 excluded ovaries (data not shown).

The experimental conditions have been described in detail by Torre et al. (Torre et al., 2012).
Table 1 shows the numbers of ovaries in each experimental condition. Briefly, some ovaries

had no intervention before MTT perfusion without D-glucose (NaCl, n=51) or with D-glucose
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5 mM (n=53) or with D-glucose 10 mM (n=73). MTT was also perfused with 5 mM D-glucose
plus 15 mM 2-deoxy-D-glucose (Interchim) (10 ovaries), 5 mM L-glucose (Interchim) (8
ovaries), or 30 mM oxythiamine (Bachem, Voisins-le-Bretonneux, France) (8 ovaries). In
addition, 11 ovaries were perfused with MTT and 10 mM of sodium pyruvate and 11 ovaries
with MTT, 10 mM of sodium pyruvate, and 5 mM of D-glucose. Also, MTT was perfused with
300 uM of sodium azide with (11 ovaries) or without (11 ovaries) 10 mM D-glucose.
Perfusion with MTT plus 10 uM diphenyleneiodonium chloride (DPI, Cayman, Tallinn,
Estonia) was used with (12 ovaries) or without (11 ovaries) 5 mM D-glucose. Physical insults
were used to induce tissue lesions in 38 ovaries: they consisted in immersion for 1 minute in
liquid nitrogen (Liquid Nitrogen) (10 ovaries), modified Krebs-Henseleit buffer at 53°C (18
ovaries), or modified Krebs-Henseleit buffer at 65°C (10 ovaries). These 38 ovaries were
allowed to recover at room temperature before perfusion with MTT. Twenty ovaries were
previously perfused with modified Krebs-Henseleit buffer with 10 mM D-glucose and no MTT
at room temperature for about 1 hour before MTT staining (KH perfused ovaries). Previous
exposure to the cryoprotectant VS4 was used for 8 ovaries (VS4 exposed/rinsed ovaries) and
vitrification/rewarming with VS4, as previously described (Baudot et al., 2007, Courbiere et
al., 2005, Courbiere et al., 2006), for 12 ovaries (VS4 vitrified/rewarmed ovaries). Briefly, the
ovaries were immersed and perfused with three cryoprotectants, DMSO, formamide (Fluka,
Lyon, France), and propylene glycol, in increasing concentrations of up to 2.75 M, 2.76 M,
and 1.97 M, respectively. For cryoprotectant removal, the ovaries were perfused with
decreasing concentrations of cryoprotectant and mannitol (CDM Lavoisier, Paris, France).
Between cryoprotectant exposure and removal, some ovaries were vitrified by immersion in
liquid nitrogen then rewarmed slowly up to -133°C and quickly thereafter. These last VS4
exposurezvitrification procedures were lengthy and allowed only four ovaries to be studied
per day.

Each ovary was numbered in the chronological order of perfusion. Times from ovary retrieval
to ovary rinsing and to MTT perfusion were recorded, as well as the experimental condition

and the weight of each ovary. All experiments were carried out by a single operator (AT).

Evaluation of ovarian MTT staining
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The ovarian pedicle with its catheter was excised at the ovarian hilum from each MTT-
stained whole ovary, and the ovary was cut in half sagittally. The internal ovary surfaces of
each half ovary were photographed using a 28-mm-lens camera (Lumix FZ28, Panasonic,
France) held perpendicular to the ovary surface. A standardized plastic cassette for anatomic
analysis (Histocassette, Sakura, Villeneuve d'Ascq, France) was photographed with each
ovary. The photographs were analyzed using image analysis software (Histolab 5.11.1,
Microvision, Evry, France). On each photograph, the surface area of the entire internal slice
of each half ovary was measured, as well as the largeness of the Histocassette (reproductive
28-mm scale) photographed at the same time, by a single experimenter (FBB). An indicator
of ovary slice surface area was computed as the slice surface area measured on the
photograph normalized for the square of the length of the histocassette on the same
photograph (square scale). Presence of a corpus luteum was recorded. Spectroscopy was
used to quantify MTT staining of the vascular pedicle. The distal part of the stained pedicle
(near the hilum) was placed in 10 mL of absolute ethanol (Hexalab, Saint Fons, France), and
the dye was allowed to dissolve at room temperature for 1 day. After air drying, the pedicle
fragment was weighed on a balance (H10, Mettler, Viroflay, France, d=0.1 mg). The colored
alcohol was diluted 1/10, and its optical density (OD) was measured at 564 mM in a Hellma
visible wavelength spectrum cell of 1 cm in length (Hellma Analytics, Paris, France), using a
UU-1700 PharmaSpec adjustable spectrometer (Shimadzu, Champs-sur-Marne, France).
Under our conditions, colored alcohol absorbance was greatest at this wavelength. Results

were expressed as Log (OD)/mg.

Statistics

Data were analyzed using Stata version 10.0 (Stata Corp., College Station, TX, USA). Means
and 95% confidence intervals (95%Cls) were used as the measures of central tendency and
variability of quantitative variables, respectively. Categorical variables were expressed as
percentages. Ovaries were divided into groups according to the presence or absence of
unstained foci at the surface of ovarian slices. Between-group comparisons were with the
Mann-Whitney test for quantitative variables and the chi-square test for categorical
variables. Continuous variables were categorized according to their quartile distribution.

Variables yielding P values of less than 0.2 by univariate analysis were entered into a
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descending logistic linear regression model to identify factors associated with presence of
unstained foci on the internal slice surface. The learning curve for minimizing the risk of
unstained areas was studied by separating the ovaries into ten subgroups in the order of

handling. P values of less than 0.05 were considered significant.

RESULTS

After MTT perfusion, the entire ovary and its vascular pedicle turned a purplish blue. The
ovarian slices often showed unstained foci. Ovarian slice appearance and surface areas for
representative ovaries with complete and incomplete MTT staining are shown in Figure 1.
Table 2 lists the ovarian parameters and experimental data.

By univariate analysis, occurrence of unstained foci was associated with presence of a corpus
luteum, smaller slice surface area, greater quantitative pedicle staining, and earlier handling
in the experience of the operator (Table 2). The groups with and without unstained foci were
not significantly different regarding ovary weight, time to rinsing, or time to MTT perfusion.
Neither was the presence of unstained foci dependent on the experimental condition
(Tables 1 and 2).

By multivariate analysis, independent predictors of unstained foci were presence of a corpus
luteum, ovary slice surface area, and operator experience (Table 3). Presence of a corpus
luteum increased the risk of incomplete staining. In contrast, the risk decreased dose-
dependently as ovary slice surface area and operator experience increased. The learning
curve assessment (Figure 2) showed a significant decrease in incomplete staining from 83%
(95%Cl, 75%-92%) to 60% (95%Cl, 54%-65%) after preparation of about 80 ovaries
(P<0.0001).
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Figure 1. Photographs of ovaries completely or incompletely stained with MTT and
measurements for the study. The ovaries were perfused with MTT, combined with sodium
azide but no D-glucose (A), DPI with D-glucose (B), no D-glucose and nothing else (C), or
exposed to the cryoprotectant “VS4” then rinsed (D). Ovarian slice contours used to measure
surface and scale bars are in red; scale bar= 28 mm. Ovary A was completely stained and
ovaries B, C, and D incompletely stained.
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Figure 2. Learning curve. MTT-perfused ovaries were divided into 10 groups in the order
they were used for the experiments. Incomplete MTT staining was significantly more
common in the first two groups than in the eight last groups (*).
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Table 1. Distribution of MTT-perfused ewe ovaries among the experimental conditions and

among completely and incompletely stained groups
Ovarian slides with unstained areas

Type of condition

Number of
studied ovaries
per condition

Yes (n=232, 64.4%)

No (n=128, 35.6%)

NaCl
D-Glucose 5 mM
D-Glucose 10 mM

D-Glucose + 2
desoxyglucose

D-Glucose +
Pyruvate

L-glucose
D-Glucose + Aizde
D-Glucose + DPI
2 désoxyglucose
Pyruvate

Azide

DPI
Oxythiamine
53°C

65°C

Liquid Nitrogen

VsS4
exposed+rinced

V'S4 Vitrified

KH perfused

51

53

73

12

11

11

12

10

11

11

11

10

18

10

12

20

29 (56.9)
34 (64.2)

58 (79.5)

6 (50.0)

9(81.8)

5 (62.5)
6 (54.5)
6 (50.0)
6 (60.0)
5 (45.5)
7 (63.6)
6 (54.5)
4 (50.0)
7 (70.0)
10 (55.6)

6 (60.0)

3(37.5)

10 (83.3)

15 (75.0)
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22 (43.1)
19 (35.8)

15 (20.5)

6 (50.0)

2 (18.2)

3(37.5)
5 (45.5)
6 (50.0)
4 (40.0)
6 (54.5)
4 (36.4)
5 (45.5)
4 (50.5)
3(30.0)
8 (44.4)

4 (40.0)

5(62.5)

2 (12.7)

5(25.0)



Table 2. Characteristics of MTT-perfused ewe ovaries with and without incomplete
staining. Note that experimenter experience, ovary slice surface, presence of a corpus
luteum, and ovarian pedicle staining intensity differed significantly between the completely

and incompletely stained groups by univariate analysis.
Ovarian slides with unstained areas

Total ovarian
population,

(n=360)

Yes (n=232)

No (n=128)

Weight (g. 95%Cl)

Surface indicator

(95%Cl)
Corpus luteum
(n, (%))

Distribution of

ovarian number

quartiles (%)
Conditions (n)

Time from

ovarian retrieval

to rinsing (min.
95%Cl)

Time from

ovarian retrieval

to MTT onset

(min. 95%Cl)

Optical density of

pedicle staining

(mgt95%Cl)

1.94 [1.94-1.94]

0.40[0.39-0.41]

85 (23.6)

25/25/25/25

26

160 [152-168]

225 [216-233]

0.016 [0.015-

0.017]

1.97 [1.90-2.04]

0.39[0.37-0.40]

65 (28.1)

29/24/24/22

26

161 [150-171]

224 [213-235]

0.016 [0.015-

0.017]
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1.89[1.81-1.97]

0.43 [0.41-0.45]

20(15.6)

15/23/29/33

22

160 [146-173]

227 [212-242]

0.014 [0.013-

0.015]

0.62

0.0001*

0.02*

0.01*

0.41

0.96

0.86

0.0271*



Table 3. Multivariate analysis to detect factors associated with incomplete staining of the
internal slice surface of ewe ovaries perfused with MTT. Odd ratios (ORs) are reported. The
univariate analysis of continuous variables categorized in quartiles showed differences
between completely and incompletely stained ovaries for experimenter experience, ovary
slice surface area, presence of a corpus luteum, and ovarian pedicle staining intensity. In the
multivariate analysis, factors independently associated with incomplete staining were
experimenter experience, ovary slice surface area, and presence of a corpus luteum.

Univariate analysis Multivariate analysis
OR 95%Cl p OR 95%Cl p
Presence of corpus | 1.2-3.7 0.009 2.33 1.23-4.40 0.009*
luteum
Quartile of ovarian
surface
First 1
Second 0.51 0.26-0.99 0.048* 0.55 0.28-1.1 0.09
third 0.41 0.23-0.85 0.015* 0.47 0.24-0.94 0.032*
Forth 0.28 0.15-0.54 0.0001* 0.20 0.10-0.42 0.0001*
Quartile of
operator
experience
First 1
Second 0.47 0.24-0.90 0.022* 0.59 0.29-1.18 0.135
third 0.43 0.23-0.83 0.011* 0.45 0.22-0.92 0.030*
Forth 0.35 0.18-0.70 0.003* 0.41 0.19-0.86 0.019*
Quartile of
quantitative
pedicle staining
First 1
Second 1.49 0.81-2.73 0.197 1.40 0.72-2.7 0.319
third 1.70 0.92-3.14 0.091 1.54 0.79-3.00 0.204
Forth 1.81 0.98-3.34 0.057 1.41 0.73-2.71 0.300
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DISCUSSION

In this study, systemic ovarian exposure to a metabolic marker (MTT) resulted in incomplete
staining of over half the ovaries. Moreover, ovaries with smaller slice surface areas and
those containing a corpus luteum were at increased risk for incomplete staining. Greater
experience of the experimenter decreased the risk of incomplete staining.

To our knowledge, our work is the first to investigate the metabolic staining of perfused
whole ovaries. Previous studies assessing the systemic diffusion of a perfused marker into
ovaries used Indian ink, whose particle characteristics hinder the interpretation of unstained
foci (Gerritse et al., 2008).

Unstained foci in perfused ovaries may have been either metabolically inactive or unexposed
to MTT. Absence of metabolic activity is unlikely, although not ruled out by direct evidence
from our work. Indeed, the presence of unstained foci was independent from exposure to
the metabolic modulators used in our study. Moreover, the different conditions tested in
our study were expected to modify the intensity of MTT staining rather than its spatial
distribution. Therefore, the unstained foci were probably insufficiently exposed to MTT,
despite our systemic perfusion technique, suggesting incomplete filling of the ovarian
vascular network. In a study of bovine ovaries, up to 40% of bovine ovarian vessels were
excluded from Indian ink perfusion, and factors associated with exclusion were small vessel
diameter and vessel location in the cortex (Gerritse et al., 2008). Similar results obtained at
our laboratory in preliminary experiments on perfused ewe ovaries (data not shown) also
point to incomplete perfusion as the cause of incomplete staining. MTT is soluble and is
therefore unlikely to cause obstructions in the ovarian vascular network, whereas stains
containing particles (such as Indian ink) can embolize small-diameter vessels. Another
limitation of our work is the wide diversity of experimental conditions, which was due to our
use of ovaries included in a study of quantitative MTT staining (Torre et al., 2012). This
diversity might have affected the occurrence of unstained foci. However, the multivariate
analysis showed no significant variations in the rate of unstained foci across experimental
conditions.

The frequency of unstained foci was partly dependent on operator experience, ovarian slice

surface area, and presence of a corpus luteum. This last factor was significantly associated
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with perfusion failure in a study of bovine ovaries (Gerritse et al., 2008). The corpus luteum
may be surrounded by very small diameter blood vessels, which may be particularly
vulnerable to occlusion. Occlusion of these vessels may result either in foci unstained by
MTT (our study) or in massive vessel embolization by Indian ink particles with perfusion
pressure elevation, leakage, and perfusion failure (study of bovine ovaries). Moreover,
human ovaries are better vascularized in the follicular phase than in luteal phase
(Jokubkiene et al., 2006).

The mechanism underlying the protective effect of a larger slice surface area is unclear as
presence of a corpus luteum increased the surface area yet was associated with an increased
risk of incomplete staining. Conceivably, ovarian tissue condensation around the hilum may
result in greater vascular vulnerability in ovaries having a small slice surface, independently
of corpus luteum influence.

The learning curve effect suggests a role for embolism in the occurrence of unstained foci.
Preparation of the ovaries involved handling of the distal pedicle but not of the ovaries
themselves. However, in spite of operator training, 60% of the ovaries remain incompletely
stained, suggesting the involvement of other factors. One possibility is that a longer time to
ovary reperfusion may increase the risk of unstained foci, although the results of our
regression analysis do not support this hypothesis. A much shorter time might improve
vascularization. The range of reperfusion times in our experiments might substantially
exceed a critical threshold beyond which changes in the frequency of unstained foci are
small. Nevertheless, no evidence supporting a relationship between vessel permeability and
reperfusion time was obtained in our study or in the previous study of bovine ovaries
(Gerritse et al., 2008), in which the time to perfusion varied more widely, from 30 minutes to
4 hours. Perfusion parameters such as perfusion flow and pressure were not evaluated in
either study but might affect the extent of ovarian perfusion. The effect of vasodilatators or
thrombolytic agents should also be investigated, as well as that of oxidative stress
protectors.

Combined immersion and perfusion in cryoprotectants has been proven more effective than
immersion alone for cryopreserving whole ovaries by slow freezing (Gerritse et al., 2011).
However, whereas the cortex was fully protected by immersion, up to 70% of the medullary

was incompletely protected despite prolonged perfusion of cryoprotectants. This finding
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may explain the apparent discrepancy between the promising in vitro studies based on
follicle morphology or survival (Arav et al., 2005, Bedaiwy et al., 2003, Martinez-Madrid et
al., 2007, Martinez-Madrid et al., 2004, Onions et al., 2008, Wallin et al., 2009) and the poor
in vivo fertility outcomes after auto-transplantation of slow-frozen and thawed ovaries.
Despite numerous attempts (Arav et al., 2005, Bedaiwy and Falcone, 2007, Bedaiwy et al.,
2003, Grazul-Bilska et al., 2008, Imhof et al., 2006, Revel et al., 2004), a single gestation has
been reported in an ewe (Imhof et al., 2006) and another obtained in our laboratory
(unpublished data). Inadequate cryoprotectant exposure may adversely affect tissue survival
of slow-frozen ovaries, contributing to the poor functional outcomes, and the effect may be
even more marked with whole ovaries cryopreserved by vitrification. Indeed, vitrification
involves whole-organ exposure to high concentrations of cryoprotectants via both
immersion and perfusion. The rationale is to increase tissue fluid viscosity, thereby
preventing ice formation during rapid cooling (Karlsson and Toner, 1996). However,
unperfused parts of the ovary may not be adequately exposed to cryoprotectants and may
therefore allow ice formation. The ice in these unperfused foci may act as seeding areas for
global crystallization during re-warming. In differential scanning calorimetric experiments,
when whole ovaries were exposed to the vitrification solution “VS4”, the pedicles showed
adequate vitrification with virtually no ice formation but the ovarian cortex failed to vitrify,
resulting in massive ice formation (Baudot et al., 2007). Focal ice formation was consistently
found in the ovarian cortex. Rewarming-phase crystallization started near the foci of ice
formation then spread throughout the ovary. This pattern was seen consistently in “VS4”
vitrified/rewarmed ovaries (Torre et al., 2012). Although isolated “VS4” exposed ovarian
pedicles were protected against ice formation (Baudot et al., 2007), vitrification/rewarming
resulted in significant alterations in pedicle viability, suggesting adverse effects of
rewarming-phase crystallization (Torre et al., 2012). Finally, after auto-transplantation of
vitrified/rewarmed ewe ovaries, no surviving follicles were detected and no gestations were
obtained (Courbiere et al., 2009). Attempted fertility preservation by auto-transplantation of
whole ewe ovaries vitrified with the new potent cryoprotectant “VM3” failed recently in our
laboratory (unpublished data). We hypothesize that the inadequate vitrification and poor
fertility outcomes of vitrified ewe ovaries result, in part, from inadequate cryoprotectant

exposure due to the presence of unvascularized ovarian foci. Given the other risks of whole-
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ovary cryopreservation for safeguarding fertility in cancer patient, such as the reintroduction
of malignant cells and failure of auto-transplantation, our result deserve whole ovary
vitrification as a possible technique for fertility preservation in human. Before whole ovary
vitrification can be considered as holding promise for fertility preservation, cryoprotectant
exposure of the whole organ will have to be improved. Among others, perfusion parameters,

vasodilatators, thrombolytic agents or oxidative stress protectors should be investigated.
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4.3. Comparaison de fonction ovarienne apres cryoconservation et auto-transplantation

vasculaire d’ovaires traités pas congélation lente et par vitrification

Les premiers résultats de cette these comme ceux de la thése de Blandine Courbiere
suggérent que la vitrification d’ovaires entiers serait un mode de cryoconservation
inapproprié pour sauvegarder la fertilité. En effet, la transplantation d’ovaires entiers
vitrifiés apres exposition au « VS4 » n’a pas permis de rétablir la fertilité chez la brebis,
contrairement aux brebis témoins chez lesquelles I'ovaire a été transplanté a I'état frais

(Courbiere et al., 2009). De plus, ce protocole ne permet pas la vitrification compléte du
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cortex ovarien. Cela semble avoir un effet néfaste sur I'organe entier, |’ovaire et son pédicule
vasculaire subissant une cristallisation globale au réchauffement (Torre et al., 2012), alors
que le pédicule était initialement efficacement vitrifié (Baudot et al., 2007). Il s’en suit, entre
autre, une altération de la viabilité vasculaire de ces ovaires entiers (Torre et al., 2012). Une
raison a cette faible vitrification du cortex ovarien a été apportée par |'étude précédente
dans laquelle nous avons montré que 'exposition de ces ovaires aux cryoprotecteurs est
inhomogene, certaines zones d’exclusion vasculaire n’étant probablement pas correctement
exposées et conduisant possiblement a une nucléation. Cependant, d’autres mécanismes
peuvent aussi étre mis en ceuvre. |l est possible que le « VS4 » n’ait pas les propriétés
vitrifiantes suffisantes pour assurer une vitrification compléete, méme dans les zones de
faible diffusion tissulaire du cryoprotecteur. Nous avons donc essayé le « VM3 », un nouveau
cocktail de cryoprotecteurs dont les propriétés vitrifiantes sont bien meilleures (Fahy et al.,
2004), pour tenter de sauvegarder la fertilité par transplantation d’ovaire entier vitrifié, chez
la brebis. Comme une gestation avait déja été obtenue dans cette espéce apres congélation
lente d’ovaire entier (Imhof et al., 2006), ce mode de cryoconservation nous a servi de
témoin. Nous avons donc comparé les résultats d’un groupe ayant recu les ovaires congelés

a ceux d’un groupe ayant regu les ovaires vitrifiés apres exposition au « VM3 ».

4.3.1. Cryoconservation : la vitrfication toujours marquée par une cristallisation au

réchauffement.

Tous les ovaires prélevés ont été perfusés avec succes. Aucune difficulté technique n’a été
rencontrée au cours du protocole de congélation lente. En revanche, a 'image de ce qu’on
avait observé avec « VS4 », les ovaires vitrifiés apres exposition au « VM3 » présentaient
tous des patches blanchatres a la surface du cortex, évocateurs d’échec focal de vitrification.
Le pédicule vasculaire semblait correctement vitrifié. De la méme maniére qu’avec « VS4 »,
une cristallisation est survenue pendant la phase rapide du réchauffement de chaque ovaire
vitrifié avec « VM3 ». Aucune fracture du pédicule n’a été observée aprés vitrification
d’ovaire. Les données du prélévement sont présentées tableau 7. Tous les ovaires ont été

prélevés et cryoconservés, puis les transplanations ont été réalisées. Le protocole de
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vitrification par « VM3 » ayant été malitrisé tardivement, les premiers ovaires prélevés

étaient congelés puis les suivants ont été vitrifiés.

Vitrification
Congélation lente Statistique
VM3
Nombre d’animaux transplantés 6 6
Age au prélévement (jours) 7015 250 + 30 P =0.026

Poids (kg) 36+4 355 NS
Durée prélévement (minutes) 52+13 61+15 NS

Durée entre prélévement et transplantation (jours) 200 + 32 30+12 P =0.0087
Durée transplantation (minutes) 198 £ 52 241 +37 NS
Durée d’ischémie (minutes) 233+51 304 £48 NS

Tableau 7. Caractéristiques des brebis auto-transplantées avec ovaires cryoconservés par congélation lente ou par vitrification selon le
protocole « VM3 ».

Nos brebis étant d’age homogeéne, le prélevement d’ovaire pour congélation lente s’est donc

fait a un age significativement plus jeune que celui pour vitrification. Pour « rattraper » cette
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différence d’age, les ovaires congelés ont été transplantés en dernier, expliquant un temps

entre prélevement et transplantation significativement plus long dans ce groupe.

4.3.2. Confirmation que I"auto-transplantation d’ovaires cryoconservés est

techniquement faisable

Les anastomoses vasculaires ont été considérées comme satisfaisantes sur I’ensemble du
groupe « congélation lente ». Le groupe «vitrification» a été marqué par 2 échecs
primaires. Les principaux résultats du suivi des brebis transplantées sont présentés dans le

tableau 8.

4.3.2.1. Une anastomose chirurgicale maitrisée

Les difficultés techniques rencontrées étaient, tout d’abord, d’ordre technique, liées a
I'installation chirurgicale et aux données anatomiques. En effet, le bassin de la brebis était
profond et I'exposition de l'utérus et des trompes était délicate. De plus, le calibre des
vaisseaux était de I'ordre du millimétre et I’équipement grossissant a disposition était tout

juste suffisant.

Cependant, les échecs rencontrés semblaient plus découler de la technique de

cryoconservation que d’un échec physique d’anastomose.

Le temps moyen d’intervention pour le prélevement était de 56 + 7 minutes. Le temps

moyen d’intervention pour cette greffe était de 225 + 9 minutes.

4.3.2.2. Deux échecs immédiats d’anastomose liés au mode de

cryoconservation

Sur les 12 anastomoses réalisées, 2 ont été marquées par un échec immédiat de

rétablissement du flux vasculaire, chacun sur ovaire vitrifié.

228



L'un des ovaires transplantés a été le siége d’une suffusion hémorragique au sein du
pédicule lors du déclampage des vaisseaux. L'ovaire n’a pas semblé étre reperfusé en raison
du développement de cet hématome. |l pourrait s’agir d'une fracture vasculaire
survenuecours des étapes de vitrification/rechauffement, éventuellement liée a un choc
thermique ou mécanique (fracture du verre). La vitrification est une technique sensée éviter
la formation de cristaux de glace, contrairement a la congélation lente ou la cristallisation est
contrbélée. Cependant, il est possible que cette technique ne soit que partiellement
maitrisée.

L'autre échec primaire s’est produit en raison du blocage du flux sanguin artériel dans une
boucle de I'artére ovarienne du transplant, entre la suture vasculaire artérielle et I'ovaire, a
distance de l'anastomose. L’hypothése est qu’une lésion pariétale vasculaire se soit

produite, avec un phénoméne de clapet qui oblitererait la lumiere artérielle.

Le fait que ces échecs aient été observés immédiatement pourrait faire penser que
I'anastomose est, en elle-méme, une limite a la reprise fonctionnelle de ces organes
cryoconservés. Pourtant, dans les deux cas, I'interruption du flux est survenue a distance de
I'anastomose, et toujours sur ovaires vitrifiés. Ainsi, malgré les difficultés techniques, les
échecs d’anastomose observés semblent liés a la cryoconservation. Celle-ci semble modifier
la qualité des tissus et pourrait entrainer des lésions endothéliales favorisant la thrombose
vasculaire. Des plaies vasculaires étagées peuvent éventuellement survenir en cas de
phénomeénes locaux de cristallisation ou en cas de fractures de |'ovaire au cours du
réchauffement. Il est possible que des lésions infra-cliniques aient conduit a I'interruption

retardée du flux vasculaire, sans que nous puissions en faire le diagnostic de visu.

4.3.3. Lareprise de la fonction hormonale des ovaires cryoconservés et transplantés

existe mais n’est pas systématique

La brebis est une espéce ocestrale. La reprise hormonale correspond a I'entrée en phase
d’cestrus. Les cycles sexuels durent environ 17 jours et s’enchainent en I'absence de

fécondation. La progestérone est sécrétée par le corps jaune formé par la différenciation des
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cellules du follicule apres I'ovulation. Elle est donc un véritable marqueur de I'ovulation. En
période d’cestrus, Il existe ainsi toujours un corps jaune fonctionnel et le taux de la
progestérone ne chute jamais, donnant ainsi un aspect en plateau. En cas de gestation, les
cycles s’arrétent et la progestérone, d’abord d’origine ovarienne puis relayée par la sécrétion
placentaire, va s’élever progressivement au cours du 3*™ mois. Si aucun cycle ovulatoire ne
conduit a la fécondation, la progestérone retourne au taux basal a la fin de |'cestrus

saisonnier.

Une brebis du groupe « congélation lente » est morte 4 semaines aprés la réanastomose,
sans cause apparente a l'autopsie. Nous n’avons donc obtenu pour elle aucun dosage
biologique. L’analyse histologique de I'ovaire et du pédicule vasculaire n’a pas permis de
retrouver des structures conservées mais les prélevements ont certainement été trop
tardifs. Une brebis du groupe « vitrification » est morte 7 mois apres la réanastomose. Les
préléevements biologiques ont eu lieu pendant 6 mois et la stimulation ovarienne n’avait pas
pu étre réalisée avant le décés. L'analyse des résultats a donc porté sur 5 brebis traitées
selon le protocole de congélation lente et sur 6 brebis traitées selon le protocole de

vitrification « VM3 ». Notre recul est d’environ 3 ans, entre la transplantation et le sacrifice.

4.3.3.1. En congélation lente.

Quatre brebis sur les 5 survivantes du groupe « congélation lente » ont montré une reprise
hormonale sous la forme d’une augmentation de la progestéronémie circulante, dont 3
aprés synchronisation. La cinquieme brebis, transplantée en dernier, n’a jamais repris
d’activité hormonale ovarienne et la progestéronémie est restée basse en dépit d’une

synchronisation.

On observe 2 profils trés différents de reprise hormonale :
e Le premier apparait sous la forme du plateau classique de progestérone avec des
taux variant faiblement autour de 5 ng/ml et d’'une durée de 4,5 mois, chez 2 brebis
(Figure 8, brebis 80 068 et 80 136). Le début de I'oestrus est survenu spontanément 5

mois apres la transplantation chez une brebis. Les caractéristiques de cet oestrus
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sont conformes a ce qui est rapporté chez la brebis en dehors de toute intervention
extérieure et sont compatibles avec I'hypothése d’un fonctionnement normal de
I'ovaire. La 2éme brebis est entrée en oestrus aprés la synchronisation, 7,5 mois
apres la transplantation et a développé une phase d’oestrus avec une

progestéronémie en plateau pendant 4 mois.

e L’autre profil de reprise spontanée prend la forme de pics de progestérone de I'ordre
de 3 a5 ng/ml pendant 10 a 15 jours seulement, et il est aussi retrouvé chez 2 brebis.
Il s’agit indiscutablement de la preuve d’'un développement folliculaire, mais moins
intense et non entretenu. Ces 2 brebis ont ensuite bénéficié de la synchronisation
suivie du déclenchement de l'ovulation par injection de PMSG (Figure 8, brebis
80 109 et 80 327). Les 2 brebis ont répondu au déclenchement de I'ovulation en
présentant un plateau de progestérone tres intense mais plus bref. Il s’agit de taux
supérieurs a 15 ng/ml, pendant une durée de 1 mois. Un taux de 5 ng/ml est
compatible avec l'activité d’un corps jaune unique, mais des taux de 15 ng/ml se
rencontrent plutét en fin de gestation. Nous avangons I'hypothese que 3 corps
jaunes ont fonctionné ensemble, peut-étre a cause d’une remise en route brutale de
I’ovaire, avec maturation de 3 follicules en méme temps. Elles n"ont néanmoins pas

ensuite poursuivi I'oestrus avec des cycles sexuels classiques.

4.3.3.2. En vitrification.

Quatre brebis sur 6 ont eu une transplantation ovarienne satisfaisante. Deux brebis ont
spontanément présenté une reprise hormonale sous la forme d’un plateau d’'une durée de 4
mois, 3 et 5 aprés la greffe (Figure 9, brebis 80 203, 80 365). Une 3°™ prebis n’a pas
présenté de plateau mais seulement un pic de progestérone pendant 10 jours, 6 mois apres
la greffe (Figure 9, brebis 80 176). Cette brebis est morte 7 mois apres la greffe, sans avoir
été synchronisée. La 4éme brebis a bénéficié de la synchronisation 6 mois aprés la greffe et

est entrée en cestrus en réponse (Figure 9, brebis et 80 155).
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Les 2 autres brebis, pour lesquelles un échec primaire était redouté, ont présenté quelques
pics de progestérone significatif. Nous retenons I’hypothése d’une possible revascularisation
de l'ovaire a partir du péritoine adjacent, tel une greffe de cortex ovarien. Cela pourrait
expliquer qu’un développement folliculaire ait eu lieu, mais a partir d’'une faible quantité de

tissu ovarien et que le stock de follicules ayant survécu se soit suffisament faible pour

empécher I'enchainement classique des cycles de I'cestrus (Figure 9, brebis 80 010 80 353).

1.1.1. Le comportement sexuel des brebis transplantées existe, indépendamment de

la reprise hormonale

Classiquement, la présence du male favorise I’entrée en cestrus et prolonge cette phase. Les

sécrétions hormonales de la brebis stimulent chez le bélier le comportement sexuel.

Nous avons cependnt relevé un certain nombre de discordances entre marquage a la craie et
statut hormonal des brebis. En particulier, les 2 brebis du groupe « vitrification » ayant eu un
échec de I'anastomose ovarienne ont tout de méme été marquées, alors que leur taux de
progestérone restait bas. Il semble, en fait, que le bélier se soit « intéressé » a toutes les
brebis... Ainsi, le marquage a la craie de la croupe des brebis ne nous a permis que d’étre
sirs de l'existence de l'activité sexuelle, mais sans aucune spécificité quant au statut

hormonal.

1.1.2. Une gestation a été obtenue dans le groupe congélation lente, aucune dans le

groupe vitrification par VS3

Une gestation gemellaire est survenue chez une brebis du groupe congélation lente le 15
mars 2010, 1 an 9 mois et 12 jours apres transplantation. Les deux agnaux, un male et une
femelle, se portent bien. La petite brebis s’est reproduite, sans difficulté. En revanche,

aucune gestation n’est survenue dans le groupe vitrification par « VM3 ».

1.1.3. L'analyse macroscopique et histologique des ovaires transplantés permet-elle

d’expliquer cette différence de potentiel reproducteur ?
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L’analyse histologique des greffons est en cours.
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Bien que non significativement différentes, les données de notre étude suggerent que la
vitrification d’ovaire entier par « VM3 » est moins appropriée que la congélation lente

d’ovaire entier pour la sauvegarde de la fertilité chez la brebis.

Vitrification
Congélation lente
VM3 Statistique
N=6
N=6
Echec d’anastomose 0/6 2/6 NS
Brebis décédées 1/6 1/6 NS
Reprise hormonales 4/5 5/6 NS
Gestations 1 0 NS
Follicules présents dans les
greffons

Tableau 8. Principaux résultats du suivi de brebis transplantées d’ovaires congelés ou vitrifiés selon « VM3 ».

Ces résultats sont concordants avec ceux de Blandine Courbiére, puisqu’elle n’avait pas non
plus obtenu de gestation aprés vitrification d’ovaire entier par « VS4 », contrairement aux
témoins transplantés avec un ovaire non vitrifié (Courbiere et al., 2009). Il semble donc que
le principe méme de vitrification soit peu adapté, quel que soit le cryoprotecteur utilisé. La
gestation que nous avons obtenue est la deuxiéme rapportée aprés transplantation d’ovaire
entier congelé, apres celle d'Imoff et al. (Imhof et al., 2006). Notre succes en congélation
lente confirme donc le principe de conservation d’ovaire entier comme une alternative

envisageable de conservation de la fertilité.
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2. DISCUSSION
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2.1. La greffe de follicules immatures isolés

Dans notre travail sur 'isolation et la xénogreffe de petits follicules, nous avons montré que
ces follicules primordiaux et primaires peuvent survivre au moins six mois et poursuivre leur
développement jusqu’au stade antral. Cependant, comme pour les xénogreffes de
fragments, des phénomenes d’activation folliculaire globale sont observés, suggérant que la
durée de vie de telles greffes pourrait étre compromise par une atrésie accélérée. Cela n’est
malheureusement pas la seule limite de la technique. Les autres probléemes touchent a la
difficulté d’isolation folliculaire, comme a I'efficacité du support de greffe ou encore a la

xénogreffe.

2.1.1. Une isolation folliculaire techniquement difficile et peu reproductible

Comme nous l'avons suggéré en reprenant 4 années d’isolation folliculaire, cette étape est
difficile chez la femme, sans doute du fait du caractére particulierement fibreux et dense du
cortex ovarien humain. On constate ainsi une large variabilité dans I'efficacité de la digestion
de cortex ovarien par collagénase brute, souvent attribuée a des variations dans les lots
d’enzymes. D’ou I'effort de I"équipe du Professeur Jacques Donnez pour développer un
protocole utilisant des enzymes purifiées, moins variables dans leur efficacité et présentant
I'avantage considérable d’étre compatibles avec une utilisation clinique, contrairement a la
collagénase brute (Dolmans et al., 2006, Vanacker et al., 2011). Cependant, l'utilisation de
collagénase purifiée ne semble pas avoir apporté 'homogénéisation attendue de I'efficacité
de l'isolation folliculaire, ce qui suggére que les propriétés du cortex ovarien doivent étre

décisives mais, malheureusement aussi, imprévisibles et variables.

2.1.2. Un protocole inadapté a la conservation de la fertilité

Aucun des travaux publiés pas I'’équipe du Professeur Donnez ne s’est intéressé au degré de

pureté de ces follicules dits « isolés », au regard des éventuelles contaminations par des
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cellules stromales ou éventuellement carcinomateuses. Pourtant, apres isolation par Ficolle,
la recherche de cellules contaminantes co-prélevées avec les follicules, dans les interfaces
d’intérét aurait été bien venue (Martinez-Madrid et al., 2004). Aussi, la question de I'origine
réelle de ce stroma néoformé demeure-t-elle, et avec elle, la sécurité carcinologique d’un
protocole de ce type. Une analyse ultrastructurale par microscopie électronique sur 13
follicules « isolés » a été réalisée par Alexandra Camboni dans le laboratoire du Professeur
Jacques Donnez. Apparamment, ces follicules étaient réellement isolés mais ces résultats
n’ont pas été publiés a ce jour.

L’autre obstacle majeur a une éventuelle utilisation de I'isolation folliculaire en oncofertilité
est sa tres faible efficacité. Ainsi, comparée a la xénogreffe d’un fragment de volume environ
10 fois plus petit, I'isolation suivie de xénogreffe de follicules isolés a permis de récupérer le
méme nombre de follicules a 7 jours (Dolmans et al., 2007), suggérant que cette technique
est 10 fois moins efficace que la greffe de fragment. Une des causes possibles a cette faible
rentabilité est la difficulté d’isolation enzymatique des follicules chez la femme. Ainsi,
comme nous l'avons rapporté, l'isolation folliculaire ne permet l'isolation de plus de 50
follicules prinordiaux et primaires que dans moins de la moitié des cas. Une des raisons
pouvant expliquer ce fait est que la digestion du cortex ovarien est diffcile, au point que les
follcules isolés sont endomagés et s’extrudent sous la forme d’ovocytes libres. Une autre
cause classiqguement évoquée est la répartition en cluster des follicules dans le cortex
ovarien. Ainsi, les follicules n’étant pas également répartis dans ce cortex ovarien, la chance
de prélever des follicules primordiaux est variable dans le cas de biopsies de faible taille.
Cependant, cette raison ne peut étre invoquée pour expliquer la plus faible efficacité de
I'isolation folliculaire avec xénogreffe, comparée a la greffe de fragments. C'est donc bien la
faible efficacité de la technique d’isolation et de xénogreffe de folllicules primordiaux et

primaires qui limitera son utiliation en oncofertilité.

2.1.3. Un support de greffe inadapté

Mise a part la faible capacité des protocoles disponibles pour isoler de maniéere efficace et
reproductible les follicules primordiaux et primaires, 'autre limite de la technique est le

support utilisé pour réintroduire les follicules. Pour greffer les follicules humains isolés, le
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caillot de plasma a été utilisé comme un véhicule, comme cela avait déja été décrit (Carroll
and Gosden, 1993, Carroll et al., 1990, Gosden, 1990). Bien que nos données aient montré
que ces follicules peuvent croitre jusqu’au stade antral (Dolmans et al., 2007), Gosden et al.
ont suggéré que le caillot serait mécaniquement déficient pour le transport de follicules
(Gosden, 1990). lls ont donc adopté un protocole double incluant un gel de collagéne et un
caillot de fibrine et ont obtenu une gestation apres culture in vitro, xénogreffe, MIV puis
transfert d’embryons (Carroll et al., 1990). Cependant, les méme auteurs sont ensuite
revenus au protocole initial et ont obtenu une gestation avec un simple caillot de fibrine
comportant des follicules isolés chez la souris (Carroll and Gosden, 1993). A la différence de
notre protocole, Carroll et Gosden ont incubé 24 heures leur caillot, afin de le condenser
(Carroll and Gosden, 1993, Gosden, 1990). Dans note expérience, I'analyse histologique d’un
caillot de fibrine comportant des follicules isolés a montré que les follicules s’excluent du
caillot comme un comprimé s’exclut de sa plaquette, d’ol une perte importante pendant la
greffe. De plus, comme l'ont remarqué Dolmans et al., la greffe de caillot dans la bourse
ovarienne de souris est difficile et peut conduire a son expulsion et a la perte des follicules
gu’elle contient. Cela peut étre di a la difficulté microchirurgicale, mais aussi a
I'inadéquation du support. Enfin, sur le plan biochimique, le caillot de fibrine provenant du
plasma n’est peut étre pas le meilleur support puisqu’il contient aussi du complément
susceptible d’aggraver les lésions folliculaires induites par la digestion enzymatique.
L'utilisation du plasma autologue semble donc compromise puisque le chauffage,
habituellement pratiqué pour décomplémenter, empéche aussi la coagulation. Si I'idée est
de rester sur le caillot de fibrine, il serait envisageable d’utiliser du fibrinogéne pur.
Cependant, du fait des propriétés mécaniques manifestement médiocres, un autre support

doit étre développé.

2.1.4. Mais ces résultats ouvrent de nouvelles voies de recherche sur la physiologie

de follicules isolés : d’ou vient donc ce néo-stroma ?

Aussi inadaptée que puisse étre l'isolation de petits follicules pour la sauvegarde de la
fertilité, les résultats obtenus sont étonnants, notamment quant a la nature et a I'origine de

ce néo-stroma développé aprés greffe de follicules isolés et semblant se développer
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rapidement et soutenir la croissance de ces follicules en xénogreffe. Si I'avenir de la stratégie
de sauvegarde de la fertilité par isolation de follicules primordiaux est loin d’étre établie,
I’étude des facteurs synthétisés dans ce néo-stroma contribuera sans doute a la
compréhension de la croissance folliculaire et permettra probablement des progres

importants en folliculogénese in vitro.

2.2. La vitrification d’ovaire entier n"améliore pas |'efficacité de la cryoconservation

d’ovaire entier avec son pédicule vasculaire

Nos hypothéses théoriques prétaient a la vitrification des propriétés susceptibles de la
rendre plus performante que la congélation lente dans la cryoconservation d’ovaires
entiers. Elles ne se sont pas verifiées : en effet, a la différence des brebis transplantées avec
un ovaire congelé, la transplantation d’ovaires vitrifiés avec « VM3 » n’a pas permis de
rétablir la fertilité. Au demeurant, la fertilité aprés transplantation d’ovaire reste faible,
gu’elle soit aprés congélation lente, vitrification ou sur ovaire frais, comme le montrent les
travaux de Blandine Courbiére et les nétres. Le travail que nous avons mené pour cette
thése a permis de dégager certaines étapes sensibles, peu explorées dans la littérature et
gue nous croyons étre fondamentalement impliquées dans I'échec de la cryoconservation
d’ovaire entier. Ces causes semblent globalement compromettre la cryoconservation
ovarienne dans son ensemble, mais pourraient étre particulierement néfastes lors des
tentatives de vitrification ovarienne. En I’état du travail, nous pouvons présenter une théorie
cohérente, compatible avec les données que nous avons observées. Cependant, la

confirmation de notre théorie sera I'objet d’une des perspectives de cette thése.

2.2.1. Lésion vasculaires induites par la vitrification

Nos résultats ont établi que la vitalité des pédicules vasculaires d’ovaires entiers vitrifiés
était altérée, alors que des expériences de calorimétrie différentielle préalables concluaient

a une vitrification complete par « VS4 » (Baudot et al., 2007). Ces mémes expériences
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avaient, en revanche, montré que le cortex ovarien n’était pas vitrifié par le protocole
« VS4 », aboutissant a la prise en glace de 20% de I’'eau présente dans I'ovaire, c'est-a-dire la
quasi-totalité de I'eau libre (Baudot et al., 2007). Ces cristaux de glace étaient d’ailleurs
visibles a la surface du cortex ovarien sous forme de petits patchs blancs et opaques en
contiguité d’'un cortex translucide. Au réchauffement, quelques fractures du milieu de
vitrification « VS4 » sont apparues au contact de l‘ovaire, pendant la phase de
réchauffement lent. C'est pendant la phase de réchauffement rapide que s’est produite une
cristallisation globale de chaque ovaire préalablement majoritairement vitrifié. Nous
émettons I'’hypothése que des zones non vitrifiées du cortex ovarien (donc congelées)
pourraient avoir joué le réle de catalyseur de prise de glace lors du réchauffement, induisant
une cristallisation rapide et ses effets osmotiques désastreux sur la vitalité tissulaire, en
particulier vasculaire. Une autre hypothése incriminerait les fractures apparues dans le
vitrifiant, qui pourraient ensuite induire la nucléation (Rabin et al., 2005). Cependant, ce
dernier scenario aurait le désavantage de ne pas étre uniciste avec les constatations que

nous avons établies ensuite.

Afin d’etayer cette hypothése, nous pourrions vitrifier séparément le pédicule vasculaire et
I'ovaire et voir dans lequel des deux les phénomeénes de cristallisation au réchauffement se
produisent. Si le sac contenant le pédicule reste vitrifié, 'analyse quantitative du marquage

par MTT serait trés informative.

2.2.2. Survie ovarienne en vitrification et en congélation lente

Les conséquences des lésions vasculaires induites par la cryoconservation peuvent d’abord
se traduire par un échec de revascularisation immédiat. C’est ce que nous avons observé
pour deux ovaires transplantés apres congélation lente. Cette interruption du flux vasculaire
ne semble pas directement liée a I'anastomose puisqu’elle survient a distance. Les autres
études, ayant rapporté un échec immeédiat de I'anastomose vasculaire, n’ont pas précisé si
I’'anastomose était ou non directement impliquée (Arav et al., 2005, Chen et al., 2006, Revel
et al., 2004). Cela plaide plus pour I'implication de la cryoconservation que pour un échec
mécanique d’anastomose. Pour ces deux ovaires dont le flux vasculaire s’est

macroscopiquement interrompu, une sécrétion hormonale fugace de progestérone a
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néanmoins pu étre mise en évidence, ce qui est étonnant. Notre hypothése est qu’une
néovascularisation est survenue a partir du péritoine, permettant la croissance de follicules
de contiguité, le reste de l'ovaire étant dépeuplé de follicules du fait de lischémie.
Cependant, il est concevable qu’une reperméabilisation secondaire soit survenue avec, pour

ces ovaires, une souffrance ischémique supplémentaire.

2.2.3. Aucune gestation dans les groupes vitrification par VS4 et VM3, contre deux

gestations rapportées en congélation lente et en ovaire frais

Les résultats globaux de I'équipe, comme ceux d'Imhof et al. (Imhof et al., 2006) ainsi que
ceux de Silber et al. (Silber et al., 2008) montrent qu’il est possible de maintenir la fertilité
avec un ovaire transplanté. Bien que techniquement plus difficile qu’une greffe avasculaire
de fragments corticaux, la technique d’anastomose semble maitrisée. En revanche, la limite
semble bien étre la cryoconservation de I'ovaire entier. Nos résultats en vitrification d’ovaire
entier sont mauvais, quelle que soit la performance théorique du cryoprotecteur utilisé,
alors que, comme Imhof et al. (Imhof et al., 2006), nous avons obtenu une gestation sur

ovaire congelé.

2.2.4. Une cause possible : la mauvaise imprégnation du tissu ovarien lorsque les

cryoprotecteurs sont perfusés

Les résultats médiocres de la vitrification d’ovaire entier ne sont peut-étre pas liés a
I'inefficacité réelle de la technique, mais plus a son inadaptation pour conserver |'ovaire
entier. C'est du moins I'hypothése que nous formulons dans la théorie élaborée sur les

résultats de notre these.

2.2.4.1. Cristallisation brutale au réchauffement : effet délétére global sur tout

I'organe

Le réchauffement apres vitrification avec « VM3 » s’est associé au méme phénomene de

cristallisation qu’apres vitrification avec « VS4 ». Comme nous I’avons dit, nous ne pouvons
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apporter d’argument incontestable sur le lien entre les zones de congélation focales
observées a la surface des ovaires vitrifiés par I'un ou l'autre des cryoprotecteurs et la
survenue d’une cristallisation globale de I'organe au réchauffement. Une autre hypothése
serait l'implication des fractures survenues dans le milieu vitrifié lors de la phase de
réchauffement lente. Faire I’hypothese de ce lien aurait néanmoins |'avantage d’étre
uniciste. Car cette cristallisation rapide et inopinée entraine probablement un choc
osmotique important, associé a des lésions tissulaires. C'est ce que nous avons observé avec
la quantification du marquage métabolique du pédicule vasculaire d’ovaires entiers vitrifiés

par « VS4 ».

2.2.4.2.  Zones non vitrifiables du cortex ovarien, prise en glace focalisée

Les expériences de calorimétrie différentielle d’Anne Baudot et de Blandine Courbiére ont
conclu a un déficit de vitrification du cortex ovarien lorsqu’il est exposé au « VS4 » (Baudot
et al., 2007, Courbiere et al., 2005, Courbiere et al., 2006). Ces expériences n’ont pas encore
pu étre réalisées sur |'ovaire exposé au « VM3 ». Cependant, comme pour « VS4 », nous
avons observé les mémes zones focales non vitrifiées a la surface de ces ovaires. Ces zones
pourraient catalyser la formation de glace lors du réchauffement (c'est-a-dire accélérer la
formation des cristaux de glace dans un contexte thermodynamique favorable) (Rabin et al.,

2005).

2.2.4.3. Les territoires d’exclusion vasculaire d’'un ovaire perfusé

La présence de ces zones non vitrifiées, visible sur la surface de I'ovaire, a été en partie
expliquée par notre travail de thése sur I'exposition tissulaire d’un ovaire perfusé. Ainsi,
nous avons montré que des zones d’exclusion vasculaire étaient fréquemment présentes au
sein d’un ovaire perfusé par MTT, et cela d’autant plus qu’il existait un corps jaune, que la
tranche ovarienne était petite et que I'expérimentateur était inexpérimenté. L’existence de
ces zones non vascularisées avait déja été observée par Gerritse et al. (Gerritse et al., 2008)
par une méthodologie différente (perfusion d’encre de Chine). Le caractére insuffisant de la

perfusion de cryoprotecteurs pour protéger la médullaire ovarienne lors d’une congélation
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lente d’ovaire entier a aussi été établi par ces auteurs (Gerritse et al., 2011). Deux
mécanismes différents semblent donc étre impliqués. La survenue d’embolies d’une part,
générées dans le pédicule vasculaire de I'ovaire dans lequel ces zones sont observées. Celle-
ci pourrait dépendre de l'opérateur et de son expérience. D’autre part, les caractéristiques
de I'ovaire lui-méme pourraient intervenir, par un mécanisme encore indéterminé. Toujours
est-il que ces zones non vascularisées sont probablement insuffisamment exposées aux
cryoprotecteurs, lorsqu’ils sont perfusés a |'ovaire, comme c’est le cas dans tous les
protocoles de cryoconservation d’ovaire entier. Dans le cas d’une congélation lente d’ovaire
entier, ces zones sont déja déléteres car exposées aux dommages induits par la
cristallisation. De plus, il est possible qu’une cristallisation focale non contrblée lese
mécaniquement d’autres vaisseaux correctement congelés, aggrave les lésions de la
congélation et compromette le potentiel fonctionnel de certaines zones de ['ovaire
cryoconservé. Dans le cas de la vitrification, ce phénoméne semble encore plus délétere
puisque ces zones congelées pourraient jouer un role de catalyseur de glace et
compromettre la survie fonctionnelle de tout I'organe.

Ainsi, nous soutenons que le principal obstacle a la cryoconservation d’organe entier est la
diffusion des cryoprotecteurs au sein du tissu de l'ovaire, en particulier lorsque la

vitrification est utilisée.

2.2.5. Perspectives : améliorer la diffusion du cryoprotecteur dans I'organe a

cryoconserver

2.2.5.1. Confirmer notre modeéle

Il nous faudra tout d’abord confirmer le modele que nous avangons, en étayant a chaque
étape les hypothéses que nous avons émises. Ainsi, il nous faudra vérifier dans quelle partie
de l'ovaire entier, du pédicule vasculaire ou de l'ovaire, débute la cristallisation au
réchauffement, en les vitrifiant séparément. De méme, il faudra vérifier la viabilité du
pédicule isolé aprés vitrification, grace au marquage par MTT. Par ailleurs, des études

calorimétriques sur les ovaires exposés au « VM3 » nous permettraient d’estimer le degré de
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cristallisation du cortex ovarien et donc I'efficacité de la vitrification de I'ovaire avec ce

cryoprotecteur plus performant.

2.2.5.2. Améliorer notre portocole

Une fois notre modele confirmé, il s’agira d’améliorer le protocole. Plusieurs pistes sont

possibles.

2.2.5.2.1. Optimisation des parameétres de perfusion

Le choix des parametres de perfusion adoptés par notre équipe repose sur l'analyse
morphologique des follicules d’ovaires perfusés en frais. |l pourrait en étre différent apres
cryoconservation et la morphologie des follicules n’est peut-étre pas le seul critére d’analyse
a prendre en compte. Des études préliminaires ont déja été entreprises dans notre
laboratoire pour choisir la meilleure vitesse de perfusion des ovaires étudiés, en utilisant
I'encre de Chine et en analysant le pourcentage de vaisseaux perfusés. Nous avons pu
constater que le degré de perfusion de I'ovaire dépend de sa morphologie, c'est-a-dire du
diametre de ses vaisseaux, de sa résistance vasculaire... Ainsi, faudrait-il plutot perfuser ces
ovaires en pression constante, plus qu’en débit constant, afin d’améliorer I’'hnomogénéité de

la perfusion.

2.2.5.2.2. Utilisation de vasodilatateurs, thrombolytiques ou autres

protecteurs vasculaires

Les expériences d’auto-transplantation de membres amputés ont montré I'importance de la
protection contre les |ésions d’ischémie-reperfusion, a I'aide d’antioxydants. Il semble donc
judicieux d’introduire ces composés dans le milieu de conservation et de perfusion des
ovaires perfusés. Un autre mécanisme possiblement impliqué est la thrombose intra-
vasculaire. Une piste serait donc d’ajouter a notre milieu de perfusion des agents

thrombolytiqgues comme I'urokinase ou la streptokinase. Enfin, il est possible qu’une
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vasoconstriction contribue au phénomene, ce qui donne toute sa place aux tentatives

d’introduction de vasodilatateurs dans le milieu de perfusion.
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3. CONCLUSION
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Bien qu’essentielle au confort des patientes devant bénéficier d’un traitement
gonadotoxique, la conservation de la fertilité féminine est malheureusement trop méconnue
des praticiens. Nos premiers efforts devront donc étre dirigés vers plus de démocratisation
des effets déléteres de ces traitements et des moyens disponibles pour protéger la fertilité.
Ces moyens connaissent actuellement un grand bouleversement avec I'lavénement de la
vitrification d’ovocytes, technique efficace et s(ire. Cependant, le probléme subsiste lorsque
des traitements gonadotoxiques doivent étre introduits chez la fillette prépubere. A ce jour,
la cryoconservation puis greffe de fragments de cortex ovarien avec greffe avasculaire a
permis la naissance de 18 enfants. Cependant, I'efficacité de la technique est limitée par
I'ischémie initiale et les risques ne sont pas nuls de réintroduire des cellules malignes chez
une patiente guérie. L’isolation de follicules immatures et la cryoconservation d’ovaire entier
avec auto-transplantation micro-vasculaire ont été proposées. Pour ce qui est de la premiere
technique, nous avons établi qu’elle pourrait difficilement permettre de sauvegarder la
fertilité, du fait des nombreuses limites rédhibitoires du protocole. Dans cette étude, nous
avons aussi apporté des éléments de réponses a deux questions: l'une fondamentale,
relative au mécanisme d’altérations tissulaires induites par la cryoconservation, et I'autre,
plus pratique, relative au rétablissement de la capacité fonctionnelle d’un ovaire entier,
aprées cryoconservation et greffe. Pour les premieres questions, nous avons mis en évidence
I'importance de I’'homogénéité de diffusion du cryoprotecteur dans I'organe, véritable limite
physique a l'efficacité de ces protocoles de conservation d’organe. Pour ce qui est de la
capacité d’un ovaire entier a pouvoir étre cryoconservé et a maintenir la fertilité, nous avons
confirmé que cela était possible avec un protocole de congélation lente.

Reste donc a améliorer la technique, afin de faire de la conservation d’ovaire entier une

véritable alternative a la greffe de fragments chez la fillette.
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médicale a la procréation, doivent &tre discutées au cas par cas et proposées aux patientes si
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should be individually discussed and possibly proposed to the patients. The use of new mar-
kers for ovarian reserve assessment will help to evaluate infraclinic chemotherapy and/or
radiotherapy-induced effects on ovarian reserve, prior to clinical effects.

© 2010 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Introduction

Longtemps, le monitorage des conséquences des chimio-
thérapies sur la fonction ovarienne s’est cantonné a
Uobservation d’une défaillance ovarienne profonde, tra-
duite cliniquement par la survenue d’une aménorrhée plus
au moins réversible [1-5]. Parmi toutes les femmes trai-
tées pour un cancer (tous ages confondus), le risque global
d’extinction ovarienne précoce est de U'ordre de 60% [6].
Force est de constater que, méme lorsqu’elle est transitoire,
U"aménorrhée signe la survenue d’altérations ovariennes
irréversibles. L'dge de la ménopause est ainsi plus pré-
coce parmi les femmes ayant subi un arrét iatrogéne plus
ou moins prolongé des régles [7,8]. Or, la diminution de
ta fertilité peut constituer [’unique manifestation clinique
de l’épuisement des follicules ovariens, dont "aménorrhée
chimio-induite (ACI) n’est qu’un médiocre reflet [9]. Avec
le développement des techniques de préservation de la fer-
tilité, le besoin d’un diagnostic préclinique et précis des
altérations de la fonction ovarienne chimio-induites s’est
fait sentir. Que conseiller, quand? Les progres de la cancéro-
logie ces derniéres années en matiére de survie ont été tels
[10] que la question qui se pose avec acuité est dorénavant
celle de la qualité de vie [11]; la fertilité tient une place
clé dans celle-ci pour les patientes en dge de procréer. Le
praticien doit comprendre les enjeux, prévenir et conseiller.
Une publication vient de souligner le manque trop fréquent
d'informations données a la patiente avant un traitement
pouvant retentir sur la fertilité [12].

L'objectif de cette mise au point est de revoir les connais-
sances actuelles concernant 'impact de la chimiothérapie
sur la fertilité et les outils permettant de mieux évaluer cet
impact. Nous aborderons tout d’abord les effets connus des
principales chimiothérapies, en passant en revue les can-
cers les plus fréquents susceptibles d’affecter une femme
adulte en age de procréer, puis les effets de la radio-
thérapie. Ensuite, nous ferons le point sur les différentes
options de préservation de la fertilité a envisager avant
un traitement anticancéreux. Enfin, nous approcherons les
possibilités d’appréciation de la réserve ovarienne et leur
utilisation dans L"étude de 'effet des chimiothérapies sur la
fonction ovarienne,

La chimiothérapie
Mécanismes de gonado-toxicité

La toxicité des chimiothérapies entraine, au niveau ovarien,
une altération de la maturation folliculaire, ainsi qu’une
diminution irréversible de la réserve en follicules primor-
diaux, follicules qui ne sont pas renouvelables [13]. Les
manifestations de cette diminution pourront classiquement
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prendre deux formes cliniques: d'un cdté, 'aménorrhée
transitoire, lorsque le capital folliculaire est suffisant
pour une reprise des cycles menstruels [14], de Uautre,
U’aménorrhée permanente (ou extinction ovarienne pré-
coce). Sur les coupes histologiques d'ovaires de patientes
exposées a des traitements de chimiothérapie, les lésions
vont d’une simple diminution de la densité des follicules
jusqu'a leur disparition compléte et la fibrose ovarienne
[13]. Lanalyse de fragments de cortex ovarien a éga-
lement mis en évidence une diminution du compte des
follicules primordiaux ainsi qu’une altération fonctionnelle
du stroma [15]. Sur le plan du mécanisme, [’utilisation
d'un modéle de souris avec xénogreffe de tissu ovarien
humain a montré une destruction folliculaire précoce par
apoptose, suite a U'administration de cyclophosphamide
{16]. Aucune étude n’a, a notre connaissance, été plus loin
dans le mécanisme moléculaire de 1’altération du fonction-
nement ovarien induite par la chimiothérapie.

La plupart des protocoles anticancéreux ayant recours
a des associations de produits, il est souvent difficile de
déterminer la contribution individuelle relative de chaque
substance [1]. De plus, beaucoup d’autres facteurs, dont
la maladie elle-méme, peuvent contribuer a ce dysfonc-
tionnement ovarien. Les paramétres pronostiques les plus
importants sont 'dge de la patiente, la classe de chi-
miothérapie utilisée et la dose cumulative [17-20]. Les
agents alkylants entrainent le risque le plus important
d’insuffisance ovarienne prématurée. Ils entrainent des cas-
sures de U’ADN, indépendamment de la division cellulaire
[19]. Byrne et al. ont répertorié les femmes traitées par
alkylants et radiothérapie avant l'dge de 20ans et ont
constaté que 42% de ces femmes étaient ménopausées
a U'age de 31ans, versus 5% dans le groupe témoin [8].
L'emploi des agents alkylants augmenterait donc le risque
d’extinction ovarienne précace par un facteur de 9 [21].
Dans une autre étude plus générale, Meirow a estimé le
risque d'insuffisance ovarienne définitive avec un odds-ratio
& 3,98 par rapport aux patientes non-traitées [22]. Parmi les
autres produits largement utilisés en chimiothérapie, le cis-
platine aurait un odds-ratio de 1,77. Les vinca-alcaloides,
comme la vinblastine, ont un odds-ratio de 1 mais entrainent
des aneuploidies. Il n'y a pas de données sur les anti-
métabolites. Les anthracyclines sont mutagénes, et peuvent
entrainer des mutations chez les ovocytes en maturation;
leur demi-vie est trés courte, |'effet sur la réserve ovarienne
n’a pas été démontré. Dans une trés récente revue, Oktay
et Sonmezer rapportent le degré de gonado-toxicité comme
suit [2]:

o haut degré de toxicité : cyclophosphamide, busulfan, mel-
phalan, procarbazine, chlorambucil ;
o risque modéré: cisplatine, adriamycine;



Mise au point : traitements anticancéreux et réserve ovarienne

435

o risque bas & nul : méthotrexate, 5-fluoro-uracile, actino-
mycine, bléoycine, vincristine.

Importance pronostique de I’dge

L’dge de la patiente au moment du traitement est un fac-
teur pronostique déterminant. En effet, le risque d'atteinte
gonadique augmente avec l’age, limpact d’une dimi-
nution du nombre de follicules étant sans doute plus
néfaste lorsque la ‘réserve ovarienne est déja diminuée
[23].

Ainsi, chez les adolescentes traitées par chimiothéra-
pie, le risque d’extinction ovarienne précoce est augmenté
d'un facteur 4 tandis qu’il est augmenté d’un facteur 27 chez
des femmes dgées de 21 25ans [24]. Chez les femmes de
plus de 25ans traitées pour cancer, le taux d’aménorrhée
peut atteindre 80a 90%; toutes ces patientes présente-
ront potentiellement une extinction ovarienne précoce et
seules 5% obtiendront une grossesse spontanée [25]. Chez
les patientes plus agées, U'extinction ovarienne est quasi
systématique [9].

Chimiothérapie dans le cancer du sein

Le cancer du sein est la pathologie maligne la plus fré-
quente de la femme en age de procréer [26]. On estime
que 15% des cas de cancer du sein se produisent avant ['age
de 40ans [27]. La fréquence de 'aménorrhée aprés traite-
ment de chimiothérapie dépend du protocole utilisé [28],
de L'age de la patiente et de l'utilisation ou non du tamoxi-
féne [23]. Les multiples protocoles de poly-chimiothérapie
rendent difficile 1’incrimination d’un médicament précis et
les études rapportent surtout lincidence de I'ACI. Cer-
taines études ont d’ailleurs utilisé cet événement clinique
comme indicateur de Uefficacité thérapeutique dans le can-
cer du sein [29] bien que cette question reste controversée
[30]. Uincidence de UAC) rapportée dans la littérature
est comprise entre Oet 96% pour les protocoles basés
sur les anthracyclines, de 42,23 71% pour le protocole
CMF (cyclophosphamide, méthotrexate, 5-fluoro-uracile) et
de 50a 77% pour le protocole CEF {cyclophosphamide,
épirubicine, 5-fluoro-uracile) [31]. Les taxanes qui ont
été récemment ajoutés a ces protocoles ont un effet
encore indéterminé {32]. Pour les patientes en age de pro-
créer, le risque d’aménorrhée aprés six cures de CEF est
un risque dit «intermédiaire», compris entre 20et 80%
[33].

Cancer du col de "utérus

Le cancer du col de l'utérus est le deuxiéme cancer le
plus fréquent de la femme jeune. Le pic de fréquence
est cependant retrouvé entre 50et 60ans [34] et chez
la femme jeune, on rencontre surtout la forme précan-
céreuse, telles les néoplasies intra-épithéliales (cervical
intraepithelial neoplasia [CIN]). Pour les stades la, cancer
du col dans sa forme micro-invasive, et Ib de moins de
2cm, respectivement une conisation en marges saines et
une trachélectomie avec lymphadénectomie ceelioscopique
peuvent étre discutées si la patiente désire conserver sa
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fertilité (recommandations FNCLCC) [35,36]. Il n'y a pas
de chimiothérapie adjuvante, parfois de la radiothérapie
[37]. Les grossesses ultérieures seront alors des grossesses
a haut risque d'accouchement prématuré [38]. La radiothé-
rapie, et de plus en plus la chimiothérapie concomittante
[39], sont recommandées pour les stades plus avancés ol
"hystérectomie élargie est de toute fagon indiquée [34].
Nous ne parlerons pas ici de la possibilité des méres por-
teuses, la gestation pour autrui étant interdite en France.
Le sujet est actuellement en discussion au Sénat dans le
cadre de la révision des lois de bioéthique 2009.

Cancer de ’ovaire

Comme pour le cancer du col, le probléme du cancer de
I’ovaire est avant tout celui de la possibilité du traitement
conservateur.

Les tumeurs germinales malignes de 1’ovaire requiérent
un traitement chirurgical conservateur ainsi qu'un traite-
ment par chimiothérapie [40]. Il s’agit d’une tumeur rare
de 'ovaire (100nouveaux cas par an en france environ,
donnée Orphanet), mais qui survient chez la femme jeune,
et dont il existe différents types histologiques. Les pro-
tocoles de chimiothérapie correspondant sont également
variables, le plus souvent & base de cisplatine et/ou car-
boplatine, ou cyclophosphamide. Les données disponibles
montrent une fertilité conservée aprés traitement [41-43].
Une étude de cohorte a suivi 86 patientes présentant une
tumeur germinale de {’ovaire traitée par chirurgie conser-
vatrice + chimiothérapie et une grossesse a pu étre obtenue
dans 76% des cas [44]. Ces résultats ont été corrobarés par
le suivi de 28 patientes rapportant 18% d’infertilité induite,
ainsi qu'une autre étude de cohorte de 81 patientes ayant
eu une chirurgie conservatrice avec chimiothérapie adju-
vante, oll seule une patiente a présenté une AC parmii les
patientes pubéres [45]. Les multiples protocoles de chimio-
thérapie, une gravité initiale variable et un nombre de cas
faible rendent difficile une interprétation plus fine.

Moins de 20% des cancers épithéliaux de I’ovaire sur-
viennent chez la femme en Age de procréer et la moitié sont
des tumeurs borderline [46]. Le traitement conservateur a
d’abord été proposé pour les tumeurs borderline de Uovaire,
et ce jusqu'a des stades |l et Il [47,48]. Pour le cancer épi-
thélial de l'ovaire, le traitement chirurgical conservateur
se discute dorénavant pour les stades la+jusqu’a Ic, de
bas grade, non a cellules claires [49-51]; la chimiothéra-
pie,  base de sels de platine, est recommandée a partir du
stade Ic (recommandations FNCLCC 2008). Nous disposons de
quelques suivis de cohorte pour les femmes ayant eu un trai-
tement conservateur et une chimiothérapie pour cancer de
’ovaire. Dans la publication de Schilder et al., 20 patientes
ont regu de la chimiothéraple, et le taux de conception
ultérieur est de 71% [52]). Une étude francaise multicen-
trique évalue la pertinence du traitement conservateur et
rapporte dix grossesses pour 34 patientes [53). Enfin, trés
récemment, Park et al. ont suivi 62femmes ayant eu un
traitement conservateur pour tumeur de Uovaire, essentiel-
lement des stades la a Ic, parmi lesquelles 48 ont regu de la
chimiothéraple [54]. Toutes les patientes ont recouvré des
cycles, et 15/19 patientes souhaitant une grossesse ont pu
étre enceintes.
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Chimiothérapie dans les cancers hématologiques

Le traitement des lymphomes est potentiellement pour-
voyeur d’infertilité induite. Peu d’études récentes utilisant
des protocoles modernes de chimiothérapie se sont inté-
ressées a la fertilité féminine. Les protocoles les plus
utilisés sont CHOP (doxorubicine, bléomycine, vinblastine
et prednisone) et CHOP 21 (cyclophosphamide, doxorubi-
cine, vincristine, prednisone). Ils sont connus pour ne pas
entrainer de stérilisation définitive. Une étude récente a
évalué la fertilité de 13 patientes traitées par intensification
de CHOP. En 70 mois, une patiente a présenté une extinction
ovarienne précoce, alors que huit ant congu spontanément
[55]. il y a peu de données sur des protocoles plus agressifs,
tels BEACOPP (bléomycine, étoposide, doxorubicine, cyclo-
phosphamide, vincristine, procarbazine, et prednisone) ou
CHOP 14 et CHOP/étoposide [56,57].

La question se pose avec acuité pour la maladie de Hodg-
kin de bas stade, ol les taux de survie  cing ans aprés quatre
cures d’adriamycine, bléomycine, vinblastine et dacarba-
zine (ABVD) et radiothérapie adjuvante rapportent une
survie & cinq ans de 98%. La question de ta qualité de
vie prend alors tout son sens. L'ABVD est réputé pour ne
pas altérer la fertilité et des grossesses sont rapportées
[58]. Un suivi & long terme de dix ans a été réalisé auprés
de 67 femmes traitées pour maladie de Hodgkin de bas
stade par chimiothérapie et radiothérapie focalisée [59].
Parmi les 59 patientes en ge de procréer, 33% ont présenté
une aménorrhée transitoire pendant ou aprés le traite-
ment, aucune n’a présenté d’aménorrhée permanente. Dix
de ces patientes ont pu étre enceintes, pour un total de
18 grossesses. Les auteurs concluent & une innocuité ova-
rienne de UABVD [59]. Une autre étude a suivi 103 femmes
de moins de 40 ans, traitées pour maladie de Hodgkin par
radiothérapie, chimiothérapie ou association des deux [60].
Dans cette étude, 20 grossesses sont rapportées, sans aug-
mentation du nombre de fausses couches ou d’anomalies
congénitales. Enfin, la cohorte la plus importante est le suivi
de 405 patientes, dgées de moins de 40ans au moment du
diagnostic [57]. Les taux d’aménorrhée dépendent de I'age
de la patiente, avec un taux plus important si I’age est supé-
rieur & 30 ans, du stade plus ou moins avancé de ta maladie et
du protocole de chimiothérapie, le protocole BEACOPP étant
le plus délétére. Cependant, on sait que les études basées
sur ka survenue d’une grossesse n’évaluent pas bien la ferti-
lité, car \a grossesse dépend d’autres facteurs: désir de la
patiente, facteurs masculins, utérins, pour ne citer qu'eux.

La greffe de moelle osseuse et ses traitements associés
représentent sans doute le contexte thérapeutique au pro-
nostic le plus sombre en matiére de fertilité [61], méme
lorsqu’ils sont pratiqués chez Uenfant [62,14]. En effet,
seulement 19% des enfants ainsi traités auront une fonc-
tion avarienne normale [63]. Chez les patientes plus dgées,
plusieurs études rapportent le risque trés élevé, quasi sys-
tématique, d'insuffisance ovarienne définitive [9,64], bien
que des cas isolés de récupération spontanée aient été rap-
portés [65,66). L'altération ovarienne post-greffe de moelle
est constante, que le conditionnement soit obtenu par des
hautes doses de chimiothérapie avec ou sans irradiation
corporelle totale ou par une irradiation totale simple (voir
paragraphe Radiothérapie). Toutes les options de préserva-
tion de la fertilité doivent &tre envisagées dans ce cas.
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Ostéosarcome

Dans le traitement de I'ostéosarcome, des protocoles a base
de méthotrexate, cisplatine et doxorubicine = ifosfamide
et étoposide sont utilisés, en chimiothérapie néo-ajuvante
ou adjuvante [67]. Les observations dans la littérature
rapportent une persistance des cycles chez les patientes
traitées et l'obtention de grossesses & l'issue du traitement
[68]. Le suivi & plus de dix ans de 54 femmes traitées pour
ostéosarcome, dont 26 patientes post-pubéres, ne rapporte
aucun cas d’ACl, et les patientes désirant une grossesse
ont été enceintes [69]. Un suivi de cohorte plus récent de
36 patientes a abouti aux mémes conclusions [70].

Les thérapeutiques moléculaires ciblées

Les thérapeutiques moléculaires ciblées sont dirigées spé-
cifiquement contre des molécules jouant un role dans la
carcinogenése de la tumeur concernée. Elles se sont déve-
loppées ces derniéres années au point de faire partie des
standards thérapeutiques, comme imatinib pour la leu-
cémie myéloide chronique, le rituximab pour le lymphome
malin B a grandes cellules CD20+ [71]. Pour les cancers du
sein localisés exprimant HER2, le trastuzumab (Herceptin™)
en traitement adjuvant a fait la preuve de son efficacité
[72]. A notre connaissance, aucune donnée n’est disponibte
concernant les effets gonadiques des thérapies moléculaires
ciblées chez ['homme. Une pubtication récente sur les tes-
ticules de rat rapporte des portées plus petites et des taux
de gonadotrophines plus élevés pour les rats exposés a une
thérapie moléculaire ciblée, par effet spécifique probable
sur les voies de signalisation [73].

La radiothérapie

Lexposition des ovaires & de hautes doses de radiation
entraine des lésions ovariennes. C'est le cas pour les
pathologies malignes hématologiques notamment lorsque
'irradiation des aires ganglionnaires pelviennes est indi-
quée, ou lors de U'irradiation corporelle totale avant greffe
de moelle. Les effets ovariens dépendent de la dose; celaa
bien été démontré chez la souris avec une déplétion des
follicules primordiaux dose-dépendante: les doses basses
entrainent une insuffisance ovarienne prématurée se mani-
festant & distance du traitement, tandis que les hautes doses
entrainent une stérilisation immédiate [74]. Les ovocytes
deviennent pycniotiques immédiatement aprés Uirradiation,
puis la chromatine se condense et I’enveloppe nucléaire se
rompt, tes ovocytes étant ainsi remplacés par de la fibrose
[75]. Chez ’homme, plusieurs travaux ont cherché a déter-
miner la dose de radiothérapie critique entrainant une perte
de la fonction ovarienne; une relation dose-dépendante a
ici aussi été mise en évidence [14]. La dose entrainant une
perte de 50% (DLS0) des follicules serait inférieure a 2 Gy
[76]. L'irradiation corporelle totale est un traitement utilisé
pour conditionnement avant greffe de moelle; Uincidence
des grossesses aprés un tel traitement serait de moins de
3% avec un pronostic cependant plus favorable si la dose
est fragmentée [77]. Comme pour la chimiothérapie, I'age
de la patiente est un facteur pronostique important: chez
une patiente jeune, la dose de 20Gy entraine une insuf-
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fisance ovarienne définitive, tandis qu’au-dela de 40ans,
6 Gy seulement ont cet effet [78,79). Les effets utérins de
I*irradiation sont importants a prendre en compte lors d’une
grossesse, avec un risque plus important de mort feetale in
utero, de retard de croissance ; on proposera de se reporter
a Uexcellente revue de Maltaris et al. [80] car dans cette
mise au point nous souhaitons nous centrer sur les effets
ovariens.

Les stratégies de protection de la fonction
ovarienne

Lors d’un traitement anticancéreux chez une femme jeune,
I'évocation du risque d’infertilité doit faire partie de
"information éclairée de la patiente. Les stratégies pos-
sibles pour protéger la fonction ovarienne doivent étre
abordées. On peut considérer, d’une part, des mesures pour
minimiser les effets toxiques du traitement et, d’autre part,
des techniques issues de |'assistance médicale a la procréa-
tion (AMP) consistant & préserver des embryons, des gamétes
ou du parenchyme ovarien. C’est un domaine en évolution,
un challenge pour les années & venir. La Société améri-
caine d'oncologie (ASCO) a proposé ses recommandations en
2006 [33]. U faut souligner le caractére multi-disciplinaire
de la décision qui doit étre prise au cas par cas, et avec la
patiente. En effet, la prise en charge de la fertilité ne doit
pas repousser un traitement et compromettre son efficacité,
un diatogue de qualité est donc nécessaire entre oncologues
et gynécologues spécialistes de la fertilité. La cryopréserva-
tion éventuelle nécessite I"implication du laboratoire d’AMP
et d’une équipe chirurgicale si la réalisation de fragments
ovarlens est envisagée.

Primum non nocere

Avant toute chase, il convient de privilégier les protocoles
entrainant une toxicité gonadique moindre, pour une effi-
cacité carcinologique équivalente, dans une optique de
désescalade thérapeutique. C’est le cas par exemple pour
U'utilisation préférentielle du protocole ABVD au détriment
du protocole MOPP pour la maladie de Hodgkin. Une connais-
sance plus précise des effets de chaque chimiothérapie
permettra d’apporter des éléments de choix parmi les
protocoles. C’est pourquoi les marqueurs subcliniques de
toxicité des chimiothérapies doivent étre développés. Nous
avons souligné l'inadéquation des cycles menstruels dans
I"évaluation de la fertilité. Pour cette méme raison, il est
recommandé aux patientes qui sont normalement réglées
a Uissue d'un traitement par chimio- et/ou radiothérapie,
de ne pas trop attendre pour réaliser un désir de grossesse,
tout en respectant les délais habituels de six mois a unan a
cause de la toxicité possible sur les ovocytes en croissance
[8,91.

De méme, il est recommandé lorsque cela est possible
de protéger les ovaires en cas de radiothérapie et de limi-
ter le champ d’irradiation. Lorsqu’une irradiation pelvienne
localisée est indiquée, une ovariopexie peut étre envisagée,
c’est-a-dire une transposition des ovaires hors du champ
d’irradiation [81]. La localisation choisie dépend de la zone
d’irradiation envisagée {82]; le repositionnement ultérieur
ne semble méme pas systématiquement nécessaire en cas
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de positionnement derriére 'utérus par exemple et la tech-
nique a montré son efficacité [83).

Agonistes de la Gn-RH

Certaines études anciennes sur ’animal suggérent que
le blocage de l'axe hypothalamo-hypophysaire par des
analogues de la Gn-RH pourrait préserver les cellules ger-
minales en cas de traitement gonado-toxique. Partant de
'observation de la moindre sensibilité de U'ovaire prépu-
bére a la chimiothérapie, le mécanisme invoqué est la mise
au repos des ovaires. Chez la femme, des études non rando-
misées [84,85], ainsi que des études non controlées sur des
faibles effectifs [6,86] suggérent que cette pratique pour-
rait protéger la fertilité. La plus importante de ces études,
contrdlée non randomisée, a suivi 111 femmes traitées pour
maladie de Hodgkin, parmi lesquelles 65ont regu égale-
ment un agoniste de la Gn-RH [87]. Dans cette cohorte, les
patientes du groupe agoniste de {a Gn-RH ont conservé des
cycles réguliers plus fréquemment que les patientes sans
agoniste. Cependant, Uefficacité de cette approche reste
extrémement controversée, le rationnel ainsi que les résul-
tats des études cliniques sont débattus [88]. Il n'y a pas
a U'heure actuelle de recommandation claire en faveur de
cette méthode ; des essais de recherche clinique sont en
cours pour apporter une réponse dans le futur [3].

Cryopréservation embryonnaire

La conservation embryonnaire est la méthode la plus effi-
cace de préservation de la fertilité. En effet, de nombreux
centre de fécondation in vitro ont 1"habitude de cryopré-
server des embryons, ce gui aboutit & des chances de
grossesse de l'ordre de 20% grossesse par transfert, 19,1%
dans le rapport européen ESHRE 2004 [89]. Cependant, cela
suppose que la patiente ait un conjoint avec lequel elle
ait envie d’avoir des enfants. Ensuite, la stimulation de
'ovulation requiert entre deux et trois semaines, délai qui
doit étre compatible avec l'urgence du traitement. Enfin,
la stimulation ovarienne contrilée (COH) entraine des taux
d’estradiol supra-physiologiques, potentiellement délétéres
dans le cas des cancers hormono-dépendants. Ainsi, pour les
patientes présentant un cancer du sein, la fécondation in
vitro en cycle naturel sera préférée [90,91]. Elle évite la
stimulation par les gonadotrophines et les taux d’estradiol
ne dépassent pas les taux physiologiques. D’autres types
de stimulation ont pu étre proposés, en replacement des
gonadotrophines, avec utilisation du tamoxiféne ou d'un
inhibiteur de {’aromatase, le létrozole [92,93]. Leur inno-
cuité n’est pas établie concernant ’évolution de la maladie
ou une possible tératogénicité, et actuellement L'Afssaps
recornmande de ne pas utiliser le létrozole [3].

Cryopréservation ovocytaire

Pour une patiente n’ayant pas de conjoint, la cryopré-
servation ovocytaire peut &tre proposée. Comme pour la
congélation embryonnaire, une stimulation ovarienne préa-
lable est nécessaire afin de recueillir des ovocytes matures
en métaphase (I, et donc un délai de deux a trois semaines.
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Les ovocytes de mammiféres sont plus difficiles & congeler
que les embryons clivés, aussi 'efficacité de la cryo-
conservation est-elle faible, La premiére naissance issue
d’ovocytes cryoconservés chez I’homme a été rapportée en
1986 par Chen avec une méthode de congélation lente [94].
Les taux de survie aprés congélation/décongélation sont
variables. Oktay et al. ont publié en 2006 une méta-analyse
de tous les cycles de cryopréservation ovocytaire aprés
congélation lente, décongélation et ICSI depuis 1986 [95].
Ils mettent en évidence un taux de 3,4% naissances vivantes
par avocyte congelé/injecté (1,9 par ovocyte décongelé)
et 21,6% par transfert d’une moyenne de 2,6 embryons.
Its concluent que ce taux justifie l'application de la cryo-
conservation ovocytaire chez les femmes devant subir
un traitement anticancéreux, mais gue les résultats ne
permettent pas le remplacement de la cryoconservation
embryonnaire lorsque celle-ci est envisageable. Depuis,
le développement de la technique de vitrification a per-
mis d’obtenir un meilleur rendement et de nombreuses
publications récentes rapportent leurs résultats [96). La
premiére naissance a été rapportée par Kuleshova et al.
en 1999 [97]. Les taux de survie aprés décongélation sont
de 91% [98], et d’aprés Antinori, les taux de fécondation
et de grossesse entre embryons frais et embryons vitri-
fiés/réchauffés ne sont pas statistiquement différents [99].
Au total, environ 600 naissances rapportées dans le monde
a Uheure actuelle seraient issues d’ovocytes cryoconser-
vés (ESHRE 2008, communication de Eghert te Velde) et il
semble avéré que la vitrification est la technique la plus
efficace. En France, son utilisation est actuellement frei-
née par le recours & des supports non aseptiques, utilisés
pour augmenter la vitesse de refroidissement, qui ne cor-
respondent pas aux régles de sécurité sanitaire agrées par
I’Agence de biomédecine. De nouveaux supports pourraient
étre développés.

Cryopréservation ovarienne

La cryopréservation de tissu ovarien peut enfin étre
une alternative lorsque les traitements sont instaurés en
urgence. Il s'agit de prélever lors d’une ceelioscopie un
ovaire ou des fragments de cortex ovarlen. Des frag-
ments de cortex, contenant des follicutes primordiaux, sont
découpés et congelés. La transplantation ultérieure pourra
étre hétéro- ou orthotopique. Le fragment reprend une
activité aprés quelques mois, une ovulation peut ensuite
étre obtenue soit naturellement, soit aprés une stimula-
tion hormonale. A Uheure actuelle, cinq naissances ont
été rapportées dans le monde, suite & une auto-greffe
orthotopique de fragment ovarien congelé puis décongelé
[100-103]. On peut mentionner également deux autres nais-
sances suite a une hétéro-greffe de cortex ovarien chez des
jumelles monozygotes, t'une d’elles présentant une insuf-
fisance ovarienne prématurée [104]. il ne s’agit donc pas
d’une technique de routine mais plusieurs équipes dans
le monde travaillent a développer cette perspective. Par
conséquent, pour les patientes jeunes, il est légitime de
proposer une cryoconservation de fragments ovariens ; cela
peut méme étre considéré comme une non-perte de chance
pour les patientes trés jeunes, tout en soulignant bien slr
que cette technique est prometteuse mais encore expéri-
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mentale. La question se pose toujours de la réintroduction
de cellules malignes avec le greffon. Une étape ultérieure
pourra étre la culture in vitro de follicules primordiaux ; pour
le moment, celle-ci n’a été réalisée que chez la souris [105].

Les nouveaux marqueurs d’altération de la
fonction ovarienne

Avec le développement des techniques de préservation de
la fertilité le besoin d’un diagnostic précoce et précis des
altérations infracliniques de la fonction ovarienne s’est fait
sentir, afin de poser les indications a bon escient. Actuel-
lement, des indicateurs précis et peu invasifs de la réserve
ovarienne ont été validés: le compte folliculaire antral &
I’échographie et le dosage des taux sériques d’hormone anti-
miillérienne (AMH).

Le compte folliculaire antral

En début de phase folliculaire, les follicules dotés d’un
antrum mesurent 2a 9mm et sont aisément visibles par
échographie vaginale [106,107]. Leur quantité semble étre
directement corrélée au nombre de follicules aptes &
répondre a la FSH lors de la stimulation ovarienne et est
inversement corrélée a l’age de la femme [107,108). De nos
jours, le compte folliculaire antral échographique est ainsi
considéré comme un des examens de référence pour éva-
luer le degré de vieillissement ovarien [109]. il est utilisé en
routine comme marqueur de la réserve ovarienne pour les
traitements d’AMP.

L'hormone anti-miiliérienne

Les premiéres démonstrations de I"intérét clinique de ”AMH
en tant que marqueur du statut folliculaire ovarien sont rela-
tivement récentes. La mesure précise des concentrations
de cette hormone dans le sang périphérique n’a été pos-
sible qu’aprés la mise au point d’une technique de dosage
Elisa ultrasensible [110], les taux d’AMH étant trés faibles
chez la femme adulte [111). Ce dosage a permis la réa-
lisation d'études cliniques évaluant la relation entre les
concentrations sériques d’AMH et le fonctionnement ova-
rien. de Vet et al, [112] ont suivi, de maniére longitudinale,
une cohorte de 41 femmes normo-ovulantes pour étudier les
variations des marqueurs hormonaux (AMH, FSH, estradiol
et inhibine B} et échographiques, et leur association avec le
vieillissement ovarien. Cette étude a montré une diminution
significative des concentrations &’ AMH entre les deux visites
médicales effectuées a 2,6+ 1,8ans d’intervalle, contras-
tant avec la stabilité des autres marqueurs analysés. Dans le
méme temps, Seifer et al. et van Rooij et al. ont montré qu’il
existe une corrélation entre les concentrations sanguines
d’AMH et Uintensité de la réponse ovarienne a la stimulation
[113,114]. De plus, le nombre de follicules sélectionnables
est étroitement associé aux concentrations sanguines d’AMH
[112], plus que de FSH, inhibine B ou estradiol [115).

D'un point de vue clinique, il existe au moins trois
raisons pour considérer ’AMH comme un marqueur particu-
lierement pertinent. La premiére résulte du fait que cette
hormone est produite par les follicules depuis le stade pri-



Mise au point : traitements anticancéreux et réserve ovarienne

439

maire [116,117] jusqu’a une taille comprise entre 2et 4mm
[118], soit un nombre de follicules plus important que ceux
qui produisent de Uinhibine B. La deuxiéme raison repose
sur des observations suggérant que cette molécule n'est pas
régulée par FSH ; en effet, elle est sécrétée par les follicutes
au stade de croissance basale (<2mm), dont le dévelop-
pement est peu dépendant de la FSH [119,120]. Enfin, les
concentrations d'AMH au troisieme jour du cycle ne sont
pas soumises aux variations intercycliques, ni intracycliques,
observées avec |’estradiol, I'inhibine B et fa FSH [121-123].
van Rooij et al. ont montré que, pour I’évaluation du
statut folliculaire ovarien, {a valeur prédictive des concen-
trations d’AMH est comparable a celle du compte folliculaire
antral [114). Cette équipe a également mis en évidence
que U'AMH est un marqueur fiable de l'apparition des
troubles du cycle menstruel pré-ménopausiques [124], et
d’autres travaux récents ont retrouvé un lien entre UAMH
et I’Age de survenue de la ménopause [125,126). Enfin,
chez des femmes ayant regu une chimiothérapie pendant
Uenfance, ’AMH, en association avec la mesure du volume
avarien, présente une excellente sensibilité pour détecter
'altération du capital folliculaire ovarien [119].

Evaluation hormonale et/ou échographique des
effets des chimiothérapies

Quelques études récentes se sont intéressées a ’évaluation
hormonale et/ou échographique de la fonction ovarienne
aprés chimiothérapie. Un premier travail a suivi la fonction
ovarienne chez huit patientes traitées pour cancer du sein.
Toutes les patientes ont recouvré des cycles, parmi elles,
trois avaient des cycles irréguliers et les cinq autres présen-
taient un effondrement de l'inhibine B avec une élévation
de la FSH, suggérant une altération de la réserve folliculaire
[127]. Anderson et al. ont montré que les taux d’AMH aprés
chimiothérapie chutent de fagon plus constante et rapide
que les taux d’estradiol ou de FSH, chez des patientes trai-
tées pour cancer du sein [128]. Dans cette étude, portant
sur 50patientes non ménopausées, la toxicité gonadique
des chimiothérapies est aggravée par [*ajout des taxanes
aux sels de platine [27]. Les taux d'inhibine B et des FSH
varient peu, ce qui indiquerait que la chimiothérapie affecte
plus les follicules primordiaux et pré-antraux que les fol-
licutes ¢ycliques. Ces résultats confirment que des dégats
ovariens liés aux chimiothérapies sont possibles méme sans
altération évidente des cycles menstruels et peuvent ainsi
rester sous-diagnostiqués [129]. Le suivi de patientes trai-
tées pour lymphome de Hodgkin pendant Uenfance a mis
en évidence une bonne sensibilité de AMH pour détec-
ter ces altérations, notamment en comparaison a la FSH
ou inhibine B [130]. Pour d’autres auteurs, la combinai-
son entre le compte folliculaire antral et les dosages d’AMH
donne la meilleure valeur prédictive de la réserve follicu-
laire, chez des patientes ayant regu de la chimiothérapie
pour cancer hématologique, avec une sensibilité de 83%
et une spécificité de 88% [131]. De plus, les taux pré-
thérapeutiques d’AMH semblent étre prédictifs du risque
d’aménorrhée post-chimiothérapie, cette occurrence étant
significativement plus élevée chez les patientes dotées d'un
taux d'AMH initial bas [132].
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Perspectives

Dans [’avenir, I'étude de marqueurs de susceptibilité indivi-
duelle pourrait nous aider pour un conseil plus personnalisé
pour chaque patiente. Il a ainsi été rapporté que les
patientes présentant certains génotypes de |’enzyme cyto-
chrome p450c seraient plus susceptibles de développer une
insuffisance ovarienne précoce {133,134]. Les puces & ADN
pourrajent permettre de développer des profils de patientes
plus ou moins a risque.

Conclusion

Des statistiques américaines récentes font état de
680000 femmes atteintes de cancer en 2007. Vers ’année
2010, on estime qu’une personne sur 250 aura survécu a des
cancers pédiatriques [135]. Globalement, 2% de la popu-
lation de moins de 40ans va développer un cancer, dont
la moitié nécessitera un traitement potentiellement stéri-
lisant. Les progrés notables réalisés en termes de taux de
guérison apreés chimiothérapie, notamment chez la femme
en age de procréer, renforcent la nécessité d'affiner les
indications de préservation de la fertilité. Les marqueurs
modernes de la réserve ovarienne, tels le compte folticulaire
antral et UAMH, s’infléchissent précocement, avant toute
manifestation clinique. Leur utilisation permettra de mieux
identifier & ’avenir les chimiothérapies causant une perte
importante et irréversible de la fertilité ovarienne.

Conflit d’intérét

Aucun.
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Immediate versus delayed medical treatment for
first-trimester miscarriage: a randomized trial

Antoine Torre, MD; Cyrille Huchon, MD; Laurence Bussieres, PhD; Elise Machevin, MD;

Erick Camus, MD; Arnaud Fauconnier, MD, PhD

OBJECTIVE: To compare immediate vs delayed medical traatmeant for
first-trimester miscarriage.

STUDY DESIGN: Randomized cpen-label trial ina university hospital gyne-
calogic emergency department. Between April 2003 and April 2006, 182
women diagnosed with spontanecus abortion before 14 weeks' gastation
wiere assigned to immediate medical treatment {oral mitepristone, followed
48 hours later by vaginal misoprostol, n = 91) or sequential management
(1 week of watchful waiting followed, f necessary, by the above-described
medical treatment, n = 31). Yacuum aspiration was performed in case of
treatment failure, hemorrhage, pain, infection, or patient request,

RESULTS: Compared with immediate medical treatment, sequential
management resulted in twice as many vacuum aspirations overall
43.5% vs19.1%; <2 .001), 4 times as many emergent vacuum aspi-
rations (20% vs 4.5%,; P = 001}, and twice as many unplanned visits
tothe emergency department (34.1% vs 16.9%; P = .009),

CONCLUSION: Delaying medical treatment of first-trimester miscar-
riage increases the rate of unplanned surgical uterine evacuation,

Key words: expectant management, mifepristone, miscarriage,
misoprostol, randomized trial

Cite this article as: Torre A, Huchon G, Bussieres L, et al. Immediate versus delayed medical treatment for first-trimester miscarriage: a randomized trial. Am J
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F irst-trimester miscarriage occurs in
about 119% of pregnancies' and is as-
sociated with a considerable human and
financial burden. For decades, surgical
evacuation of the uterus was performed
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almost consistently. However, medical
treatment and expectant management
{ie, monitoring until expulsion occurs
spontancously) were introduced re-
cently.” Expectant management pro-
duced wvariable success rates, of up to
75% after 1 week, without adverse
events.”” Medical treatment with the
progesterone receptor antagonist mife-
pristone and/or the synthetic prosta-
glandin El analog misoprostol was
effective in about 80% of cases.™
Compared with surgery (vacuum aspira-
tion), expectant management, or medi-
cal treatment, was less effective in emp-
tying the uterus’ but led to lower
infection rates'” and costs.!! Moreover,
the rates of infection (3%) and 5-year in-
fertility (20%) were acceptable with all
three treatment methods,”'” indicating
that medical and expectant management
were equivalent to surgery in terms of
efficacy and safety.

However, in these studies, vacuum as-
piration was performed in all patients
with failed expectant management. Con-
ceivably, initial expectant management
(eg, for 1 week), followed by medical
treatment, if needed, may combine the
advantages of both methods and further
decrease the need for surgery. For these
benefits to occur, medical treatment af-

ter 1 week would have to be as effective as
immediate medical treatment.

We conducted a pragmatic, open-
label, randomized trial in patients
with first-trimester miscarriage to ass-
¢ss whether delayed medical treatment
strategy was associated with a lower vac-
uwm aspiration rate compared with im-
mediate medical treatment.

MATERTALS AND METHODS

Trial design

We conducted a single-center, random-
ized, controlled, open-label, parallel-
group trial to compare 2 management
strategies in women with spontaneous
first-trimester miscarriage. Informed
consent was obtained from each patient
before study inclusion. The study was
approved by the appropriate ethics com-
mittee (Comité Consultatif de Protection
des Personnes en Recherche Biomedicale of
Saint-Germain-en-Layve, France) and
registered on ClinicalTrials.gov under
no. NCT00190294.

Patients

Eligibility criteria

We included patients with spontaneous
miscarriage before 14 weeks of amenor-
rhea who agreed to participate in the
study. Patients with any of the following
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clinical presentations were eligible: missed
miscarriage, inevitable miscarriage (bleed-
ing through the dilated cervical os), and
incomplete miscarriage (retained prod-
uct of conception).” Transvaginal ultra-
sonography (Logic 700; General Electric,
Velizy, France) was performed by a se-
nior obstetrician/gynecologist. Miscar-
riage was diagnosed in patients with any
of the 3 following ultrasound criteria:
anembryonic gestation with an intact
intrauterine gestational sac measuring
15-50 mm and containing no visible em-
bryonic structures, confirmed after 5
days; early embryonic/fetal demise with
an intrauterine gestational sac measur-
ing 15-50 mm and containing a visible
embryo having no cardiac activity and
no growth atter 48 hours if the crown-
rump length was greater than 15 mm or
after 5 days if the crown-rump length
was 15mm or less; and retained product
of conception with intrauterine contents
measuring more than 15 mm in thick-
ness after spontaneous expulsion of a
proven intrauterine pregnancy.

Clinical exclusion criteria were immi-
nent miscarriage (pain, bleeding, and
product of conception passing through
the cervical 0s);™ unstable hem odynam-
ics; severe pain (score 4/10 on a nu-
merical rating scale); age vounger than
18 years; gestational sac larger than 50
mm; multiple pregnancy; suspected mo-
lar or ectopic pregnancy; previous signs
of cervical incompetence; evidence of in-
fection; contraindication to mifepris-
tone (allergy, corticostercid deficiency,
corticosteroid therapy, hemostasis dis-
order, thrombocytopenia -100,000/
mm?®, or blood hemoglobin <9 g/dL) or
contraindication to misoprostol (allergy
or severe asthma); patient living alone or
morethan an hour away from the hospi-
tal; and participation in another thera-
peutic trial.

Setting

This trial was performed at the gyneco-
logy emergency department of the teach-
ing hospital of Poissy Saint Germain-
en-Laye (France).

Intervention
Treatments were carried out on an out-
patient basis. Under our current proto-

col for managing miscarriages, each
woman received information about the
progress of spontaneous miscarriage, in-
cluding symptoms indicating a need for
immediate medical attention (heavy
bleeding and pain, fever), and a prescrip-
tion for an analgesic (suppository con-
taining acetaminophen, opium, and caf-
feine) and an antispasmodic agent (oral
tablet of phloroglucinol and trimethyl-
phloroglucinel). An injection of 250 TU
of anti-D immunoglobulin was given if
appropriate.

Women allocated to the immediate
medical treatment arm were given 200
mg of mifepristone orally on the first
study day (day 0) and 400 pg of miso-
prostol vaginally 2 days later (day 2).*
They then returned home for monitor-
ing by the family. Transvaginal ultra-
sonography was performed onday7. Pa-
tients with retained products of
conception (gestational sac or intrauter-
ine heterogeneous content >15 mm in
thickness) underwent elective vacuum
aspiration on the next day, and those
with normal ultrasound findings were
discharged.

Women allocated to the sequential
management arm returned home with
no intervention until day 7, when they
came to the hospital for transvaginal ul-
trasonography. Patients with normal
findings were discharged, and patients
with retained products of conception
were given the same medical treatment
as in the immediate medical treatment
group (200 mg of mifepristone orally on
day 7 and 400 pg of misoprostol vagi-
nally on day 9). Transvaginal ultra-
sonography was performed on day 14.
Patients with normal findings were dis-
charged, and those with retained prod-
ucts of conception underwent vacuum
aspiration on day 15.

Patients had free access to our gyne-
cology emergency department, which
was open 24 hours a day, 7 days a week.
Emergency vacuum aspiration could be
performed at any time in patients with
abundant bleeding, severe pain, or any
other dinical situation requiring imme-
diate evacuation of the uterus; as well as
in patients who wanted to leave the
study.
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Patients who requested a change in
treatment after randomization were an-
alyzed as part of their initial group, on an
intention-to-treat basis. Vacuum aspira-
tion performed on patient request was
recorded as an emergency procedure.
Ectopic pregnancy and viable pregnancy
were the only reasons that could lead to
exclusion from the analysis. For each pa-
tient, we recorded unplanned visits and
treatments, protocol deviations, and
elective or emergency surgical vacuum
aspiration.

Outcomes

The primary outcome was the incidence
of vacuum aspiration in each group (ie,
the incidence of nonsurgical treatment
failure), determined without distin-
guishing between elective aspirations
(retained product of conception 7 days
after medical treatment given immedi-
ately or after 7 days of expectancy) and
emergency aspirations.

Secondary outcomes were use of
emergency services, total time to com-
plete evacuation since randomization,
efficacy ofimmediate or delayed medical
treatment, and treatment side effects (in-

tolerance and bleeding).

Sample size

Based on previously published tri-
als, >4 we expected spontaneous
expulsion to occur in about 75% of pa-
tients after 1 week of expectant manage-
ment™*** and in about 80% afier imme-
diate medical treatment.>*'* According
to our working hypothesis that medical
treatment would have similar efficacy
when used immediately or after expect-
ant management, we expected sequential
management to be followed by sponta-
neous evacuation in 75% of patients and
medical treatment to be etfective in 20%
of patients (ie, 80% of 25%), with the
remaining 5% of patients requiring vac-
unm aspiration. To detect a significant
change in the expected differences in
vacuum aspiration rates (ie, 5% vs 20%)
with 80% power at 5% bilateral alpha
risk, we needed 2 groups of at least 88
patients each.

Randomization
Patients were included by 14 senior ob-
stetrician/gynecologists. For each pa-



tient, an inclusion form was faxed to a
centralized statistics department for ran-
domization into 2 groups, using a com-
puter-generated list, in blocks of 4. Nei-
ther the patients nor the physicians were
blinded to the treatment arm.

Statistical methods

Data were analyzed using the intention-
to-treat approach. Differences between
groups were assessed using the X2 test or
Fisher’s exact test for categoric variables
and the Student’s f test for continuous
variables. P values smaller than .05 were
considered significant. Results were ex-
pressed as percentage or mean, and 95%
confidence intervals (95% Cls) were
computed. The statistical analysis was
performed using STATA version 11.0
(Stata Corp, College Station, TX).

RESULTS

Patient inclusion and follow-up
Between April 2003 and April 2006, 182
patients were randomly assigned to 2
groups of 91 patients each. Table 1 re-
ports the main patient characteristics.
No significant differences among the re-
ported baseline covariates were pro-
duced by the randomization process.

A 29-vear-old patient allocated to the
sequential management group was mis-
takenly diagnosed with retained product
of conception shortly after a miscarriage
and then found 3 days later to have an
early viable pregnancy; she was excluded
from the study. Seven patients in all were
lost to follow-up, leaving 174 (95.6%)
patients for the analysis (Figure).

The treatment differed from the as-
signed intervention in 7 of 85 (8.2%) pa-
tients in the sequential management arm
and 4 of 8% (4.5%) patients in the imme-
diate medical treatment arm (P = .31).
Of these 11 patients, 2 asked for vacuum
aspiration and 2 for medical treatment
during the assigned week of expectant
management; 1 was mistakenly given
mifepristone and misoprostol during
both the expectant management week
and the medical treatment week; 1 failed
to attend the day-9 visit and did not re-
ceive the misoprostol dose scheduled for
that day; 1 waited 1 month instead of 1
week; 3 in the immediate medical treat-
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Demographic and clinical characteristics of the trial participants

Treatment arm

Immediate medical Sequential
treatment management
(n=91) {n =91)

Age in years, mean (95% Cl)

31.3 (30.0-32.6)

31.8 (30.5-33.1)

Ultrasound gestational age, n (%)

<2h6 d 37 (41.6) 35(39.8)
56-76 d 39 (43.8) 39 (44.3)
=76 d 13 (14.6) 14 (15.9)
Not known 2 3
Parity, n (%)
Nulliparous 36 (39.6) 35(38.9)
Parous 55 (60.4) 65 (61.1)
Unknown 1 1
Type of miscarriage, n (%)
Early embryonic demise 66 (74.2) 69 (76.7)
Anembryonic gestation 22 (24.7) 16 (17.8)
Retained product of conception 1(1.1) 5(5.5)
Unknowin 2 1
Bleeding at inclusion, n (%j) 49 (53.9) 54 (60
Pain at inclusion, n (%) 38{11.8) 33 (36.1)

i, confidence intanal.

Torre. Timing of nonsurgical wiscarriage treatment, Am J Obstet Gywecol 2012,

ment arm failed to attend the day-2 visit
and consequently did not receive the
scheduled misoprostol dose; and 1 took
the misoprostol dose orally by mistake.
These patients were analyzed as part of
the group to which they had been allo-
cated at random, according to the inten-
tion-to-treat approach.

Patient outcomes in the 2 treatment
arms

Immediate medical treatment
Immediate medical treatment was suc-
cessful in 72 (80.9%) of the 89 women in
this arm. Of the 15 (16.9%0) patients in
this arm who had unplanned gyneco-
logic emergency department visits, 4
(4.5%) required emergency vacuum as-
piration. Elective vacuwm aspiration was
required in 13 (14.6%) patients on day 8.

Sequential management arm

Ofthe 86 patientsin this arm, 20 (23.3%)
experienced  spontaneous complete
evacuation during the week of expectant

management. Eighteen (20.9%) patients
had unplanned gynecologic emergency
de-

partment visits, including 12 (14.0%)
patients who required emergency vac-
uwmm aspiration, mainly for bleeding
{'Table 2). The remaining 54 patients had
incomplete evacuation at the end of
the first week and were given medical
treatment.

Of'these 54 patients, 1 waslost tofollow-
up. Medical treatmnent was successtul in 28
(52.8%) of the remaining 53 women. Un-
planned visits to the gynecology emer-
gency department occurred in 11 {20.8%)
patients, and 5 (9.4%) patients required
emergency vacuum aspiration, mainly for
bleeding. The remaining 20 (37.7%) pa-
tients required elective vacuwm aspiration
onday 15.

Vacuum aspiration rate

{primary outcome)

Vacuum aspiration was required in 17
{19.1%) patients in the immediate med-
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Patient flow chart and outcomes

Randomized
(n=182)

L

l

Immediate medical treatment

(n=91)

Sequential management

(n=91)

2 lost to follow-up €——

| 89 analyzed |

- Day 0: mifepristone 200 mg orally
- Day 2: misoprostol 400 ug vaginally

4 emergency vacuum
aspirations

@' Day 7: ultrasonography

Elective vacuum aspiration
(n=13)

- T——

72 with successful
medical evacuation

——» 1 excluded for
Ongaing pregnancy
5 lost to follow-up
- Expectancy week: 4
- Treatment week: 1

>

85 analyzed
7 days” expectancy |

12 emergency
vacuum aspirations

20 with complet
Day 7: ultrasonography W omplexs .
spontaneous evacuation

>

Medical treatment (n = 53)
- Day 7: mifepristone 200 mg orally
- Day 9: misoprostol 400 pg vaginally

5 emergency vacuum
aspirations

28 with successful
Day 14: ult v
v msanearpY medical evacuation

Elective vacuum aspiration
(n=20)

Torre. Timing of nonsurgicalmiscarriage treatment, Am J Obstet Gyneaal 2012,

ical treatment arm and 37 (43.5%) pa-
tients in the sequential treatment arm.
The rate of emergency vacuum aspiration
was 4 times higher in the sequential treat-
ment arm (20% vs 4.5%), whereas the
rate of elective vacuum aspiration was
not significantly different between the 2
arms (23.5% vs 14.6%) (Table 2).
When patients who were excluded or
lost to follow-up were allocated to the
outcome that was more likely to show
superiority of expectant management
{emergency vacuum aspiration in the
immediate treatment arm and spontane-
ous complete evacuation in the sequen-
tial treatment arm ), the results were un-
changed: the vacuum aspiration rates
were 40.7% with sequential treatment
and 20.9% with immediate treatment

{y? = 8.36; P < .01) and the emergency
vacuwm aspiration rates were 18.7% and
6.6%, respectively (y* = 6.27; P << .02).

Secondary outcomes

Timeto complete evacuation

The total time from randomization to
complete evacuation was longer in the
sequential treatment arm, by 4.2 days
(95% CI, 3.0-5.4).

Visitsto the gynecologic emergency
department, admissions

Unplanned visits to the gynecologicy
emergency department were twice as
common in the sequential treatment
arm as in the imm ediate medical treat-
ment arm. Emergency vacuum aspira-
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tion was the reason for all admissions

{Table 2).

Efficacy of immediate or delayed
medical treatment

Medical treatment was more often suc-
cessful when used immediately (80.9%)
than after a week of expectancy (52.8%,
¥° = 12.56; P < .001).

Adverse effects

Infection was suspected in 2 (2.3%)
wornen in the sequential management
arm who had early embryonic demise at
9 and 6 gestational weeks, respectively.
One had bleeding with high leukocyte
counts, and the other had a fever and re-
tention of products of conception. Both
underwent emergency vacuum aspira-
tion. No infections occurred in the im-
mediate medical treatment arm, but the
difference wasnot statistically significant
(P = .24). No patient required blood
transfusions or experienced any other
serious adverse events.

COMMENT

We found that sequential management,
including 1 week of expectancy followed,
if needed, by delayed medical treatment,
was less attractive than immediate med-
ical treatment for the nonsurgical man-
agement of first-trimester miscarriage.
Sequential management was associated
with higher rates of vacuum aspiration
and gynecologic emergency department
visits, as well as with a longer time to
complete resolution. For the analysis, we
used the intention-to-treat approach,
and, consequently, our results are rele-
vant to everyday practice.

To our knowledge, our study is the
first clinical randomized trial comparing
immediate to delayed medical treat-
ment. Moreover, very few studies!® 7
used nonsurgical methods to manage
failure of expectancy.””'®® Our study
has several limitations, however. First, it
was not blinded, and patients who knew
they were receiving no treatment may
have been more responsive to symp-
toms. This possibility is consistent with
the higher number of gynecologic emer-
gency department visits in the sequential
management arm. Physicians may have
influenced decisions regarding vacuum
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elective surgery or delaved medical treat-
ment, whose limited efficacyleads to sur-
geryin about halfthe cases. ' Second, ex-
pectant management is associated with
greater use of emergency resources com-
pared with immediate medical treat-
ment, as noted in the present study and
elsewhere.”®?*2® Third, expectant
management increases the time to
complete evacuation of the uterus.
Fourth, many women prefer medical
or surgical treatment over expec-
tancy.?® Therefore, immediate medical
or surgical treatment should be offered
routinely to women with a definitive
diagnosis of miscarriage.

Another interesting implication of our
work is that better patient selection
might improve the efficacy of medical
treatment. Factors associated with suc-
cessful medical treatmentin earlier stud-
ies incduded low parity,”” * low blood
hCG concentrations,”” and vaginal
bleeding.” Studies should be performed
to determine whether medical treatment
success rates are intluenced by the time
since the end of pregnancy (ie, difference
between time since last menstrual period
and ultrasound gestational age).

Our finding contradicts widely ac-
cepted recommendations about the
management of first-trimester miscar-
riage. Expectant management, followed,
ifneeded, by delayed medical treatment,
increased the rates of vacuum aspira-
tion and emergency service visits com-
pared with immediate medical treat-
ment. Thus, expectant management
may not be a reasonable option for the
nonsurgical treatment of first-trimes-
ter miscarriage.
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aspiration. However, such a classifica-
tion bias would have increased the like-
lihood of better results with sequential
management, as expected according to
our hypothesis. In a metaanalysis, the
outcomes of expectant management
were poorer when the comparator was
medical treatment (39%; 95% CI, 33—
45) than when it was surgery (78%; 95%
CI,73-83%.% Thus, the open-label design
may have contributed to the low rate of
spontaneous complete evacuation dur-
ing the week of expectancy, through a
placebo effect. One solution would have
been to use a blind crossover design, with
patients receiving a placebo and medical
treatment in random order. Neverthe-
less, expectant management in evervday
practice consists in giving no treatment
to women who are aware of other treat-
ment options.

Second, ultrasound endometrial
thickness, used to define treattnent fail-
ure in our study, does not accurately
predict the need for elective vacuum as-
piration after medical treatment for mis-
carriage.”” However, the use of other
clinical or laboratory criteria would have
increased the duration of expectant
management. Furthermore, it would not
change an observed superiority of imme-
diate treatment based on a lower emer-
gency vacuwm aspiration rate. Neverthe-
less, the ultrasound criteria for retained
product of conception used to define
treatment failure in the current study
were those most often used in earlier
works.

Immediate medical treatment was
successful in 80.9% of women, in keep-
ing with earlier data.””'* Surprisingly,
both the expectant and delayed medical
phases of the sequential management
were less successful than anticipated.
The success rate of expectancy ranged”
from 18—8196,%"*% and this variability
was ascribable in part to differences in
the proportions of each type of miscar-
riage. Our population comprised not
only patients with missed miscarriage
but also patients with inevitable or in-
complete miscarriage, whose response to
expectant management is better.” There-
fore, we were unable to accurately pre-
dict the success rate of expectant man-
agement. In a metaanalysis by Sotiriadis
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Rates of vacuum aspiration and unscheduled visits
to the gynecologic emergency department

Sequential
Immediate medical management
Variable treatment (n = 89) (n = 85) Pvalue
Vacuum aspiration, n (%) 17 (19.1) 37 (43.5) o
Emergency vacuum aspiration, n (%) 4(4.5) 17 (20 .00
First week, n 4 12
Reasons
Bleeding, n 3 3
Pain, n 1 1
Bleeding and pain, n 6
Patient request, n 2
Second week, n h
Reasons
Bleading, n 1
Bleeding and pain, n 3
Infection, n 1
Elective vacuum aspiration, n (%) 13 (14.6) 20(23.5) 18
Unscheduled visits, n (%) 15 (16.9) 29 (34.1) .009
Reasons
Bleeding, n 2 7
Pain, n 2 1
Bath bleeding and pain, n 1 )
Imminent miscarriage, n 9 14
Other (eg, change in patient 1 2

decision .. ), n

Torre. Timing of nonsurgical wiiscarringe ireatment, Am J Obstet Gynecol 20132,

et al,” successful expectant management
was defined as complete evacuation of
the uterus at the end of the expectancy
period, and, consequently, emergency
vacuum aspiration was included in the
favorable outcomes. Our 37.3% rate of
complete evacuation of the uterus (ie,
14% of emergency vacuwm aspirations
added to 23.3% of spontaneous expul-
sions) is, therefore, consistent with the
39% rate (95% CI, 33-45) reported in
this metaanalysis.”

Our most striking finding was the
lower efficacy of delayed medical treat-
ment (52.8%) compared with immedi-
ate medical treatment (80.9%). This
difference has not been reported previ-
ously. A comparably low success rate
{53.1%4) was observed by Graziosi et al'®
with 800 pg/d of vaginal misoprostol for

1 or 2 days in 79 women with failed ex-
pectant management. As hypothesized
by these authors, failure of spontaneous
expulsion during a period of expectancy
may indicate greater adhesion of the
products of conception to the uterus,
possibly with decreased responsiveness
to prostaglandins. Thus, failure of ex-
pectant management may predict a poor
response to medical treatment.

In patients with miscarriage, establish-
ing the diagnosistakes some time, so that
there is, in effect, a period of expectancy.
Once the diagnosis of first-trimester
miscarriage is definitively established,
immediate treatment should be offered,
for several reasons. First, the 76.6% fail-
ure rate of expectant managementin our
study is unacceptably high. Failed ex-
pectant management requires either
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Adiponectin and leptin systems in
human endometrium during window
of implantation

Esther Dos Santos, Ph.D.,? Valérie Serazin, Ph.D.,* Corinne Morvan,? Antoine Torre, Ph.D.,” Robert Wainer, Ph.D. "
Philippe de Mazancourt, Ph.D.,* and Marie-Noélle Dieudonné, Ph.D.?

* Service de Biochimie et Biologie Moléculaire and ® Service de Gynérologie-Obstétrique, Unité Propre de Recherche et de I'Enseignement
Supérieur- Equipe d'accueil 2493, Unité de Formation et de Recherche de Paris lle de France Quest, Pole de Recherche et de I'Enseignement
Supérieur Universud Paris, Centre Hospitalier de Poissy-Saint Germain, Poissy Cedex, France

Chjective: To measure the expression of adiponectin, leptin, and their respective receptors in the human endomettia of fertile women compared with
women with unexplained recurrent implantation failure (F) during the window of implantation.

Design: Controlled, prospective, clinical study.

Setling: Teaching hospital and university research laboratory.

Patient(s): Thirty-one endometrial biopsies from women with IF and 19 fertile controls.

Intervention(s): Human endometrial biopsies.

Main Outcome Measure(s): Gene and protein expression of endometrial biopsies.

Resull(s): Endometrial leptin expression was significantly lower in the IF group compared with fertile women. In contrast, leptin receptor (0b-R) ex-
pression was higher in endometria of women with IF. Concerning the adiponectin system, adiponectin was expressed to the same extent in both groups.
Conversely, the expression of its two receptors, AdipoR1 and AdipoR2, was reduced in endometria of women with IF compared with fertile women.
Conclusion(s): Although progesterone resistance seems to be a common state of the endometrium in some human reproductive disorders, such as en-
dometriosis or polyeystic ovary syndrome, modification in leptin endometrial expression seems to be specific to IF. These results strongly suggest that
changes in Ob-R and AdipoR expression profiles [1] should be implicated in the development of uterine receptivity, and [2] may therefore be potential

new targets for prediction of IF. (Fertil Steril® 2012;87:771-8. ©2012 by American Society for Reproductive Medicine)
Key Words: Adiponectin, leptin, uterine receptivity, implantation faflure, infertility

he implantation of the blastocyst
T into the maternal uterus is a cru-

cial step in mammalian repro-
duction, and it involves an intricate
succession of cellular and molecular
interactions. For a successful implanta-
tion process, synchrony between com-
petent embryo and receptive uterus is
essential. The implantation window
corresponds to the limited period that
begins on day 20-24 of an idealized
28-day cycle {1}. Several biochemical
factors and cytokines have been impli-
cated as regulators of implantation.
Among these Tactors, P receptors (PR},
estrogen receptors (ER}, leukemia in-

hibitory factor, transforming growth
factor &, and tumor necrosis factor «,
as well as cell adhesion molecules
such as integrins and mucins, and cyto-
kines such as interleukin 15 {[L-15} and
leptin, play essential roles {2-4).
Leptin, the product of the ob gene,
originally described as a regulator of
food intake and energy balance, was
found to play a critical role in reproductive
function {5}. Indeed, different studies per-
formed with rodents and with humans
suggest a role for this cytokine in the em-
bryo-maternal cross-talk at the time of
implantation. First, leptin {oh/ob}-deficient
mice cannotreproduce, and fertility canbe
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restored by exogenous administration of
leptin in the oly/eb mouse {5, 7). Second,
leptin promotes mouse preimplantation
embryo development {8). This idea is
supported by evidence that human
blastocysts cocultured with endometrial
epithelial cells modulate leptin secretion
{5). Moreover, leptin is produced and
secreted by  trophoblastic  and
endometrial cells {5, 9). Another study
clearly demonstrated that leptin can
trigger the expression of av@, integrin
(10}, an adhesion molecule and marker of
endometrial receptivity, which likely
increases the possibility of successful
implantation. More recently, experiments
in cultured endometrial cells revealed
that leptin increased the level of IL-1, leu-
kemia inhibitory factor, and their corre-
sponding receptors {11, 12}. Concerning
serum leptin levels, wvarious studies
reveal that abnormally low leptin
concentrations are observed in some
pregnancy-associated pathologies, such
as recurrent spontaneous abortion in the
first trimester of pregnancy {13, 14).
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Adiponectin is another cytokine that plays an important
role in regulating energy homeostasis, specifically lipid and
glucose metabolism (15). In addition, adiponectin has
anti-inflammatory, antiangiogenic, and antiatherosclerotic
effects (156). Recent data suggest that adiponectin can also
directly regulate reproductive and placental processes {17).
We have recently shown in our laboratory that adiponectin
promotes syncytialization and invasion capacities of human
first-trimester cytotrophoblasts (18-20). In contrast to leptin,
adiponectin knockout mice are fertile {21}, but transgenic
mice that display elevated circulating adiponectin are
sterile {22). Furthermore, several data indicate that
adiponectin can play an important complementary role in
the regulation of the female reproductive function. It has
heen demonstrated that adiponectin is involved in the
modulation of ovarian and endometrial functions,
influencing periovulatory remodeling of the ovarian
follicle, and steroid synthesis/secretion, as well as energy
supply and inflammatory response of endometrial cells
{23-25}. Some studies even suggest the potential of
matermal adiponectin to serve as a marker for fertility.
More precisely, high circulating adiponectin levels have
been described as being associated with IVF success
{26, 27). Finally, changes in adiponectin levels have been
described as being associated with some pathologies of
the female reproductive system. In particular, plasma
adiponectin is reduced in pre-eclampsia and in women
with polycystic ovary syndrome or with endometriosis
{28-30}.

Leptin and adiponectin effects are mediated through spe-
cific receptors, which are activated after binding to their re-
spective ligands (31, 32}. Leptin receptors {Ob-R} and the
two adiponectin receptors, AdipoR1 and AdipoR2, are
present in both the human placenta and endometrium (24,
33-35}. In the human endometrium, AdipoR and Ob-R levels
are highest during the mid-secretory phase, which corre-
sponds to the embryo implantation window (24, 36}
Moreover, Wang et al. (37} demonstrate that expression of
Ob-Ris decreased in endometria in the same period in patients
with polycystic ovary syndrome.

These different studies suggest that adiponectin, leptin,
and their respective receptors may be regulated at critical
times in the peri- and postimplantation periods. Furthermore,
abnormalities in their expression may occur in certain
pathologic conditions associated with pregnancy loss and
implantation pathologies {pre-eclampsia, polycystic ovary
syndrome, and endometriosis}.

Here we studied another implantation pathology: women
who presented repeated and unexplained implantation fail-
ure {IF}, with absence of pregnancy despite transfer of 10
or more embryos. In this patient group, we first determined
the level of endometrial receptivity by studying the expres-
sion of key endometrial receptivity genes, such as PR, ER,
and the 33 integrin subunit Second, we studied the expres-
sion of leptin and adiponectin and their specific receptors in
the human endometrium during the implantation window, to
obtain insight into the molecular mechanisms of unex-
plained recurrent [F.

MATERIALS AND METHODS
Materials

Superscript [ Rnase H- reverse transcriptase (RT) and primers
were from Invitrogen, and ENAgunard was obtained from
Pharmacia Biotechnology. SBGreen was from Roche Diag-
nostics. Polyclonal goat polyclonal anti-AdipoR1  {sc-
46749}, anti-AdipoR2 {sc-46756), anti-leptin {sc-842), and
anti-Ob-R (sc-1832} antibodies were obtained from Santa
Cruz Biotechnology. The RNeasy Kit was obtained from Qia-
gen. Dulbecco's Modified Eagle Medium/F12 medium and
anti-3-actin {A2066} were obtained from Sigma Chemical.
The SuperSensitive Link-Label IHC Detection System was
purchased from BioGenex.

Patients

Thirty-one women were characterized as having recurrent [F
{IF group} because they had previous recurrent, unexplained
failure of IVE-ET involving more than 10 normal embryos
(see below). Nineteen fertile controls were recruited for this
study as well. All patients gave fully informed consent to par-
ticipate in the research, and the institutional review board ap-
proved this investigation {Comité Consultatif de Protection
des Personnes dans la Recherche Médicale, protocol 01-78).

Repeated, unexplained failure of IVF-ET was defined as ab-
sence of pregnancy, despite the transfer of 10 or more embryos
{fresh or freeze-thawed} over several cycles. All embryos had
a fragmentation rate of < 20% and were at least at the four-
cell stage by day 2 after IVE. As secondary criteria, patients
with low endometrial volume {< 2 cm} or presence of submu-
cous fibroma or polyps were excluded. A good hormonal re-
serve (ESH <10 mlUfml} and normal responses to ovarian
stimmlation were also included as additional selection criteria.

The fertile subjects were involved in the assisted repro-
ductive technology program because their male partmers
were infertile. All had given birth to apparently healthy in-
fants after either [UI {five women} or IVE {five women} or
IVF associated with intracytoplasmic sperm injection {nine
women). They were evaluated at least & months after their de-
livery. These women had presumably normal ovarian and
uterine functions {no signs of endometriosis, polycystic ovary
syndrome, polyps, or fibroma). For simplicity they are de-
scribed below as “controls.”

Endometrial Biopsy

Before endometrial biopsy, a systematic endometrial ultra-
sonic examination was performed to determine the endome-
trial volume and to exclude any intrauterine abnormality of
theuterine cavity. Endometrial biopsies were performed (with-
out anesthesia} during a natural cycle with a standard Cornier
pipelle {CCD Laboratories}. This method collects material from
the superficial layer and not from the basal layer, minimizing
variations due to sampling from different depths. One portion
of the sample was immediately placed in a tube with Dulbec-
co’s Modified Eagle Medium/F12 medium at 4°C for Western
blot experiments. Another portion transferred into RNA stabi-
lization solution {RNAlater; Qiagen} was used to quantify the

772 |

304

VOL. 87 NC. 3 /MARCH 2012



basal messenger RNA {mRNA} level of different genes in fresh
endometria by real-time polymerase chain reaction {PCR).

Progesterone levels were 9.9 £+ 1.9 ng/mlL for fertile sub-
jects (data not shown for IF women). These P assays were not
determined at the time of biopsy but were performed up to 6
months bhefore. However, histologic data were systematically
available at the time of biopsy and indicated correct P impreg-
nation. All endometrial tissues contained numerous large and
vascularized glands with tortuous arteries.

Total RNA Extraction and Reverse Transcription

Sixteen to nineteen endometrial fresh biopsies from fertile
women and 31 endometrial fresh biopsies from infertile women
were disrupted in the lysis buffer of an RNeasy Kit. Total RNA
was extracted using the RNeasy Kit according to the mamufac-
turer’s instructions. Additional DNase digestion was performed
during the extraction process. Quantity and quality of RNA
were confirmed by analysis with an Experion system and the
RNA StdSens analysis kit {Bio-Rad). Ribonucleic acid was
then stored at —80°C until use. Total RNA {1 g} was reverse-
transcribed into complementary DNA (cDNA} using random
primers according to the manufacturer’s instructions. Controls
without RT were systematically performed to detect genomic
DNA contamination. The cDNAswere stored at —20°Cuntil use.

Real-Time PCR

Quantitative PCR was performed using a LightCycler480
instrument from Roche Diagnostics with the primer sets indi-
cated in Supplemental Table 1 and the Sybergreen I master
mix {Roche Diagnostics). Each reaction was conducted in
duplicate using 4 uL of diluted cDNA (20 times, 2.5 ng/ml}
and 500 nl of each specific primer in a 10 L final reaction
volume. An interrun calibrator was included in each assay to
verify the reproducibility of the amplification. The second de-
rivative maximum method was used to automatically deter-
mine the Cp for individual samples. Three reference genes
(TBP, RP13A, and 32 microglobulin) have been tested for their
expression stability in human endometrial tissues. Analysis
using geNorm software {Roche} revealed that these three
genes were the most stable genes to normalize data in these
cells and tissues. For each sample, the concentration ratio
{target/reference mRNA} was calculated using RelQuant
Roche software and expressed in arbitrary units. Calibration
curves were log-linear over the quantification range, with
correlation coefficient +* >0.99 and efficiency ranging from
1.8 to 2. The intra-assay variability of duplicate crossing point
{Cp} values never exceeded 0.2 cycle, and the interassay var-
iability {coefficient of variation value) ranged from 195 to 5%
for the five or seven runs of each transcript.

Western Blotting

Equal amounts of human endometria {300 mg} were rinsed
twice in phosphate-buffered saline buffer and then lysed on
ice in buffer containing 50 mM Tris, 120 mM NaCl, 1 mM
ethylenediaminetetraacetic acid, 1% Nonidet P40, 0.5 mh
desoxycholate, 0.19% sodium dodecyl sulfate, 1 mM sodium
vanadate, 100 ugfml 4-(2-aminoethyl} benzenesulfonyl

Fertility and Sterility®

fluoride hydrochloride, 30 mM §-glycerophosphate, 5 ugf
mL aprotinin, 12.5 ugfml leupeptin, and 10 mM NaF. After
being maintained in a state of constant agitation for 30 min-
utes at 4°C, microcentrifuge tubes were centrifugated at
100,000 x g for 10 minutes at 4°C, and the supematants
were diluted in Laemmli's buffer {vol/vol}. Protein concentra-
tions were measured according to Bradford {38}, with bovine
serum albumin as the standard. Equal amounts {50 ug} of
cellular extracts were subjected to sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis {10%). Proteins were
transferred to the Polyvinylidene fluoride membrane and
blocked in buffer A {20 mM Tris HCI, 137 mM NaCl, and
0.195 Tween 20} with 2.5% gelatin for 2 hours. Then the mem-
branes were incubated overnight at room temperature with
goat polyclonal anti-AdipoR1 {1:300), anti-AdipoR2 {1:300},
or anti-0h-R {1:300} antibodies in buffer A with 2.5% gelatin.
The resulting blots were extensively washed with buffer A and
then incubated with the secondary antiserum coupled to per-
oxidase {1:10,000 dilution in buffer A} for 1 hour at room
temperature and washed. Finally, enhanced chemilumines-
cence from Thermo Scientific was used for signal detection.
To confirm that all bands contained equal amounts of protein,
membranes were reblotted with a standard §-actin antibody
{1:500} in buffer A with 5% milk.

Immunochistochemistry

Endometria biopsies were fixed in cold phosphate-buffered
neutral paraformaldehyde (4%}, embedded in paraffin, and
cut into 5 xm sections. Deparaffinized sections were incu-
bated in 0.01 M citrate buffer for 5 minutes at 160 W in a mi-
crowave oven for heat-induced epitope retrieval. Endogenous
peroxidase activity was blocked by incubation with 3% H,0.,,
and nonspecific IgG binding was blocked by incubation with
phosphate-buffered saline 5% milk for 5 minutes. Samples
were then incubated with human anti-leptin antibody {1:50)
overnight at 4°C. After washings, slides were incubated
with secondary biotinyated antibody for 20 minutes at
room temperature. Then, peroxidase-conjugated streptavidin
was used for 30 minutes at room temperature {SuperSensitive
Link-Label THC Detection System}. Visualization was
achieved using the DAB detection kit {Ventana Medical Sys-
tem}. Slides were then counterstained with hematoxylin for 3
minutes. As negative controls, sections were processed in the
absence of a primary antibody.

Statistical Analysis

All values were expressed as means £ SEM, and statistical
analysis was performed using an unpaired ¢ test for compar-
ison with control.

RESULTS
Clinical Characteristics of the Subjects

Table 1 illustrates the clinical characteristics of the partici-
pants, including mean age, body mass index {BMI}, endome-
trium thickness, endometrium volume, and uterine artery
index of pulsatility during the implantation window. There
were no significant differences in age, BMI, or uterine
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TABLE 1

Patient characteristics.
Endometrium
Endometrium volume (em®) Uterine artery index
Group Apge () BMI (keg/m?) thickness {mm) (day of biopsy) of pulsatility
Fertile controls (n = 19) 3506+ 106 21761072 9.60 + 0.44 3834124 287 +072
Implantation failure (n = 31) 33,7 2070 2362 £ 088 9.31 + 0.30 2,51 2= 028 326074

Mote: Values are mean &+ SEM

Dos Santos. Adipokings and implantstion failure Fertil Sten! 2072,

anatomic properties between the control group {fertile
women) and the [F group {infertile women; P< 05}.

Expression of Different Endometrial Receptivity
Markers

The establishment of normal endometrial receptivity is closely
associated with [1] the down-regulation of steroid hormone
receptors {isoform « of ER, and both A and B isoforms of
PR}, and [2] the up-regulation of both 83 integrin and 11-15
{2, 3). To verify the endometrial receptive status of the
patients, we compared the expression of these four human
implantation markers in the two groups. As shown in
Table 2, RT-PCR experiments demonstrated that ER-« and
PR mRNA levels were significantly higher in the IF group
compared with those of the control group (2.1-, 4.2-, and
2.7-fold up for ER-«, PR, and PRB, respectively}. Conversely,
mRNA expression of §3 integrin and I1.-15 were lower in en-
dometria from the [F group compared with those from the
control group {3.5- and 3.3-fold down for 3 integrin and
1L-15, respectively). Altogether, these results dlearly demon-
strate that IF patients are a homogenous subset that presents
aberrant expression of these crucial factors consistent with
reduced endometrial receptivity.

Expression of Leptin and Ob-R in Human
Endometrium

Once the IF group was well characterized at the molecular
level, we studied the expression of leptin and its receptors
in human endometria of the two patient groups. Figure 1A
shows thatleptin mRNA expression was significantly reduced
in the IF suhjects compared with fertile women (0.76-fold
down}. Conversely, the Ob-R mRNA level was more elevated
in women with IF {1.67-fold up}. These mRNA level variations

were confirmed by Western blot experiments for Ob-R and by
immunohistochemistry analysis for leptin. [ndeed, as can be
seen in Figure 1B, immunostaining of leptin practically disap-
peared in IF endometria, suggesting an absence of leptin pro-
tein in this tissue. Moreover, Figure 1C shows that Ob-R
protein expression is higher {1.6-fold up} in endometria
from infertile women compared with control endometria.

Expression of Adiponectin and AdipoR in Human
Endometrium

Using RT-PCR analysis, we found that adiponectin mRNA ex-
pression was not significantly different between fertile and
infertile wormen. In contrast, AdipoR1 and R2 genes were
less expressed in the endometria of the IF group compared
with the control group, at both the mRNA and protein levels
(0.4~ to 0.6-fold down) (Fig. 2).

DISCUSSION

Progesterone is essential for the establishment of normal en-
dometrial receptivity and for the successful establishment of
pregnancy. Not unexpectedly, several cytokines are localized
at the maternal-fetal interface and seem to play important
roles in human embryo implantation and placentation.
Among these cytokines, leptin and adiponectin are considered
to be significant modulators of such processes {39). Indeed,
leptin and adiponectin are both produced and secreted locally
by endometrial cells and could act in an autocrine or para-
crine manner to regulate embryo implantation. Regulation
of these two adipokines and their respective receptors in the
human endometrium could represent a coordinate event al-
lowing implantation to occur. At present, little is known con-
cerning leptin and adiponectin system regulation in the
human endometrium. Our results clearly demonstrated that

TABLE 2

Relative abundance of mRNAs in endometrium from fertile women vs. infertile women determined by RT-PCR.

Expression in Expression in implantation
mRNA fertile controls® (n = 19) failure® (n = 31) Fold change Pvalue
ER-a O EE R 2115 == 0,53 2.1-fold up 01
PR 0.30 +0.03 126 +£0.22 4.2-fold up 0005
FRB 026 +0.02 069 +£0.11 2.7-fold up .01
#3 integnn 011 +0.02 0.031 + 0.005 3.5-fold down 0002
IL-15 1,315 2 085 315 =k 0 @3 3.3-fold down .0001

a

Iean £ SEM, normalized ratio (target mANAS reference gene mRMNA).
os Sanfos. Adipokings and inplantation failure Fertil Steni! 2072,
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FIGURE 1
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FIGURE 1 Continued

Leptin and Ob-R expression in the human endometrium. (A) Leptin and Ob-R mRNA expressions. Total RNA was extracted from endometria biopsies
of fertile and infertile wornen and then analyzed by quantitative RT-PCR. The values are the mean & SEM and are expressed as percentages of the
control value (fertile subjects). *P<.05; ns = nonsignificant, unpaired ftest. (B} Leptin protein expression. Endormetrial explants were fixed, paraffin-
embedded, and stained for anti-leptin antibody as descnibed in Matenals and Methods. This figure shows one representative experiment among
five separate experiments. (C) Ob-R protein expression. Cell kysates (50 ug) were extracted from endometria biopsies of fertile (CONT) and infertile
(IF) wornen and then subjected to Western blot analysis using ant-Ob-R or anti—--actin antibody, as described in Matenials and Methods. This figure
shows one representative experiment among 8- 10 separate experiments, The values are the mean = SEM and are expressed as percentages of the
control value (fertile subjects). *P<.05; ns = nonsignificant, unpaired ¢ test.

Do Santos. Adipokines and implantation falure. Fertil Sterl 20712,

adiponectin expression was not altered in the endometria of reduction of leptin expression in the endometrium seems to he
[F women. [n contrast, leptin expression was significantly at- specific to women with IF, because no significant variations
tenuated in the endometria of infertile women. The important of leptin expression were observed in other reproductive
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pathologies, such as endometriosis and polycystic ovary syn-
drome {37, 40). Different data reveal that leptin gene
expression is regulated by P in human adipose tissue and in
human placenta {41-43)}. Thus, it cannot be ruled out that P
may regulate leptin expression in the human endometrium.
Experiments are curmrently being performed in our
laboratory to study the direct regulation of leptin
expression and secretion by P in primary cultures of
endometrial epithelial and stromal cells.

The regulation of Ob-R expression in the endometrium
during the implantation window and its implication in unex-
plained infertility are not yet elucidated. Indeed, it was first
reported that patients with a repetitive endometrial matura-
tion defect were deficient in the expression of a functional
Ob-R (33). More recently, data demonstrate that the Ub-R
gene is down-regulated in women with endometriosis or
with polycystic ovary syndrome (37, 44). QOur results
revealed that Ob-R expression is higher in women with IF
than in fertile women. One possible explanation of such dif-
ferences is the fact that in fertile women, P and leptin itself
are known to reduce Ob-R expression in the human endome-
trium {36, 45}). However, in the IF group, a suppression of
inhibition of Ob-R expression is observed because we have re-
vealed both P resistance and abolished leptin expression. The
down-regulation of Ob-R by leptin had previously been
described in different tissues {46-48).

Conceming the adiponectin system, the ligand was simi-
larly expressed in endometria from [F and healthy patients.
However, AdipoR1 and AdipoR2 mRNAs and proteins were
both reduced in the IE group. Altered adiponectin signaling
in women with IE could disrupt adiponectin regulation of
female reproductive functions, such as periovulatory remod-
eling of the ovarian follicle and steroid synthesis{secretion, as
well as energy supply and the inflammatory response of
endometrial cells {23, 25, 43).

Numerous data indicate that the adiponectinfleptin ratio
can serve as a clinically useful marker for detecting some pa-
thologies. For example, the adiponectin/leptin ratio seems to
be a good candidate for predicting future insulin resistance,
atherosclerosis, or a metabolic syndrome, and eventually car-
diovascular disease, in high-risk subjects {50, 51}. Other
studies underline that lower adiponectinfleptin ratios were
found to be significantly associated with an increased risk
of hormonal cancer development, such as endometrial,
prostate, and breast cancers {52-54}). Qur results indicate
that adiponectin and leptin signaling may play important
roles in uterine receptivity in an autocrinefparacrinef
endocrine manner. Consequently, the balance of these two
adipokines and more precisely changes in their specific
receptor expression profiles in reproductive pathologies
such as [F and infertility in women should be considered.

In conclusion, little is known regarding the etiology of IF.
Even ifitis a complex and multifactorial pathology, the abnor-
mal production of leptin by the endometrium could be a bio-
chemical cause of such female infertility. It is also probable
that down-secretion of leptin by the endometrium signifi-
cantly contributes to the development of this pathology. Con-
sequently, we hypothesize that the restoration of leptin levels
might be a new strategy for the treatment of IF in women.

Fertility and Sterility®
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SUPPLEMENTAL TABLE 1

Primer pairs used for RT-PCR.

Primer set Sequence PCR preduct (bp)

ER-a 108
Sense 5 @& €T TIE @A TEC CAC Crr e &
Antisense 5 CCACCAACC AGT GCACCATT 3

PR 196
Sense 5 TGGE AAG AMATGA CTG CATCG 3
Antisense 5 TAG GGC TTG GCT TTC ATT TG 3

FRB 196
Sense 5 ACACCT TGC CTG AAGTITCG 3
Antisense 5 CTG TCC TTT TCT GGG GGA CT 3/

Leptin 220
Sense 5 CCAAGA TGG ACC AGACAC TG 3
Antisense 5 GCC ACC ACC TCT GTG GAG TA 3

Ob-R 217
Sense 5 TGG AAG GAG TGG GAA AAC CAA 3
Antisense 5 TTAAGT CCT TGT GCC CAG GAA B

Adiponectin 145
Sense 5 ATT GAC TTT GGG GCT GTT TG 37
Antisense 5 CAG GTG TAT GGG GAA GGA GA 3

AdipoR 1 l
Sense 5 AAG GAC AAC GAC TAT CTG CTA ¥
Antisense 5CTG GCT AMA GGA CAACGACTA 3

AdipoR2 76
Sense 5 ACC AAT TTA AGT GAA CAT TTA 37
Antisense 5 CGG CTC TCC TTG AAT AAG AAA 3

a5 integrin 108
Sense 5 GCC GG GAT TTE TIC GTig 3
Antisense 5 GAG GAC CTG CCCTCC TIC 37

#3 integnn 78
Sense B TGA CGA AAATAC CTG CAACCG ¥
Antisense 5 GCATCC TTG CCA GTG TCC TTA A3

B2miao 26
Sense 5 TEE TET CTE CAT GIT TGEL TET ATE T 3
Antisense 5 TCT €TE CTE CTC ACT TET ARG T &

TBF 132
Sense 5 TGC ACA GGA GCC AAG AGT GAA Y
Antisense 5 CAC ATC ACA GCT CCC CAC CA S

RP13A 925
Sense 5 TTG AGG ACC TCT GTG TAT TTG TCA A 3
Antisense 5 CCT GGA GGA GAA GAG GAA AGA GA T

D0s Santos. Adipokines and implantation falure. Fertdl Stenl 2072,

VOL. 97 NO. 3/ MARCH 2012 77B.el
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The chromosomal risk in sperm from heterozygous
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to the sperm count and the translocation type
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Objective: To study the chromosomal rigk in sperm from Robertsonian translocation (RobT) carriers as a function
of the sperm count and translocation type.

Design: Prospective study.

Setling: Departments of reproductive biology, cytogenetics, gynecology, and obstetrics.

Patient(s): A total of 29 RobT patients (8 normozoospermic and 21 oligozoospermic) and 20 46,XY patients
(10 normozoospermic and 10 oligozoospermic).

Intervenlion(s): Sperm fluorescence in situ hybridization with probes for translocation malsegregation and
chromosome 13, 18, 21, X, and Y probes for studying the interchromosomal effect (ICE).

Main Ouicome Measure(s): Translocation malsegregation and ICE aneupleidy rates.

Result(s): In RobT carriers, the sperm translocation malsegregation rate was significantly lower in normozoosper-
mic patients (9.7%]) than in oligozoospermic patients (18.0%). Considering only oligozoospermic patients, sperm
malsegregation rates were significantly lower for rob(14;21) than for rob(13;14) (11.4% vs. 18.9%). In tun, the
rates were significantly lower for rob(13;14) than for rare RobTs (18.9% vs. 25.3%). In sperm from normozoosper-
mic RobT, an ICE was suggested by higher chromosome 13 and 21 aneuploidy rates than in control sperm. Con-
versely, chromosome 13 and 21 sperm aneuploidy rates were lower in oligozoespermic RobT patients than in
oligozoospermic 46, XY patients, but higher than in control subjects.

Conclusion(s): Both translocation type and sperm count influence the RebT malsegregation risk. Of the chremo-
somes analyzed (13, 18, 21, X, and Y), only chromosomes 13 and 21 were found to be associated with an ICE.
Relative to the RobT effect, idiopathic alterations in spermatogenesis in 46, XY patients appear to be more harmful

for meiosis. (Fertil Steril® 2011;96:1337-43. ©@2011 by American Society for Reproductive Medicine.)
Key Words: Robertsenian translocation, interchromosomal effect, sperm FISH, sperm count

Robertsonian translocations (RobT's) result from centromeric fusion
of two acrocentric chromosomes (13, 14, 15, 21, or 22). The karyo-
type then includes onty 45 chromosomes. This is one of the most
common structural rearrangements in humans, cccurring in 1.23%
of births (1. The rob(13;14) and rob(14;21) translocations are found
most often, with frequencies of 73% and 10%, respectively (2).
Other RobT's (such as rob{14;22), rob{15;21), and rob{13;15)) are
considered to be rare (3).

With the exception of more frequent sperm alterations, camiers of
a balanced RobT are phenotypically normal (4). Infertile men have
a higher frequency of RobTs than fertile men (2%-3% of the infer-
tile male population vs. 0.1 % in general population); it has been sug-
gested that the interaction between the pachytene-trivalent RobT and
the sex body causes this failure in spermatogenesis (4, 5). There is

Recelved June 23, 2011; revised August 28, 2011; accepted September 1,
2011; published online October 1, 2011,

F.F. has nothing to disclose. J.S. has nothing to disclose. F.B. has nothing
to disclose. D.M.G. has nothing to disclose. A.T. hasnothing to disclose.
M.A. has nothing to disclose. M.B. has nothing to disclose. P.C. has
nothing to disclose, F.V. has nothing to disclose.

Reprint requests: Fatma Ferfouri, M.Sc., Department of Reproductive Bi-
clogy, Cytogenetics, Gynecology and Obstetrics, Peissy Saint Germain
Medical Center, 10 rue du Champ-Gaillard, Poissy 78300, France
{E-mail: ferfouri.fatma@hotmail. fri.

0015-0282/$36.00
d0i:10.1016/] fertnstert.2011.09.008

313

clear interindividual variability in this association, which could
explain the variable sperm counts seen in men heterozygous for
a RobT.

Furthermore, at the pachytene stage of meiosis, the trivalent can
segregate according to alternate, adjacent, and 3:0 modes. Alternate
segregation leads to normal balanced gametes. Adjacent and 3:0 seg-
regations lead to unbalanced gametes that, if fertilization occurs, result
in implantation failure, miscamiage, congenital malformation (6, 7), or
delivery of children with Down syndrome [46,XY,rob(14;21),4-21]
or Patau syndrome [46,XY,rob(13;14),+13] (8).

In the literature, the mean proportion of unbalanced spermatozoa
has been reported to be 15.6% (n — 34 patients) for rob(13;14) car-
riers, 13.5% (n — 10 patients) for rob(14;21) carriers, and 17.7%
(n — 21 patients) for the five rare RobT camiers (9). No details of
the sperm characteristics were given in the reports, and the translo-
cation types were not compared.

RobT's may also disturb the meiotic segregation of chromosomes
not involved in the rearrangement. This potential interchremosomal
effect (ICE) could be involved in the increased chromosomal
rearrangement frequently seen in Down syndrome parents (10). In-
teraction between an autosome and the trivalent could lead to misse-
gregation and induce aneuploidy (11). A few studies have reported
that RobTs does not have any influence on the meiotic segregation
of chromosomes not involved in the translocation (12), with

Fertility and Sterility® Vol. 96, No. 6, December 2011 [EEER:
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Karyotypes, sperm characteristics, and sperm FISH results of meiotic malsegregation and ICE for interested population.
Spermogram Malsegregation rate (%) Aneuploidy rate (%) B
Faiant Karyotype | oooim count Motitya+b Typlealforml|  Sperm TChromosom]  Sperm - Ghromosame: Chromosom %)
(W) A (%) oy ey Comemene [ number 13 =21

1 A5.K7 50 0 45 0,667 0,00% 1388 0,10% 0, 50% 0,000
& M2 45 51 55 54 0,30% 0,10% 1454 0,4% 0,07% 0,00%
S M2 45K 50 48 15 1,28% 0,10% 1307 0,08% 0,23% 0,10%
8 M4 45 53 55 8 0,50% 0,20% 1211 0,25% 0,23% 0,10%
28 NS 45K 125 85 29 0,41% 0,00% 1320 020% | 0239% 0,00%
E £ Mg 45 59 B0 29 0,76% 0,28% 1253 0,30% 0,29% 0,00%
5 M7 45K 138 &0 kL 0,10% 0,00% 1425 0,56% 007% 0,00%
& HE 45 55 S0 a0 0,29% 0,29% 1438 0,14% 0,21% 0,00%
. M 45K 139 &5 49 0,10% ,10% 1429 0,18% 0,42% 0,10%
E 10 452 sz 40 53 0,10% 0,10% 1302 0,30% 0,15% 000%
TMean TTE 57 36 0,45% 0,12% 1353 0.25% 0.20% 0, 05%
# o1 45 [ 43 2 0,48% 0,19% 1008 1,59% 1,49% 0,00%
H oz 46X 1,45 25 11 0,48% 0,20% 1000 1,20% 2 00% 0,00%
§ 03 XY T 42 o 1.55% 0,10% WiT L 1A% 167% 0,10%
£ 04 46X 12 25 15 1,17% 0,29% 1008 1,79% 1,98% 0,00%
g 035 4R 14 40 2 3,11% 1,28% 1005 | 1,39% 1,99% 0,004
2 05 45X 9 33 19 0,97% 0,10% 1000 1,40% 1,40% 0,00%
g o7 4R 14 20 2 1,54% 0,19% 1000 2,80% 1,80% 0,35%
-] oz 45X 13,7 11 10 0,59% 0,08% 1001 1,80% 1,80% 0,10%
e ful-] 4R 0,1 20 20 2,09% 1000 1,50% 1,70% 0,004
§, o010 ElpA 145 5 z D,43% 1020 LET% 137% 020%
Mean B3 28 5 126% 1006 1,69% 172% 0,08%
RobT M1 rob(13,14) 110 25 30 552 12 5% 0,92% 1012 ©,95% 0,00%
25 RobTHZ  rob(1314) S0 45 35 1048 11,7% 0,84% 1018 1,28% 0,00%
ga5g| RooTHE  robitdid) 50 20 30 1001 12,9% 0,89% 1015 1,38% 0,00%
855 2| RobTH4  rob(1314) 77 50 a5 1052 10,7% 0,50% 1028 1,85% 0,00%
g § 2 g RobTHS  robl1314) 750 35 35 1017 11,8% 0,79% 1015 1,32% 0,08%
gt 2 2| RooTHS  robi14:21) 104,0 45 30 1035 3,1% 0,99% 1008 0,89% 0,00%
S ®E| RobTH?  rabi14:21) 88 25 30 1083 6,4% 0,53% 1009 149% 0,00%
== FobT M2 ___rob(14,77] 500 35 3g 1085 5.5% 0840 1010 139% 168% 0,00%
TMean 63,0 34 30 a7 7% 075% 1015 1,26% 1,35% 0,01%
5 FobT 01 rob(13,14) 0,9 5 8 750 38,7 1,08% [ 7 0,48 %
% RobT OZ  rab(1314) 32 25 4 a2 19,5% 187% 1022 0,88% 0,00%
_g RobT 03 rab(1314) 8 7 7 108 12,6% 1,17% 1004 0,80% 0,35%

2 RobT 04 rab(1314) 30 52 18 578 14,8% i i ! 7
£ RobT OS5 robf1314) 45 21 19 1000 12,1% 1,00% i ! 0,00%
g RobT 06 rab(1314) 12,0 25 19 1091 20,1% 1,85% 1000 1,20% 0,29%
5 RobT 07 rob(13/14) 09 20 1 1049 15,8% 0,97% 1011 0,85% 0,00%
+ RobT 08 rab(1314) 40 40 12 1023 21,0% 1,73% 1001 1,20% 0,10%
3 RobTO8  robf1314) 50 43 i 1032 20,0% 1,83% 1001 1,50% 0,00%

= FobT 010 rob(1314) 5,0 0 5 345 10,44 i i # f f
s FobT 011 rob(1314) 25 15 18 1024 16,14 0,18% 0,09% 1002 2,00% 0,00%

E RobT 012 rob(14.21) 65 4 5 533 10,1% i i i i i
8 FobT 013 rob(14:21) 1,0 4 5 994 8,3% 1,78% 0,36% ! # 0,18%
2 RobT 014 rob(14.21) 55 a5 2 541 153% 1,55% 0,00% 1000 1,000 0,238%
2 RobT 015 rob(14.21) 25 14 5 800 13,0% 182% 0,48% 1009 1,09% 0,00%
§ RobT 016 rob(14.21) 1,0 4 2 1117 15.0% 151% 0,28% 1005 1,79% 1,05%
= RobT 017 rob(14.21) 85 35 z 1008 B0% 054% 0,32% 1012 1,98% 0,18%
T RobT 018 der(1315) a5 an 10 1032 28,7 1,45% 0,19% 1Mz 1,08% 0,19%
2 RobT 019 der(14.22) 20 11 1 288 20,5% 1,93% 1,29% T i : f 0,64%
B RobT 020 der(14,22) 2,0 10 18 541 19,7% 0,78% 0,78% f i | ! 0,39%
e FobT 021 der[15,21) 18 28 15 1002 223% 1,88% 000% 1000 180% | 0.00%
O Toan 59 F=3 ] B52 15,0% 157% 032% 1006 1,45% 1,19% 0Z3%
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aneuploidy rates varying from 0.07% to 1.02% (13). It may be that
an ICE is limited to translocation carriers with abnormal semen pa-
rameters (14-16) but this is still subject to debate. Therefore, we
decided to study for the first time the impact of both sperm count
and RobT type on translocation segregation and the ICE (17-19).

Here, we present the results of a sperm fluorescence in situ hy-
bridization (FISH) analysis of 20 nemmozoospermic or eligozoo-
spermic heterozygous RobT patients 16 rob{13;14) carriers, eight
rob(14;21) carriers, and five rare RobT carriers (ie., all other
RobT types). The ICE results were compared with the sperm chro-
mosome aneuploidy rates in ten normezoespermic (control) subjects
and ten oligozoospermic subjects with normal karyotypes.

PATIENTS AMD METHODS
Patients

Tiwenty-nine patients heterozygous for RobTs (having been referred to our
laboratory for investigation of infertility or familial Investigation) were in-
cluded in the present study. The participants were subdivided into different
groups according to the sperm count (normozeospermic =15 x 10%mL

Ferfouri et al.
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[2{0}]} and RobT types (Table 1 and Fig. 1}: eight normoezoospermic subjects
{mean sperm count 75.5 % 10° & 24.2 x 10%mL} heterozygous for a RebT
[five tob(13;14), two rob(14;21}, and one rob{14;22}] and 21 oligozoosper-
mic subjects (mean sperm count 5.5 x 10° + 5.4 x 10°ml) heterozy gous
for a RobT [11 rob{l13;14), six rob(l14;21), and four rare RobTs {two
1ob(14;22), one rob{15;21}, and one rob{13;15}}]. To evaluate the potential
ICE for RobT, sperm aneuploidy rates of chromosomes not involved in the
translocation were also studied in the two proups of patients with normal kar-
yotypes. Ten normozoospermic subjects (mean sperm count 77.4 x 0+
431 % l()eme) were recruited for conventional IVF (due to a Fallopian
tube disorder} or oocyte donation. A pregnancy was obtained after IVF in
all cases. Ten oligozoospermic subjects {mean Sperm count 8.3 X 10° =
7.1 % 10%mL) were included in an IVF program for male infertility. In all
cases, a pregnancy and a delivery were obtained with fewer than ten embryos
transfered.

There was no significant difference in sperm count between normoz.cosper-
mic patients with or without RobTs or between oligozoospermic patients
with or without RobTs. Only low motlity was cbserved for RobT normozoo-
spermic patients versus control subjects (34 £ 11% vs. 37 £ 5%, respec-
tively; P=.{{122). In the oligozoospermic patients, the FSH level was
significantly higher (F=.044{) in cligozoospermic 46,XY subjects (3.73 £
4,23 TU/L) than in oligozoospermic RobT carriers (3,48 & 1.55 TUYL).
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After genetic counseling, sach patient gave his written informed consent
for sperm FISH chromosomal evaluation. These cases form part of a protocol
dealing with genetic aspects of infertility that has been approved by our local
investigational review board and registered with the French health
authorities.

Methods

Semen preparation and sperm characteristics (Fig. 1) For sach
patient, the same sperm sample was divided Into two aliquots after seminal
liquefaction: one for FISH analysis on whole sperm, and the other for sperm
parameter evaluation.

Sperm FISH Analysis Briefly (and as described in a previous study [21]),
sperm were washed twice with sterile water (3K} g for 1(} minutes) and fixed
with Camoy acetic solution. Slides were air dried, washed in 2 standard sa-
line citrate (285C) at 37°C for 3{ minutes, and fixed with methanol for 5 min-
utes at room temperature, Sperm decondensation was performed in 1 N
NaOH (1 min 3{ s). The sample was then washed with phosphate-buffered
saline sclution (3 min} and 25SC (5 min} and dehydrated successively
with 7%, 85%, and 1{0{}% alcohol {1 min 3{ s each).

To determine the meiotic segregation of chromosomes invelved in translo-
cation, dual-color FISH was performed. Al of the probes used in this study
came from Abbott Melecular.

robf13;143ql{q1h: LET 13/RB-1 locus-specific probe {green) and 14q
telomeric probe (red).

rob{14;213gl (g1t LSIIGH dual-color break-apart rearrangement {yel-
low) and LSI 21 probe (red).

robf14;223q1{kqlh: 14q telomeric probe (red) and LSI 22 BCR probe
(green).

robf13;213ql{kql{h: LSI RARA probe {green) and 18I 21 probe (red).
rob{13;153(ql{qldy: LSI 13/RB-1 locus-specific probe {green) and 159
telomeric probe (red).

To assess the ICE, two additienal slides were prepared (when enough
sperm was available) and other probe mixtures were used {Aneuvysion kit
Abbot Molecular) to evaluate the segregation of chromosomes 18, X, and
Y {using centromeric probes) on the first glide and chromosomes 21 {using
the specific probe L3I 217 and 13 {using the specific probe RB1) on the sec-
ond one. Of course, the ICE for chromosomes 13 and 21 was evaluated only if

B Normozoospermic
257 MW Oligozoospermic

Malsegregation rates (%)

47

4670 spz 9881 spz 2088 spz

5 patients 11 patients
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the latter were not involved in the RobT. For example, chromosome 13 was
not considered for patients heterozygous for the rob{13;14) translocaton.

After sample codenaturation at 73°C for 4 minutes with probe mixtures,
hybridization was performed overnight at 37°C. Slides were then washed
with (.4x §8C/.3% NP-40 at 73°C for 1 minute 45 seconds and then
288C/0.1% NP-4{} at room temperature for 15 seconds. Slides were analyzed
after counterstaining with DAPI {4',6-diaminido-2-phenyl-indel), with the
use of an Olympus BX6{} system running Pathvision SmartCapture software,
version 1:4 {Digital Scientific).

FISH interpretation criteria We considered that one spot corresponded to
one chromosome. Twoneighboning spots were considered to be distinet if the
distance between them was greater than the spot diameter.

RobT segregation study. Normal, balanced spermatozoa {resulting from
alternate segregation) were both visualized by the presence of one spot per
chromosome. Unbalanced spermatozoa (resulting fTom adjacent and 3:0 seg-
regations) corresponded to all other combinations.

ICE study. We observed a red spot for chromosome Y, an aqua spot for
chromosome 18, and a green spot for chromosome X. Only red-aqua
{Y18) and green-aqua {X18) configurations were considered to be normal;
all vther configurations were considered to be aneuploid. For chromosomes
13 {green) and 21 {red}, only a green-red configuration was considered to be
normal; all others were considerad to be aneuploid.

Hyhridizalion efficiency Sperm FISH was used for chromosome-specific
identification. Because no in situ cross-hybridization between probes and
other chromosomes was observed, correct chromosome segregation analysis
could be performed.

For ICE analysis, we routinely use the Aneuvysion kitin prenatal diagnosis
to screen for common human trisomies, which are known to show highly
efficient hybridization.

Statistical Analysis

Statview (SAS Institute) software was used to compare aneuploidy rates in
a Mann-Whitney test The threshold for statistical significance was set to
P05, After checking for the absence of an interindividual vadation be-
tween different RobTs, oligozoospermic patients were pocled for the ICE
analysis. The same procedure was applied to normozoospermic patients.

FIGURE 1

Meiotic malsegregation of Robertsonian translocations (RobTs) as a function of the sperm count and translocation typs.
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FIGURE 2

Interchromosomal effect of the translocation for chromosomes 13, 21, X, Y, and 18 in the studied population.

Gonosomes Chromosome 18

46,XY Normozoospermic
0=0.0074 I <6.xv Oligzoospermic

. RobT Normozoospermic

. RobT Oligozoospermic

RESULTS

Meiotic Segregation of Robertsonian Translocations

(Fig. 1)

The overall translocation malsegregation rate for RobT was 15.5%
(n — 29). The individual values ranged from 3.1% to 39.7%.

The translocation malsegregation rates for rob(14;21),
rob(13;14), and rare RobTs were 9.7% (n — 8), 16.6% (n — 16),
and 21.3% (n — 5), respectively.

The translocation malsegregation rate was significantly higherfor
all the oligozoospermic RobT carriers, compared with the normo-
zoospermic ones (18.0% and 9.7%; P—.0030). The same trend
was observed for each translocation, with higher malsegregation
rates in oligozoospermic patients than in normozoospermic patients.
This difference was statistically significant for rob(13;14) (with oli-
gozoospermic and normozoospermic rates of 18.9% (n — 11) and
12.1% (n — ), respectively (P—.0108)) but not for rob(14;21)
[P—.0512; with rates of 11.4% (n — 6) and 4.7% (n — 2), respec-
tively] or for rare RobTs [P—.0006; with rates of 23.3% (n — 4)
and 5.5% (n — 1), respectively].

Considering only oligozoospermic patients, sperm malsegrega-
tion rates were significantly lower for rob(14;21) than for
rob(13;14) (11.4% vs. 18.9%; P—.0272). In turn, the rates were sig-
nificantly lower for rob(13;14) than for rare RobTs (18.9% wvs.
25.3%; P—.0367). This analysis could not be performed for normo-
zoospermic patients, because of the small sample size.

Interchramosomal Effect (Fig. 2)

Owing to the sample volume and the RobT type, ICE analysis could
not be performed for all patients. Three normezeospermic patients
and five oligozoospermic patients were studied for chromosome
13, five normozoospermic patients and eight oligozeospermic
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patients for chromosome 21, and eight normozoospermic patients
and 18 oligozoospermic patients for chromosomes 18, X, and Y.

Aneuploidy rate according 1o sperm count in 46.XY
patients Whatever the chromosome tested, the normozoospermic
46, XY group had a significantly lower ansuploidy rate than the
other groups in general and the cligozoospermic 46,XY patient
group in particular. In normozoospermic and oligozoospermic
46, XY patients, the respective malsegregation rates were 0.25%
and 1.69% for chromosome 13 (P—.0045), 0.29% and 1.72% for
chromosome 21 (P—.0045), and 0.45% and 1.26% for gonosomes
(P—.0156). The same trend was observed for chromosome 18,
with malsegregation rates of 0.12% and 0.30%, respectively
(P—.1306).

Aneuploidy rate according fo sperm count in RobT carriers In the
group of RobT carriers, we found significantly higher (P—.0082)
gonosome aneuploidy rates in oligozoospernic patients than in nor-
mozoospermic patients (1.37% vs. 0.75%, respectively). In contrast,
the aneuploidy rates for chromosomes 13, 18, and 21 {when not in-
velved in the translocation) were not modified by the sperm count
with rates of 1.43% and 1.26% (P—.8815) for chromosome 13,
0.32% and 0.24% (P—.8326) for chromoseme 18, and 1.19% and
1.35% (P —.4497) for chromoseme 21 in eligozoospermic and nor-
mozoospermlic patients, respectively.

ICE analysis When comparing normozoospermic patients with or
without RobTs, we observed significantly higher aneuploidy rates
for chromosome 13 (with rates of 1.26% and 0.25%, respectively;
P—.0304) and chromosome 21 {with rates of 1.35% and 0.29%, re-
spectively; P—.0140). There were no significant differences be-
tween these twoe subgroups regarding either the gonosome
aneuploidy rates or the chromosome 18 aneuploidy rate.
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TABLE 2

Comparison between our data on malsegregation of Robertsonian translocations (regardless of the sperm count) and previous
data (Perrin et al.).

Cur study Earlier data

No. of

Robertsonian No. of No. of spermatozoa Mean aneuploidy No. of spermatozoa Mean aneuploidy
translocation type patients analyzed rate (%) patients analyzed rate (%)
All 29 25701 2 re 65 e e
rob(13;14) 16 14551 16.6 34 53829 15.6
rob(14;21) 8 7152 o 10 44434 .
rob(14;22) - 1964 18.6 4 20902 207
rob(13;15) 1 1632 28.7 & 10363 19.8
rob(14;15) 4 12367 .
rob(13;21) . 25208 13.0
rob(13;22) 1 7052 e
rob(21;22) . 2382 238
rob(15;21) 1 1002 .
Rare RobTs 5 3998 20 2] 79214 i
Ferfowri, Sperm FISH and Robertsonian translocation. Fevtil Steril 2611,

When comparing dligozoospermic RobT' patients with normozoo-
spermic non-RobT patients, we observed significantly higher aneuploidy
rates for chromosome 13 (1.43% and 0.25%, respectively; P—.0022),
chromosome 21 (1.19% and 0.29%, respectively; P—.0038), and the
gonosomes (1.37% and 045%, respectively; P—0074), but not for
chromoseme 18 (0.32% and 0.12%, respectively; P=.05).

This contrasted with the situation in eligozoospermic patients:
RobT carmiers had significantly lower aneuploidy rates than patients
without RobT's; for chromosome 21, the rates were 1.19% and 1.72%
respectively (P—.0129). A similar trend was seen for chromosome
13, with rates of 1.43% and 1.69%, respectively. In contrast, there
were no significant differences between these two subgroups regard-
ing the rates for chromosome 18 and the gonosomes.

Diploidy Rate

The diploidy rates were 0.03% and 0.08% for 46, XY normozoosper-
mic and cligezoospermic patients, respectively, and 0.01% and
0.23% for RobT normozoospermic and oligozoospermic patients,
respectively.

The only significant differences resulted from comparisons of
RobT oligozoospermic patients and RebT normozoospermic pa-
tients (P—.0244) and RobT oligozoospermic patients and 46,XY
nemmozoospermic patients (P—.0466).

DISCUSSION

Our objective was to evaluate the chromosomal risk in sperm from
heterozygous RobT camders as a function of the sperm count and/
or translocation type. We evaluated the chromosomal risk associated
with RobTs and the potential ICE by comparing RobT carriers with
patients with nermal karyotypes regarding the sperm aneuploidy
rates for chremosomes not invelved in the translocation.

Segregation of Robertsonian Translocations

In the literature, 65 heterozy gous RebT patients have been described
(Table 2) as having a mean aneuploidy rate of 15.9%, with individ-
ual values ranging from 7% to 42% (19, 22-26). However, most
reports did not contain any details of the sperm characteristics. We
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noted similar results in the present analysis of 29 heterozygous
RobT patients, with a mean aneuploidy rate of 15.5% and
ndividual values ranging from 3.1% to 39.7%.

The malsegregation rate was 16.6% for rob(13;14) patients,
which is close to the value of 15.6% found in an earlier report
(Table 2) (9). The rates for rob{14;21) patients were 9.7% In our
study and 13.5% in earlier reports (Table 2). In contrast, our value
for all rare RobTs (21.3%) was somewhat higher than the literature
vilue of 17.7%; again, published reports failed to give details of the
sperm count, which could explain this slight discrepancy.

‘When considering all of the oligozoospermic RobT patients, the
mean imbalance rate (18.0%) was significantly higher (P—.0030)
than the 9.7% malsegregation rate observed in normozoospermic
heterozygous RebT patients. The same trends were observed
when the translocations were considered separately, although the
difference was statistically significant only for rob(13;14). More pa-
tients would need to be included to reveal a sigmficant difference be-
tween normozoospermic and oligozoospermic patients who are
heterozygous for rob(14;21) or rare RobTs. Thus, a low sperm count
seems to be associated with a greater translocation malsegregation
risk. The risk of embryo implantation failure, recwrent miscarriage,
and fetal aneupleidy is be therefore likely to be greater in oligozoo-
spermuic RobT carmiers (27). The translocation malsegregation can
favor the spermatogenesis impairment, resulting in lower sperm
counts (28). When considering oligozoospermic RobT patients,
the malsegregation rates were significantly lower (P—.0272) for
rab(14;21} than for rab(13;14), and significantly lower (P—.0367)
for rob(13;14) than for rare RobTs (i.e., all other translocation
types). The rates were 11.4% for rob(14;21) (n — &), 18.0% for
rob(13;14y (n — 11), and 25.3% for rare RobTs (n — 4). This obser-
vation suggests negative selection of this abnormal karyetype (rare
RobTs) owing to the poer vital and reproductive prognoses for the
resulting embryos.

The Interchromosomal Effect
For normozoospermic and oligozoospermic 46, XY patients, aneu-
ploidy rates were in accordance with earlier reported results



(14, 29-31}, with very low aneupleidy rates for nommozoospemmic
46, XY patients and higher rates for oligozoospermic 46,XY
patients. Oligezoospermic patients with a4 normal karyotype
displayed higher aneuploidy rates than nommozeoospermue 46,XY
patients for gonosomes (1.26% vs. 0.45%, respectively; P—.0156)
and the acrocentric chromosomes 13 (1.69% vs. 0.25%,
respectively; P—.0045) and 21 (L.72% vs. 0.29%, respectively;
P—{0045), but not for chromosome 18. These results suggest that
altered spermatogenesis and elevated FSH levels could induce or
be associated with abnormal de novoe meiotic segregation emors
(32, 33). Moreover, oligozoospermia could lead to the reduced
selection of abnormal sperm during maturation (14, 31, 34).

Although few patients were available for ICE analysis for chro-
mosomes 13 (n — 3) and 21 (n — 6), and considering the possible
interindividual variability, we observed a higher aneuploidy rate in
normozoospermic RobT patients (compared with control patients)
for acrocentric chromosomes 13 (1.26 vs. 0.25%; P—.0304) and
21 (1.35% vs. 0.29%; P—.0045); this suggests that of the chromo-
somes analyzed here (13, 18, 21, X, and Y), the RobT trivalent’s
ICE is restricted to chromosomes 13 and 21, becanse no impact
on chromosome 18 or the gonosomes was seen. Although low mo-
tility was observed for RobT patients (compared with 46,XY pa-
tients), the increased aneuploidy rate was probably due to
ocomrence of the translocation. An increased aneuploidy rate was
observed only for patients with </5% motile sperm (35-37).

A similar result was observed when we compared oligozoosper-
mic RobT patients with control patients, with higher aneuploidy
rates for chromosomes 13 and 21 and the gonosomes but not for
chromosome 18.

We observed a higher diploidy rate only for oligozoospermic
RobT patients; this was probably due to the presence of abnormal
pairing configurations that may also hinder progression through
meiosis and thus impair cytokinesis (38).

The RobT trivalent is known to be close to the nucleclus (39, 40),
which is organized around the nucleolar organizer region (NOR)
constituted by the short arms of acrocentric chromosomes 13, 14,
15, 21, and 22. Therefore, the trivalent can interfere with the
meiotic disjunction of acrocentric 13 and 21 (if the latter are not
involved in the translocation) and, as previously suggested (38,
41), may cause abnormal synmapsis of bivalent acrecentric
chremosemes. The impact of this interference may vary according
to a variety of factors, such as chromosome size, gene density,
breakpoint site, and the type of acrocentric fusion (31).

Chromosome 15 is located close to the edge of the nucleus (i.e.,
far from the NOR) and would probably interact less with the triva-
lent than with acrocentric chremosomes. This hypothesis could
explain why normozoospermic RobT camiers and 46,XY patients
displayed similar chromesome 18 aneuploidy rates.

In contrast, an ICE was not found in oligozoospermic RobT pa-
tients (compared with oligozoospermic 46,XY patients). This
might be due to the high aneuploidy rate in sperm from oligozoo-
spermic 46,XY patients. For patients with a normal karyotype,
oligozoospermia can have enviremmental (FSH), genetic, or
epigenetic eticlogies. These factors appear to be associated more
with a higher meiosis error rate than with maturation arest in
oligozoospermic RobT patients (42). This hypothesis 1s strength-
ened by the fact that we observed normal FSH levels in oligozoo-
spermic RobT patients, compared with increased FSH levels in
oligozoospermic 46, XY patients (P—.0440). In the latter context,
oligozoospermia has a different etiology and is probably linked
to an association of the RobT trivalent with the sexual vesicle.
This association could disrupt spermatogenesis during pachytene
and would also interfere with the normal meiotic segregation of
other chromosomes. Considenng that spermatogenesis failure in
RobT patients is more likely to affect chromosomally abnormal
sperm than normal sperm, this situation could explain the similar
aneuploidy rates for chromosomes 13 and 21 in ejaculated sperm
from RobT patients, regardless of their sperm count. This hypoth-
esis 15 strengthened by the higher apoptosis levels (evidenced by
sperm DNA fragmentation) previously reported in patients with
RobTs (9, 43). Ultimately, efficient selection could decrease the
number of aneuploid spermatozoa observed and thus explain our
results.

Strong sexual vesicle interaction with the trivalent leads to
spermatogenesis failure or gonosome malsegregation, a situation
observed in oligozoospermic RobT (5). In contrast, the weaker the
interaction between the sexual vesicle and the wivalent, the lower
the likelihood of spermatogenesis failure and gonosome malsegre-
gation. Variability in the trivalent-sexual vesicle interaction could
explain: 1} the highly variable sperm counts and gonosome
aneuploidy rates seen in RobT carriers; and 2) the occurrence of
normezoospermic RobTs patients with low gonosome aneuploidy
rates. This variability could be related to the different types of
RobT chromosomal fusion (3).

Finally, cur present data may aid the genetic counseling of hetero-
zygous RobT patients. We suggest that genetic counseling should be
specifically adapted as a function of the patient’s translocation type
and sperm characteristics.

The chremosemal risk associated with trivalent meiotic malse-
gregation of rob(14;21) is less harmful than that of rob(13;14),
which in turn is less harmtul than rare RobTs. Moreover, the associ-
ated cligozoospermia is linked to a greater chromosomal risk. Al-
theugh few patients could be analyzed, our results suggest that
RobT translocations affect chromosome 13 and 21 segregations.
However, the impact was lower than that of the factors associated
with spermatogenetic failure in cligozoospermic 46, XY patients.
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MOTS CLES RésUMé

'_3“‘3‘" de premiere Un tlers des Infertilités sont dues A des anomalies anatomiques de ["apparell génital féminin
Intention ; polype endométrial (33 %), occlusion tubalre bilatérale (12 %), hydrosalpinx (7 %), flbrome
Infertilité ; sous-muquenx (3 %) et endométriose pelvienne. Ces anomalles peuvent conduire a une
Femme ; comraction chirurgicale dans le but de rétablir la fertilité.

Interrogatoire ;
Hystérosalpingo-
graphie ;
Echographie
pelvienne ;
Hystéroscopie
diagnostigue ;
Ceelioscopie.

KEYWORDS

First line assessment

for infertility;
Woman;
Clinical history;

Cette revie de Uttérature vise a2 déterminer quel bilan d’imagerie doit tre réalké en premiére
Intention.

L’hystérosalpingographle présente une sensibilité de seulement 65 % mals sa simple réalkation
multiplie par 3 la fréquence des grossesses spontandes.

L’hystéroscople ambulatolre a pour sa part une excellente sensibilité (> 95 %) pour le dlagnostic
de pathologles endo-cavitalres.

L’échographie pelvienne dont le bon niveau de sensibilité semble encore &tre amélioréd par
I"analyse 3D et "hystérosonographle est d’une efficacité quasi comparable a celle de
I"hystéroscople pour l'imagerie endo-cavitalre. Elle permet d’autre part le diagnostic de
lésions felles qu’un hydrosalpink ou un endométdome sans avolr recours a une coelioscopie.
Une coelioscople de premiére Intention est a réserver aux patientes suspectes d’endométriose
ou de pathologle tubalre (antécédents d appendicite compliquée, de chirurgle pelvienne, de
maladie inTlammatolre pelvienne).

Pour les autres paftlentes, représentant la majorité des cas, "hystérosalpingographie ef
I"échographie pelvienne semblent donc &tre sufflsantes comme bilan anatomique de premiére
Intention.

© 2010 Elsevier Masson SAS. Tous drofts réservas.,

Summary

One third of Infertility cases are due to anatomical abnormalities of the female reproduct tve
tract: endometrial polyps (33%), bilateral tubal blockage (12%), hydrosalpinx (7%), sub-musosal
fibroids (3%) and pelvic endometriosis. These may need surgical correction which could restore
rertility.

This review aim to determine which examinations should be performed first.

* Auteur correspondant ; A. Torre

antoinetorre@voila.fr

© 2010 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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Hysterosalpingography shows sensitivity of only 65% but It Increases the achlevement of

Hysterosal pingo-

spontanecus pregnancy by three times.

Office hysteroscopy has an excellent sensitlvity (>95%) for dlagnosing intra-uterine lesions.
Pelvic ultrasound, whose good sensitivity 1s improved by adding 3D imaging and
hystercsonography, seems as efficlent as office hysteroscopy In dlagnosing uterine cavity
abnormalities. Moregver, 1t also efficlently diagnoses pelvic diseases such as hydrosalpin or

A TIrst line laparoscopy 1s Indicated In for woman suspected of endometrioss or tubal pathology
{history of complicated appendicitis, previous pelvic surgery, pelvic Inflammatory disease).
For the others stralght forward cases, the majority of patients, hysterosalpingography and
pelvic ultrasound seem Lo be sufficlent. as primary diagnostic tool.

graphy;
Pelvic ultrasound;
Hysteroscopy;
Laparoscopy.
endometrioma without laparoscopy.
© 2010 Elsevier mMasson SAS. All rights reserved.
Introduction

Dans les pays industrialisés, 15 % des couples vont consulter

au moins une fois dans leur vie pour infertilité. Parmi les

causes connues d’infertilité, des anomalies de I”anatomie
pelvienne de la femme sont incriminées chez environ un
tiers des couples (http://fivnat.fr.pagesperso-orange.fr/

BILANZ002DEF/bilanlitter.htmy.

Le bilan d’imagerie de premiére intention chez une
femme infertile a donc pour objectif la recherche d’éven-
tuelles anomalies anatomiques. Ce bilan tentera aussi de
préciser les conséquences néfastes de ces anomalies sur la
fertilité de la patiente et les moyens d’y remédier {chirur-
gie, aide médicale a la procréation, etc.).

Aprés exposition des aspects méthodologiques, nous ana-
lyserons les valeurs et limites de chaque examen proposé,
notamment :

« SON hénéfice ahsolu pour le couple : preuves que la réa-
lisation de I’examen a apporté un bénéfice direct au cou-
ple, soit en termes de fertilité, soit en lui évitant des
examens invasifs ;

« Uefficacité du dépistage sur une population infertile
{comparaison aux examens de références) ;

« 5a stabilité (reproductibilité de Uexamen, variabilité
intra- et inter-observateur) ;

« S2s risgues (complications éventuelles de I’examen).

Aspects méthodologiques

Une recherche bibliographigue en langue anglaise et fran-

caise a été entreprise dans les bases de données Pubmed,

Cochrane et Embase avec pour mots clés : chlamydia tra-

chomatis, hysterosalpingography, hysteroscopy, laparos-

copy, medical history taking, medical records, ultrasono-
graphy, croisés avec : uterus, endometrium, fallopian
tubes, ovary, pelvis, randomized controlled trial, fertility,
infertility, abortion, habitual, adverse effects, reproducibi-
lity of results, pregnancy outcome.

Ont &Lé retenues :

o les séries comparatives définissant clairement 'examen
de référence et le(s) examenis) évalué(sy, comportant
plus de 50 cas, chez qui les examens comparés ont été
réalisés sur Uensemble de la population ;

o les méta-analyses ;

o les revues systématiques récentes ;

« les études randomisées.
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Toutes ces études devaient si possible &tre réalisées sur
des populations infertiles ou au moins en age de procréer.

D’autres références respectant ces critéres ont été
sélectionnées aprés lecture des premiers éléments biblio-
graphigues.

Valeurs et limites des explorations
proposées pour le bilan
de premiére intention

Evaluation du terrain, interrogatoire,
histoire clinique

La valeur de Uinterrogatoire, comme facteur de risque de
pathologie tubaire, a fait Uobjet d’une méta-analyse
récente de 32 études [1]. Ce travail, dont les résultats
significatifs sont résumeés dans le tableau 1, rapporte un
sur-risque important de dysfonction tubaire lorsque des
antécédents d’appendicite compliquée (NP1), de chirurgie
pelvienne (NP1), d’endométriose (NP4) ou d’inflammation
pelvienne (NP1) sont rapportés. L’antécédent de DIU sem-
ble exposer & un risque plus modéré (NP1). Les conséquen-
ces tubaires d’antécédents rapportés de grossesse extra-
utérine, d’appendicite simple, d’IVG ou de maladie sexuel-
lement transmissible sont plus incertaines, soit parce gue le
sur-risque rapporté est faible et non dissociable d’un éven-
tuel biais de mémorisation, soit que ce sur-risque mis en
évidence dans les études cas-témoins n’a pas été confirmé
par les études de cohortes.

Dans une méta-analyse sur 2 729 patientes (NP1) [2], la
recherche d’une séropositivilé pour le chlamydia s’eslL ave-
rée d’efficacité comparable a I’hystérosalpingographie
{courbes ROC, sensibilité ~ 68 % spécificité = 82 %) pour le
dépistage de pathologies tubaires. Une étude prospective
ultérieure sur 642 patientes infertiles a confirmé Uintérét
de cette sérologie pour sélectionner une population A haut
risque d’occlusions tubaires mises en évidence par coelios-
copie, la séquence sérologie chlamydia puis hystérosalpin-
gographie n’améliorant pas la performance diagnostique de
la sérologie chlamydia seule [3]. Cependant, une modélisa-
tion récente suggére que la rentabilité d’une telle stratégie
dépendrait de la prévalence de U"infection a chlamydia dans
la population étudide ainsi que de la performance du test
utilisé [4]. Cette performance dépendrait de la limite de
positivité du titre des anticorps {idéalement fixée a 1/16)
[5] ainsi que de la technique de dosage [6].



536

A. Torre et al.

Tableau 1 Facteurs de risques & I'interrogatoire orientant vers une dysfonction tubaire [1].
Table 1 Risk factors of tubal dysfunction at clinical history talking [1].
Facteur de risque e OR ICa95 % Niveau de preuve
Type N Patientes
Chirurgie Appendicite compliquée Cohortes 1 820 7,2 2,2-23,8 1
Cas-témoins i 1 845 308 1,8-6,3
Appendicite simple Cohortes 4 1254 0,9 (L= &
Cas-témoins 4 2 699 2,0 1,5-2,6
Chirurgie pelvienne Cohortes 5 728 3,6 1,4-9,0 1
Cas-témoins 2 380 1.5 0,2-1.,6
VG Cas-témoins £ 1911 1,7 1,3-2,1 4
Inflammation Maladie inflammatoire Cohortes 9 2 444 7 1,6-6,6 1
pelvienne
Cas-témoins 12 19627 5,5 2,7-11,0
Mal adie sexuellement Cohortes 3 710 0,6 0,4-1,3
transmissible
Cas-témoins 7 222 11,9 4,3-33,3
Autres Endométriose Cas-témoins 7 858 5,9 3,2-10,8 4
DIU Cohortes 5 1027 1,8 1,3-2,8 1
Cas-témoins 11 14 885 2,0 1,6-2,6
GEU Cohortes 2 453 H.d 0,3-7.6
Cas-témoins 5 11178 16,0 12,5-20,4
Douleurs pelviennes Cohortes i 318 1,9 1,0-3,6 1

chroniques

L’interrogatoire rapportant des douleurs chronigues
associées a des dyspareunies profondes ou des douleurs a la
défécation (Se 74,5 %, Sp 68,7 % sur I"étude prospective de
134 patientes [NP2]) [7], Uexamen clinigque retrouvant un
nodule douloureux pendant les régles associé a un dosage
augmenté duCA 125 A 10 ducycle (Se 87,5 %, Sp 83,5 % sur
I"étude prospective de 61 patientes, [NP2]) [8] peuvent
orienter vers la présence d’endométriose sévére et faire
craindre une infertilité mécanigue par adhérences pel-
viennes. Cependant, la symptomatologie est inconstante
(rétrospectivement présente chez moins de la moitié de
166 patientes porteuses d’endométriose profonde) [9]. De
plus, la clinique et la biologie sont peu performantes dans
le diagnostic des deux autres types d’endometriose - péri-
tonéale et ovarienne - pourvoyeurs, eux aussi, d’infertilité
et susceptibles de hénéficier d’un traitement chirurgical
[10, 11].

L’abondance des régles, les métrorragies, les antécé-
dents de gestes endo-utérins ainsi que leurs conséquences
sur la fertilité ont été peu étudiés. L’examen clinique gyné-
cologigue est, par ailleurs, peu performant — sensibilité de
36 % pour les masses annexielles dans une étude prospec-
tive sur 140 patientes (NP2) [12] & 70 % pour les anomalies
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utérines dans une étude prospective sur 84 patientes (NP2)
[13] —, et ne semble par pouvoir influencer notre bilan de
premiére intention.

Enfin, la découverte d’une infertilité masculine indi-
quant la FIV ou la FIV-ICSI rend discutable Uexploration de
la perméabilité tubaire.

Ainsi, en dehors des indications de FIV = 1CSI, il semble
licite de proposer une ccelioscopie devant toute suspicion
de pathologie tubaire (antécédent d’appendicite compli-
queée, de chirurgie pelvienne, d’inflammation pelvienne,
sérologie chlamydia positive) ou d’endométriose (douleur &
la défécation, dyspareunies profondes, nodule vaginal mens-
truel douloureux, CA 125 positifs). On profitera alors de
cette exploration chirurgicale pour corriger sur le champ
les anomalies anatomiques constatées, dans U'objectif de
rétablir autant que possible une fertilité spontanée.

L’hystérosalpingographie (HSG)

L’hystérosalpingographie est censée apporter des informa-
tions sur Uintégrité de la cavité utérine, sur la perméabilité
tubaire et sur existence d’adhérences péritubaires.
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Une étude randomisée sur 613 patientes suivies par
173 médecins généralistes n’a pas pu montrer de hénéfice
au libre accés de I’hystérosalpingographie de premiére
intention en médecine générale [14]. La faible fréquence
de Uinfertilité dans la population générale ahoutit, dans
cette étude, a ce que I"hystérosalpingographie soit réalisée
par des praticiens trop peu entrainés pour qu’elle soit pra-
tiquée et interprétée correctement.

Une méta-analyse Cochrane database [15] réalisée en
2007 montre, en revanche, que cet examen augmente les
chances de grossesses spontanées : leur fréquence est mul-
tiplide par 3,30 (IC 4 95 ¥ [2,00-5,43]) sur 382 couples
infertiles, quand une hystérosalpingographie par produits
de contrastes liposolubles (Lipiodol) est réalisée (NP1). Le
taux de grossesse aprés hystérosalpingographie est équiva-
lent, que U'examen soit réalisé en utilisant des produits
liposolubles ou des produits de contrastes hydrosolubles
(plus performants, avec moins d’effets indésirables) (méta-
analyse sur 1 454 couples, OR 1,21 [0,95, 1,54]) [15].

L’augmentation des chances de grossesse spontanée
serait rapportée a 'effet « flushing ~ de Uhystérosalpingo-
graphie au niveau des trompes.

Par ailleurs, dans un essai multicentrique randomisé
sur 344 patientes, comparant U"hystérosalpingographie
+ ceelioscopie A la coelioscopie de premiére intention
{avant lIU ou FIV), les groupes avaient un pronostic de fer-
tilité identique, mais I"hystérosalpingographie évitait 30 %
de ceelioscopies (NP1) [16].

Enfin, dans '&tude prospective d’une cohorte multicen-
trigque de 794 patientes infertiles, I"occlusion tubaire bila-
térale visualisée a I’hystérosalpingographie compromettait
de moitié la fertilité spontanée, I"occlusion unilatérale
n’altérant pas sienificativement la fertilité (NP1) [17].

Toutes ces données incitent donc & la réalisation de
Uhystérosalpingographie de premiére intention.

Anomalies anatomiques de la cavité utérine
Il parait indispensable d’intégrer une exploration de la
cavité utérine dans tout hilan d’infertilité.

En effet, les anomalies de la cavité utérine de patientes
infertiles sont fréguentes : un polype ou un fibrome sous-
mugueLx ont &té retrouvés respectivement chez 13 et 23 %
des hystérosonographies systématigues pratiquées sur
600 femmes infertiles [18] tandis qu’une hystéroscopie,
réalisée sur 1 000 patientes infertiles devant bénéficier
d’une FIV, retrouvait ces pathologies dans 32 ¥ et 3 % des
cas [19]. Trois études randomisées ont constalé une baisse
des chances de procréation en présence de polype : aprés
insémination {une étude sur 215 patientes) [20] ou FIV
{dewpx études sur 941 patientes [21, 22]), et un rétablisse-
ment du pronostic aprés ablation (NP1). L’existence de
MyoIme Sous-muqueLx pourrait aussi s’accompagner de per-
turbation de I"implantation, comme le suggérent quelques
études rétrospectives [23] (NP4). Un essai randomisé
ouvert sur 184 patientes porteuses de myomes sous-
mugqueux a comparé leur fertilité spontanée aprés absten-
tion thérapeutigue ou myomectomie hystéroscopique en
montrant un bénéfice A la limite de la significativité en
faveur du traitement (RR = 1,9, IC a 95 ¥ [1,0-3,7]) [24].

Aucune méta-analyse n’a été publide sur Uintérét de
I’hystérosalpingographie dans Uexploration intra-utérine.
La sensibilité et la spécificité des &tudes publiées, compa-
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rant I’hystérosalpingographie a I’hystéroscopie, semblent
inhomogénes. Dans ces études, il semble que 'hystéroscopie
N’ ait pas &t systématique. Les patientes avec hystérosalpin-
gographie normale ont pu ne pas avoir d’hystéroscopie et ne
pas &lre incluses dans ces series, surévaluant ainsi la sensi-
bilité de I"hystérosalpingographie (Tableau 2).

L’étude prospective de Soares ef al. comparant U'hystéro-
graphie & I’hystéroscopie sur 65 femmes infertiles retrouve
une sensibilité faible pour les diagnostics de polypes (50 %),
malformations utérines (44 %), synéchies (75 %) el hyper-
plasie endométriale (0 %), pour une bhonne spécificité
{supérieure A 80 %) [25].

Il semble donc que cet examen soit peu performant sur
Iexploration de la cavité utérine.

Anomalies tubaires

L'occlusion tubaire est une cause classique d’infertilité
indiquant une reperméabilisation tubaire ou la réalisation
d’une fécondation in vitre avec transfert d’embryon. Par
ailleurs, cing études randomisées sur 646 patientes [26] ont
démontré que Uablation d’hydrosalpinx améliore les chan-
ces de naissances vivanles apres fécondation in vitro (NP1).

La performance diagnostique de I”hystérosalpingographie
dans Uexploration tubaire a fait 'objet d’une méta-analyse
par Swart et af. [27] sur 4 171 patientes. L’hétérogéngitsd
des données n’a pas permis le calcul d’une sensibilité et
d’une spécificité sur la détection d’au moins une trompe
occluse sur toute cette population. En se limitant & trois
études (245 patientes) effectuées en simple aveugle, une
sensibilité de 65 % et une spécificité de 83 % ont pu &tre
calculées (NP1). Deux études publiées ultérieurement, sur
des populations de 104 et 794 patientes, ont confirmeé cette
hétérogénéité, avec des sensibilités respectives de 84 et
81 %, pour des spécificités de 61 et 74,5 % [17, 28]. L’esti-
mation des rapports de vraisemblance d’une hystérosalpin-
gographie normale ou pathologique selon Papaioannou et
al. (NP4) est résumée dans le tableau 3 [29]. Ces chiffres
s’éloignent modérément de 1 mais, la pathologie tubaire
étant fréquente dans la population infertile, les conséquen-
ces diagnostiques sont importantes.

Pour pallier le relatif manque de spécificité de "hystéro-
salpingographie, conduisant par exemple a diagnostiquer a
tort une occlusion tubaire proximale, certains ont proposé
la pratique de salpingographies sélectives, permettant de
s'affranchir du spasme tubaire ou de lever U'obstacle. Dans
une étude comparative prospective sur 278 femmes avec
tirage au sort des traitements (NP1), la salpingographie
sélective s’est montrée plus efficace que la ceelioscopie
avec épreuve au bleu pour juger de la perméabilité proxi-
male des trompes [30], les deux techniques étant équiva-
lentes pour juger de la perméabilité tubaire distale et la
ceelioscopie étant meilleure dans le diagnostic des anoma-
lies péritubaires. De nombreuses séries [31-33] rapportant
les succes de salpingographies sélectives, tant en termes de
reperméabilisation (35-40 % aprés salpingographie sélec-
tive, 50-75 % aprés cathétérisme tubaire) que de grossesse
(environ 20 %), ont L& publiées, sans complications majeu-
res rapportées ni « épidémies » de grossesses extra-utéri-
nes {environ 5 %). Cependant, aucune étude n’a apporté
’évidence du hénéfice de ces techniques en termes de
grossesse, celles-ci seront donc laissées a I’appréciation du
praticien.

Enfin, deux études prospectives sur 185 patientes [34,
35] et une étude rétrospective sur 87 patientes [36], toutes
atteintes d’hydrosalpinx, ont établi des critéres hystéro-
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Tableau 2 Sensibilité et spécificité de I’hystérosalpingographie comparée a I’hystéroscopie (examen de référence), dans
le diagnostic des anomalies anatomiques intra-utérines de femmes infertiles.

Table 2 Sensitivity and specificity of hystrosalpingography compared to hysteroscopy in the diagnostic of intra-ute-
rine abnormalities of the infertile woman.

- Nombre Exfarfnen Apomalies Hystérosalpingographie
Réference de patientes  de rgéffeirne;nce (I;gsféenreonsccg?lﬂu&; Sensibilité (%)  Spécificité (%)
Valle, 1980 [59] 142 Non 88 (61) 48,9 63
Snowden, 1984 [60] 77 Hystéroscopie 12 (15,6) 9,7 T3
Kessler, 1986 [61] 163 Hysléroscopie 114 (70) 97.3 o~
Prevedourakis, 1994 [62] 323 Hystéroscopie 108 (33,4 60,1 823
Wang, 1996 [63] 214 Hystéroscopie 142 (66,4) 80,3 70,8
Golan, 1996 [64] 464 Hystéroscopie 194 (41,8) 99 14,8
Gaglione, 1996 [65] 70 Hystéroscopie 34 (48,6) 79,4 83,3
Preutthipan, 2003 [66] 336 Hysléroscopie 204 (60,7) 98 34,8
De Felice, 2009 [44] 104 Hystéroscopie 34 (32,7 79 H

+ ceelioscopie

* Aucun cas de vrai négatif/no case of the truth negative.

Tableau 3 Rapports de vraisemblance de I’hystérosalpingographie pour diverses pathologies tubaires (d’aprés Papaioan-
nou et af. [29] [NP4]).
Table 3 Likelihood ratio of hysterosalpingography for various tubal pathologies (Papaioannou et al. [29]).

Rapport de vraisemblance positif Rapport de vraisemblance négatif

Occlusion tubaire proximale 6,0 0.6

Occlusion tubaire distale 21 0,43
Hydrosalpinx 5.8 0,64
Adhésion péritubaire 1,8 0,61

salpingographigues et ceelioscopigues, permettant d’indivi-
dualiser des groupes pronostiques de grossesse apres néo-
salpingostomies chirurgicales. Ainsi, tout en faisant le
diagnostic d’hydrosalpinx, Uhystérosalpingographie pourra
alssi contribuer A orienter le traitement, soit vers la néo-
salpingostomie chirurgicale et la tentative de grossesse
spontanée, soit vers la salpingectomie et la FIV.

Pour les adhérences péritubaires, les sensibilités et spé-
cificités de Ihystérosalpingographie sont faibles [27].

Trois études rétrospectives concordantes sur 150 examens
[37-39] sugeerent que la reproductibilité intra- et inter-
observateurs de la lecture d’une hystérosalpingographie
n’est bonne que pour le diagnostic d’obstruction proximale.
Elle reste modérée a faible pour le diagnostic d’occlusion
distale, d’hydrosalpinx et d’adhérences péritubaires.
Aucune étude sur la variabilité de réalisation de Uhystéro-
salpingographie n’a été trouvée.
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La complication principale de U"hystérosalpingographis
semble &tre Uinfection qui touchait 1 & 3 % des patientes
dans des études datant de plus de 20 ans [40, 41]. Ce risque
peut &tre diminué par une recherche de portage de chiamy-
dia et une antibioprophylaxie par doxycycline [42].

Ainsi, malgré son efficacité moyenne en termes de dépis-
tage d’anomalies anatomiques, I"hystérosalpingographie
doit &tre recommandée en bilan de premigre intention du
couple infertile, parce gu'elle augmenie significalivement
la fréquence des grossesses spontanées.

Echographie

L’échographie permet d’une part d’étudier la cavité uté-
rine (échographie 2D, 3D et hystérosonographie). D’ autre
part, échographie de contraste, actuellement peu utili-
sée, permettrait d’étudier la perméabilité tubaire. Enfin,
I"échographie explore aussi la cavité pelvienne.
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Tableau 4 Sensibilité et spédficité de I'échographie 2D et de I’hystérosonographie par rapport a 'hystéroscopie prise
comme examen de référence d’exploration de la cavité utérine.
Table 4 Sensitivity and specificity of 2D ultrasound and hysterosonography compared to hysteroscopy as gold-stan-

dard of uterine cavity assessment.

Référence Nombre Anomalies Echographie 2D Hystérosonographie 2D
de patientes  hystéroscopiques EmnE T s T
(référence), N (%) Sensibilité (¥) Spécificité (%)  Sensibilité (%) Spécificité (%)
Ragni, 2005 [67] 98 53 (54) 90,6 80 98,1 G
Guven, 2004 [68] 93 51 (54, 8) 78,4 38,1 90,2 40,5
Kupesic, 2007 [46] 268 136 (35,4) 61,7 83,9 93,6 97,3

Contrairement a Uhystérosalpingographie, Uintérét du
« flushing ~ tubaire sur le taux de grossesse spontanée n’a
pas été mis en évidence par une étude randomisée compor-
tant 334 patientes ayant ou non hénéficié d’une échogra-
phie de contraste (NP1) [43].

Anomalies anatomiques de la cavité utérine
L’échographie simple (2D) et I’hystérosonographie permet-
tent I’exploration endo-cavitaire. Le tableau 4 résume les
études comparatives de I’échographie et de Uhystérosono-
graphie par rapport a Uhystéroscopie, prise comime examen
de référence.

Les performances de I’échographie augmentent forte-
ment et dans toutes les études lorsqu’on passe en hystéro-
sonographie. L’étude de Soares et al. [25] portant sur
65 femmes retrouve cette performance de hystérosono-
graphie pour le diagnostic de polypes et d’hyperplasie
endométriale avec des sensibilites et spécificités de 100 ¥,
un peu moins pour les malformations utérines (Se 77,8 %, Sp
100 %) et les synéchies (Se 75 %, Sp 93,4 %).

Dans une étude randomisée menée chez 208 femmes
{NP1), I’ajout d’une hystérosonographie a I’hystérosalpin-
gographie améliore les performances diagnostiques d’ano-
malie endo-cavitaire (Se 97 %, Sp 94 %, rapport de vraisem-
blance 15,6}, comparé a I’hystérosalpingographie seule (Se
79 %, Sp 91 %, rapport de vraisemblance 9,26) [44]. L’inté-
rét de I’association hystérosonographie-hystérosalpingogra-
phie comparée a Uhystérosonographie seule n’a en revan-
che pas été étudié.

En comparant prospectivement les résultats de différen-
tes explorations de la cavité utérine i I’examen anatomo-
pathologie de la piece d’hystérectomie pris comme réfé-
rence chez 52 patientes, l’échographie simple
diagnostiguait un peu moins efficacement les myomes sous-
mugueux (Se 90 %, Sp 98 %) que I’hystérosonographie ou
Uhystéroscopie (Se 100 %, Sp 100 %) [45]. Dans cette méme
étude, U'hystérosonographie s’est montrée la plus perfor-
mante dans I’estimation de la taille et de la saillie intraca-
vitaire de myomes, comparée a ’échographie simple et a
Uhystéroscopie (NP2).

Enfin, dans un travail prospectif récent sur 268 patien-
tes, Uhystérosonographie en 3D améliore encore la perfor-
mance de I’hystérosonographie dans le diagnostic de patho-
logies endo-utérines puisque la sensibilité passe de 93,6 4
97,9 % et que la spécificité passe de 97,3 % A 100 %, avec

326

I’hystéroscopie comme examen de référence (NP2) [46].
Dans cette méme étude, le passage de la 2D 4 la 3D était
aussi hénéfique pour les résultats de U'échographie classi-
que puisque ses sensibilité et spécificité passaient de 61,7
et 83,9% 4895et98,5%.

L’étude de la littérature confirme donc Uintérél diagnos-
Lique de "échographie. La technologie 3D et Ihystérosono-
graphie restent encore a ce jour peu utilisées. Et d’autres
études sont encore nécessaires pour valider leur efficacité.

Anomadlies tubaires
L*échographie simple et I’échographie de contraste sont
deux examens permettant U'exploration tubaire.

De 1995 a4 1999, Guerriero ef al. ont étudié prospective-
ment la valeur de I"2chographie dans le diagnostic d”hydro-
salpinx sur une population de 378 patientes non ménopau-
sées, candidates a une chirurgie pelvienne d’indication
gynécologique. Un hydrosalpinx a été affirmé par |”anato-
mopathologie dans 7 % des cas. La mise en évidence de cri-
téres échographiques classiques d’hydrosalpinx (masse
allongée avec septa incomplets) diagnostiquait ”hydrosal-
pinx avec une sensibilité de 84,6 % et une spécificité de
99,7 % (NP1) [47]. Les faux négatifs étaient attribués aux
adhérences pelviennes masquant Uhydrosalpinx, et les faux
positifs a des tumeurs de 'ovaire. De nouveaux critéres
échographiques encore plus évocateurs d’hydrosal pinx ont
eté récemment identifiés dans une élude rétrospective sur
55 palienies porteuses d*images kystigues pelviennes trai-
Lées chirurgicalement (NP2) [48] : avec des rapporls de
wraisemblance respectifs de 10,5 et 20,5, la forme tubulée
et le « signe de la taille » sont les plus évocateurs d’hydro-
salpinx. L’association de ces deux signes a fait le diagnostic
de tows les hydrosalpinx de la série, sans faux positifs ni
négatifs (Se 100 %, Sp 100 %), tandis que les projections
rondes intrakystiques associées a la forme tubulée donnent
un rapport de vraisemblance de 22,1. Cetie nouvelle symp-
tomatologie associée awx progrés techniques de I’échogra-
phie pourrait améliorer la performance déja grande de
’échographie dans le diagnostic des hydrosalpinx.

Dans une étude rétrospective comparant 559 patientes
prises en charge en U, aprés exploration tubaire par hysté-
rosalpingographie, échographie de contraste ou caeliosco-
pie, les résultats en termes de grossesse n’étaient pas dif-
férents entre les groupes, suggérant U’équivalence entre
Uhysterosalpingographie, la ceelioscopie el Iéchographie
de contraste dans ’établissement de la perméabilité
tubaire (NP2) [49].



sS40 A. Torre et al.

Tableau 5 Sensibilité et spécificité de I’échographie de contraste et de I’hystérosalpingographie par rapport a la ceelio-
scopie prise comme examen de référence d'exploration tubaire.

Table 5 Sensitivity and specificity of contrast ultrasound and hysterosalpingography compared to laparoscopy as
gold-standard of tubal assessment.

Anomalies Echographie de contraste 2D

tubaires

Nombre
de patientes

Référence Hystérosalpingographie

ceelioscopigues

(Gtérence) N (r) SEMSIDIIE (9 Spécificité () Sensibilité (%) Spécificité )

Dijkman, 2000 [69] 100 30 (309 42,3 83,8 67,9 81,7
Hossam, 2009 [70] 88 (114 trompes) 45 trompes (39,5) 76 79,4 90,2 A5
Kupesic, 2007 [46] 268 (536 trompes) 244 trompes (45,5) 94,7 97,0

Tableau 6 Valeurs comparées de I’échographie de contraste (Hi-Co-Sy), 2D, 3D, Doppler couleur, pulsé, puissance, dans
le diagnostic de perméabilité tubaire, avec pour examen de référence la coelioscopie [46].

Table 6 Compared value of 2D, 3D contrast uitrasound, color, puised and power Doppler in the diagnostic of tubal per-
meability, compared to laparoscopy as gold-standard [46].

Détection d’occlusion tubaire (%)

Se Sp VPP VPN
Hi-Co-Sy 2D 94,7 97,0 97,6 93,5
Hi-Co-Sy 2D doppler coul. 96,5 99,2 99,4 95,6
Hi-Co-Sy 2D doppler puls. 98,2 99,2 99 4 97.8
Hi-Co-Sy 3D 96,7 982 98,3 96,4
Hi-Co-Sy 3D Doppler PW 100 991 99,2 100

Les données comparatives entre hystérosalpingographie
et échographie de contraste, avec pour examen de réfé-
rence la coelioscopie, sont représentées dans le tableau 5.

Dans ces éludes, peu nombreuses, U"échographie de
contraste se montre moins performante que Uhystérosalpin-
gographie. Pourtant, Kupesic et al. [46] ont récemment étu-
dié ["échographie de contraste 3D doppler sur 268 patientes
{NP1). Les résultats présentés dans le tableau 6 montrent
une forte amélioration diagnostique de ce type d’échogra-
phie. Toutefois, "échographie de contraste reste, a ce jour,
une technigue en cours de validation.

Anomalies pelviennes

L’étude d’Ubaldi ef al. s’est intéressée prospectivement a
la valeur de I"échographie classique dans le diagnostic de
pathologies pelviennes chez 133 patientes non ménopau-
sées, avec comme examens de références la laparoscopie
associée a Uexamen histologique (NP1) [50]. L’étude réali-
sée en 1998 conclut & une honne performance de "écho-
graphie pour le diagnostic de pathologies pelviennes (Se
86,2 %, Sp 97,8 %), notamment pour les endométriomes (Se
90 %, Sp 96,7 %) mais beaucoup moins bonne pour les adhé-
rences pelviennes (Se 61 %, Sp 98,2 ¥).

La reproductibilité intra-observateur de [’échographie de
contraste a été estimée par une étude prospective [51] ne
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comportant que 29 patientes. Les résultats sont concor-
dants, ce qui en fait une technique reproductible.

La reproductibilité inter-ohservateur de ’échographie
classigue 2D a été comparée a celle de Uhystérosonogra-
phie, de Uhystéroscopie et de U'IRM sur 51 femmes [52].
L’échographie a montré une reproductibilité faible pour le
diagnostic d’adénomyose, moyenne pour le diagnostic de
polype el myome sous-mugueux, bonne pour le diagnostic
de myomes interstitiels et de cavité normale. L hystéro-
sonographie a montré une reproductibilité faible pour le
diagnostic de cavité normale, myome sous-muqueux et
polype.

Une étude randomisée comparant Iéchographie de contraste
a Uhystérosalpingographie sur 66 femmes n’a pas montré
de différence en termes de douleur entre les delx examens
[63]. Des complications infectieuses mineures ont &té rap-
portées sans qu’il soit possible d’en estimer précisément la
fréquence.

L’échographie est donc un examen efficace dars le dia-
gnostic de pathologies pelviennes, comme I’hydrosalpinx.
Ses performances dans ’exploration endo-cavitaire, déja
acceptables en 2D, deviennent excellentes en 3D et
seraient équivalentes i celle de I’hystéroscopie en hystéro-
sonographie 3D.
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Hystéroscopie (HSC)

Cet examen d’exploration de la cavité utérine, réalisé sans
analgésie, permel la mise en évidence d’une lésion endo-
cavitaire, mais peut aussi permettre son traitement imme-
diat par des techniques micro-invasives.

L’intérét de U'hystéroscopie a été &tudié en cas d’échec
d’implantation. Une méta-analyse [54] de deux études ran-
domisées [21, 22] comportant 941 patientes conclut que la
pratique de U’hystéroscopie, aprés plusieurs échecs
d’implantation, multiplie par 1,57 le taux de grossesse des
FIV suivantes {IC a4 95 ¥ [1,29-1,92] (p < 0,0001)). Dans
cette population, chaque fois que 6 hystéroscopies sont
réalisées, une grossesse supplémentaire est obtenue (NP1).
Par ailleurs, dans une &tude randomisée sur 215 femmes en
attente d’insémination et porteuses de polype endo-utérin
découvert a ’échographie, Iablation du polype par hysté-
roscopie ambulatoire a multiplié par dewx le taux de gros-
sesses (RR 2,1, 1C 4 95 % [51,5-2,9]) et 65 % de ces grosses-
ses sont survenues avant toute insémination (NP1) [20].

Cet examen étant considéré par la majorité des auteurs
comme la référence de Uexploration de la cavité utérine,
son efficacité diagnostique a été établie chez des femmes
devant subir une hystérectomie, afin de comparer ses
conclusions aux constatations anatomopathologiques. Ceci
et al. [55] ont airsi repris rétrospectivement les hystéros-
copies ayant précédé 443 hystérectomies et ont conclu a
une sensibilite de 98 ¥ et & une spécificité de 95 % (NP3).
Une autre équipe avait déja confronté prospectivement les
résultats de 51 hystéroscopies 4 ceux de ["anatomopatholo-
gie de la piece d’hystérectomie pour Uétude spécifique des
myomes, en rapportant des sensibilités et spécificités de
100 % (NP1) [45]. De fait, comme nous l’avons vul préce-
demment, les autres moyens d’exploration de la cavité uté-
rine (hystérosalpingographie, échographie) semblent moins
efficaces que I’hystéroscopie.

Une hystéroscopie réalisée sur 1 000 patientes infertiles
devant bénéficier d’une FIV [19] a permis de mettre en évi-
dence des polypes (32 %), des fibromes sous-mugueux (3 %),
des adhérences (3 %}, des hypertrophies polypoides (0,9 %),
des septum (0,5 %), des utérus bhicornes (0,3 %) et des
rétentions (0,3 %).

Une étude [52] s’esl intéressée A la reproductibilité inter-
observateur de "échographie classique, I”hystérosonogra-
phie, Uhystéroscopie et UIRM sur les examens de 51 fem-
mes. La reproductibilité inter-observateur de "hystérosco-
pie s’est avérée moyenne pour les diagnostics de cavité
normale, myome sous-muquelx et palypes.

Les complications de I"hystéroscopie diagnostigue semblent
trés rares. Aucune complication n’a été rapportée dans une
série de 1 000 hystéroscopies diagnostiques réalisées chez
des femmes infertiles [19].

L’ hystéroscopie, examen de référence de Uintégrite de
la cavité utérine, doit donc au minimum &tre pratiquée
dans les groupes a risque de lésions endo-cavitaires {patien-
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tes agées, signes d’appels clinico-échographiques, échecs
répétés d’implantation) afin de les corriger.

La laparoscopie

Cette exploration directe de la perméabilité tubaire et de
Uintégrité anatomique du pelvis peut emprunter deux voies
d’abord :

-la ceelioscopie, réalisée sous anestheésie générale et
curarisation (levant les spasmes tubaires), est considé-
rée comme 'examen de référence de Uexploration de
la perméabilité tubaire ; elle permet une exploration
compléte de la cavité abdomino-pelvienne et la correc-
tion des anomalies anatomiques ;

-la fertiloscopie, pouvant tre réalisée sous anesthésie
locale, est considérée comme moins invasive mais
n’explore que la cavité pelvienne, la perméabilité
tubaire et les anatomies ovarienne, utérine et tubaire.

Le bénéfice direct de la réalisation d’une laparoscopie sur
la fertilité de la femme n’est pas établi. Un essai randomisé
sur 154 patientes avec indication d’lIU a comparé la ceelios-
copie avant les inséminations a celles d’emblée suivies, en
cas d’échec, d’une ccelioscopie. Bien que I'étude ait été de
puissance suffisante, la fréquence des anomalies pelvien-
nes nétait pas différente entre les groupes avec ceeliosco-
pie systématique ou quand la ccelioscopie était réalisée
aprés échec d’llU. Pourtant, ce dernier groupe élail censé
avoir un risque pelvien plus élevé (NP1). Malgré 25 % de
modification de stratégie de traitement du fait des résul-
tats de la coelioscopie, les nombres de grossesses évolutives
n'étaient pas différents entre les groupes [56] mais cette
étude était sous-dimensionnée pour montrer une telle dif-
férence.

L’exploration de la perméahilité tubaire par ceelioscapie
est cependant un bon indicateur de la probabilité de conce-
voir en cycle spontané, meilleur que I'hystérosalpingogra-
phie. Les rapports des taux de fécondité d’une cohorte mul-
ticentrique de 794 patientes infertiles avec exploration de
la perméabilité tubaire par hystérosalpingographie et
ceelioscopie sont présentés dans le tableau 7.

L’occlusion tubaire bilatérale coelioscopique s’accom-
pagne constamment d’une réduction significative et
importante de la probabilité de concevoir (quel que soit le
résultat de U"hystérosalpingographie). Cependant, elle
nempéche pas totalement la conception spontange, ce qui
souligne gue le diagnostic d'occlusion tubaire coelioscopique
a lui aussi ses limites. En comparaison, Uocclusion bilatérale
a Uhystérosalpingographie est moins prédictive puisqu’elle
ne réduit que partiellement la fertilité, notamment quand
au moins une trompe est perméable A la coelioscopie (NP1).
Ainsi, en proposant une ccelioscopie & toute occlusion
tubaire bilatérale en hystérosalpingographie, 72,5 % des
patientes porteuses d’occlusion tubaire bilatérale ceeliosco-
pigue seraient diagnostiguées et correctement orientées,
soit vers une reperméabilisation, soit vers la FIV.

Concernant Iévaluation de la perméabilité tubaire, la
ceelioscopie et la salpingographie sélective ont été compa-
rées de maniére randomisée dans une étude prospeclive
sur 278 femmes infertiles. La salpingographie sélective
dépistait mieux I'occlusion proximale, les deux technigues
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Tableau 7 Rapport des taux de fécondité spontanée en fonction de la perméabilité tubaire mise en &vidence par hysté-
rosalpingographie etfou coelioscopie [17].

Table 7 Spontaneous fertility ratio, function of tubal permeability assessment by hysterosalpingography andfor lapa-
roscopy [17].

Rapports des taux de fécondité (effectifs) Trompes occluses en ceelinscopie Ceelioscopie
Aucune Une Deux ETQO?]:E‘SE
Trompes Aucune 1  Ep Os8 ) o {12) il {486)
gﬁd'ﬂes Une ual @ 0 @) % @m0 08 @
HSG Deux 07 (81) 038 (44 019 (69 0,49 (194

HSG non prise en compte 1 FEndh @51 @ 0050 (@5 ()

Taux de fécondité spontanée sur 3 ans, d*une population avec suspicion de trompes pathologiques (occlusion tubaire uni- ou bilatérale,
diagnostiquée a ' hystérosalpingographie et/ou 3 la ceelioscopie), rapporté au taux de fécondité d’une population avec trompes norma-
les & Uhystérosalpingographie et/ou 3 la ccelioscopie.

* Significativement différent de 1, (effectifs).

Tableau 8 Evaluation de la performance diagnostique de la fertiloscopie, comparée 2 la coelioscopie prise comme exa-
men de référence.

Table 8 Diagnostic performance of trans-vaginal {aparoscopy compared to trans-umbitical laparoscopy as gold-
standard.

Anomalics Echec . Fertiloscopie
fat Nombre : : ou exploration
Reference x ccelioscopiques, - : :
de patientes fertiloscopique Anatomie Trompes
N (%) ; ;
incompléte, N (%)
Sensibilité  Spécificitd  Sensibilité  Spécificité

() (%) (%) (%)
Darai, 2000 60 30 (55) 24 (40) &0 100 93 100
[71]
Casa, 2002 60 9 (15} 17 (28,3) 55,5 100 77.8 100
[72]
Watrelot, 86 56 (70) 5 (5,4 83,9 66,7
2003 [73]

étaient équivalentes quant au dépistage des occlusions dis-
Lales et la ceelioscopie dépistait mieux les pathologies peri-

tubaires (NP1) [30]. Une revue de 32 205 laparoscopies rapporte un taux de

complication de 0,6 pour 1 000 ceelioscopies diagnostiques
[57]. Les risques de la pratique de la coelioscopie pour
infertilité sont assimilés & ceux d’une ccelioscopie synéco-
Trois études ont évalug la performance diagnostique de la  logique [29], C’est-a-dire :

fertiloscopie, comparée a la ceelioscopie prise comme exa- - plaies vasculaires dans 0,2 pour 1 000
men de réference. Lfeurs_rgsultat_s concernant l’finatomle - plaies digestives dans 0,4-0,7 pour 1 000 ;
pelvienne et la perméabilité tubaire sont présentés dans le -plaies urologiques dans 0,1 pour 1000 .

tableau 8. ) Les complications de la fertiloscopie ont fait Uobjet d’une
Les données sont peu nombreuses. Dans ces 3 études, la oy de la littérature [58]. Les plaies rectales touchent
fertiloscopie n’a pu étre totalement realisée dans 16 % des o viron 1,1 % des procédures mais leur nature sous-périto-
cas. Quand exploration était compléte, les informations sUr — \s5ie réquit leur morbidité. Quelques cas de (ésions utérines
I'anatomie pelvienne et a permeabilite tubaire paraissaient o 4o pempjes épiploigues ont également &té décrits.
peu fiables. La fertiloscopie ne peut donc &tre recommandée. Ainsi, Uexploration ceelioscopique de la cavité abdomi-
nale ne semble justifiée qu’en cas de facteurs de risque de
lésions pelviennes. Le recours a la fertiloscopie, examen
Aucune étude évaluant la reproductibilité de la ceelioscopie moins performant et plus morbide, ne semble pas devoir
ou de la fertiloscopie n’a été retrouvée. Btre recommandé.
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Conclusion

Si, dans un faible pourcentage de cas, 'interrogatoire,
I"examen clinique et la sérologie de chiamydiae peuvent
apporter des informations conduisant A réaliser d’emblée
une ceelioscopie, dans la majorité des cas le bilan d’image-
rie de 1" intention doit se résumer a :

-une hystérosalpingographie, qui présente un bénéfice
absolu pour le couple, en termes d’augmentation des
chances de grossesse, mais dont les performances dia-
gnostiques sont médiocres ;

-et une échographie 2D dont les performances, déja bon-
nes, semblent pouvoir &tre ameéliorées par Uutilisation
de la 3D et de Uhystérosonographie. Le développement
de ces 2 derniéres Lechnigues devrait prochainement
permettre de savoir si ’échographie peut remplacer
"hystéroscopie diagnostique.

Conflits d’intéréts : aucun.
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Objective: To assess the degree of utero-stimulation induced by transcervical introduction of a catheter as in mock
ET.

Design: Prospective study.

Setting: Reproductive medicine unit.

Patient(s): Eighty volunteers undergoing mild ovarian stmulation and TUTL

Intervention{s): Just before IUL women had uterine contraction (UC) frequency assessed with 2-minute sagittal
ultrasound scans of the uterus {precatheter measurement). Thereafter, one of three types of catheters, sach with
a different stiffness level (low, n = 25; medium, n = 30; or high, n = 25) was introduced into the cervix up to
the inner cervical os, then immediately withdrawn, and the UC frequency reassessed (postcatheter measurement).
Main Dutcome Measure(s): Percentage change in UC frequency.

Result(s): Median (range) UC frequency was not significantly different at pre- and postcatheter measurements: 2.0
{0.04.5UC perminute and 2.2 {0.0-5.5) UC per minute. In addition, the stiffness of the catheter ({ow, medium, or
high) did not influence the UC frequency, with median {range) percentage of change from pre- to postcatheter mea-
surement at { (—100% to +75%), 0 (—100% to +100%}, and 0 (—40% to +100%), respectively.

Conclusion(s): The introduction of a catheter up to the inner cervical os, as usually performed in mock ET, does
not stimulate uterine contraction frequency, irespective of catheter stiffness. (Fertil Steril® 201(;93:1343-6.
©2010 by Amencan Society for Reproductive Medicine. )

Key Words: Intrauterine insemination, mock embryo transfer, uterine contraction frequency, catheter

Embryo transfer 1s possibly the most sensitive clinical step for
the establishment of a pregnancy after IVF. Among the factors
that are likely to influence the effectiveness of such a proce-
dure ranks the utero-stimulation that is potentially generated
by the introduction of a catheter into the intrauterine milieu
(1), in particular, under traumatic conditions (2). Indeed, all
evidence indicates that the hyperactivity of the muscle fibers
swrounding the endometrium is detrimental at the time of ET
because it may increase the risk of embryo expulsion. In
agreement with this hypothesis, our group has observed that
high-frequency uterine contractions (UC) at the time of ET
negatively influence the outcome of IVF-ET (3). Other inves-
tigators have observed that the choice of less-traumatic cath-
eters positively influences the outcome of IVE-ET (4, 5).

In an effort to decrease uterine trauma and the resulting
stimulation of uterine contractility at the time of ET, some
investigators have proposed ruling out the presence of cervi-
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cal obstacles by the gentle introduction of an empty catheter
through the cervix up to the inner cervical os immediately
before ET (6). However, it remains unclear whether such
a “mock ET” can itself generate UC and whether its possible
stimulatory effect depends on the type of catheter used.
Hence, the present investigation was conducted to quantify
the possible utero-stimulation generated by mock ET
performed using three ET catheters with different character-
istics.

MATERIALS AND METHODS

Patient Characleristics

‘We prospectively studied 80 infertile volunteers undergoing
mild ovarian stimulation and IUL The choice of IUT as a
clinical model to study the impact of mock ET cn uterine
contractility was based on the fact that, unlike IVF-ET,
utero-stimulation during TUT has been shown to increase
IUI effectiveness (7); therefore, this experimental model
could be considered acceptable for patients. All patients en-
rolled in the present study met the following criteria: [1]
aged 1841 years, [2] patent fallopian tubes confirmed by
hysterosalpingography and/or laparoscopy, [3] normal uter-
ine cavity on hysterosalpingography and/or laparoscopy
and/or ultrasonography, [4] adequate uterine visualization
on transvaginzl utrasound scans, and [5] a partner with at
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least 1 x 10° spermatozoa showing progressive mobility after
sperm preparation. Mild controlled ovarian hyperstimulation
(COH) and IUI were indicated because of unexplained infer-
tility (48%), ovulatory abnormalities (209%), mild sperm ab-
normalities (12%), mild pelvic endometriosis (10%), or
mild tubal abnormalities (10%). Because the present study
analyzed only climical procedures that are routinely per-
formed at our center, informed consent was obtained from
gach participant, but previous submission to our mstitutional
review board was not required.

COH Protocol

All patients underwent mild COH using three different proto-
cols: recombinant FSH (rFSH) {Gonal-F; Merck-Serono,
Lyon, France) alone (68% of cases), a combmation of clomi-
phene citrate (Clomid; Aventis, Pars, France) and FSH
(14% of cases), or a combination of GnRH agonist (Decapep-
tyl 0.1 mg; BeaufourIpsen Pharma, Boulogne-Billancourt,
France) and FSH (18% of cases), as described elsewhere
(8). The choice of one protoccl over another was strictly
arbitrary and determined by individual preferences of the
physicians belonging to our ovulation induction program.
Administration of hCG {Gonadotrophine Chericnique
Endo; Organon, Puscau, France; 5,000 IU, IM} was per-
formed when one to four follicles simultaneously exceeded
15 mm in diameter. Intrauterine insemination was performed
36 hours after hCG administration. The Iuteal phase was sup-
ported with micronized P (Estima; Effik Pharmaceuticals,
Bievres, France; 600 mg/d) administered daily through the
vaginal route starting on the evening of IUL

Uterine Contractility Assessment and Catheler Intraduction

Just before insemination (precatheter assessment), wormen
underwent an ultrasonographic assessment of UC, as
described elsewhere (3). In brief, 2-minute ultrasound scans
of a sagittal plane of the uterus were performed using
a4 7.5-MHz transvaginal probe (Siemens Elegra; Siemens
SAS, Saint-Denis, France). Environmental conditions were
standardized throughout ultrasound examinations. Images
were digitized on line using a two-image-per-second rate,
and UC frequency was assessed on time—mode graphs gener-
ated electronically using three-dimensional (3D} reconstruc-
tion software (IOTEC 3.1.2; I6DP, Paris, France). Uterine
contraction frequency was identified by the number of major
vertical displacements of the myometrial-endometrial inter-
face and of the uterine cavity line over time. This 3D
approach for the measurement of UC frequency showed
results equivalent to those from visual UC counting on accel-
erated ultrasound sequences (9). The precision of uterine con-
traction frequency measurements, expressed as interassay
coefficient of varnation, was 8% (3).

Immediately after UC recording, an ET catheter was intro-
duced into the cervix up to the inner cervical os, then imme-
diately withdrawn. This procedure, which mimics mock ET
in IVF-ET (6), is done routinely at our center to rule out cer-
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vical obstacles. Thres types of catheters (C.C.D Laboratories,
Paris, France), of different stiffness, were altemately used in
blocks strictly respecting the random order of amival of
patients at our institution for IUI: a low-rigidity group
(Ultra-soft catheter; n — 25), medium-rigidity group (Classic
catheter; n — 30), or high-ngidity group (Memory catheter;
n — 25). External diameters were, respectively, 1.6 mm, 1.6
mm, and 2.2 mm. Only one type of catheter was used for
each patient. Just after catheter removal, another 2-minute
recording of UC was performed using similar methodology
as at baseline (postcatheter assessment). For all patients,
IUI was performed with another Classic catheter. No diffi-
culty in cervical catheterization was noted, and no cervix
tenaculum was used.

Hormonal Measurements

Serum E; and P levels were determined by an automated mul-
tianalysis system using a chemiluminescence technique (Ad-
via-Centaur; Bayer Diagnostics, Puteaux, France). For E,,
the lower detection limit was 15 pg/ml, linearity up to
1,000 pg/mL, and intra- and interassay coefficients of varia-
tion 89 and 9%, respectively. For P, the lower detection hmmit
wis 0.1 ng/mL, linearity up to 60 ng/mL, and intra- and inter-
assay coefficients of variation 8% and 0%, respectively.

Statistics

Medians were used as the measure of central tendency, and
mimmum and maximum values were used as measures of
variability. Changes in UC frequency were assessed using
the Wilcoxon signed rank test. The catheter effect on UC
frequency was assessed using the Kruskal-Wallis test. A
P value of < .05 was considered statistically significant.

RESULTS

Patient characteristics and COH data in the low-, medium-,
and high-rigidity catheter groups are summarized in Table
1. As shown, women included in the three groups were com-
parable with regard to age, etiology and duration of infertility,
prevalence of COH protocols, and cycle day of hCG admin-
istration, as well as number of preovulatory follicles (=15
mm in diameter) and serum E; and P levels on the day of
hCG administration.

Overall, pre- and postcatheter UC frequency remained un-
changed at 2.0 UC per minute (ramge, 0—4.5 UC per mmnute).
Detziled data on uterine contractility in the low-, medium-,
and high-rigidity catheter groups are shown in Table 2. No
noticeable simulatory effect of mock ET was noted, regard-
less of the characteristics of the catheter used.

DISCUSSION

Mock ET and others practices, such as ultrasound-guided
transfer or pretreatment hysteroscopy, have been proposed
to prevent traumatic transfer that could negatively affect the
implantation rate (10). Indeed, hysteroscopy could rule out
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TABLE 1
Patient characteristics and COH data in the low-, medium-, and high-rigidity catheter groups.
Low rgidity Medium rigidity High Hgidity
Characteristic {n = 25) {n = 30) {n = 25) P value
Female age (y) 35 (27-41) 35 (20-44) 32 (27-39) NS
Etiology of infertility
Unexplained 38 51 54 NS
Ovulatory 13 25 22 NS
Mild male 21 9 8 NS
Mild endometriosis 8 10 12 NS
Mild tubal 20 5 4 NS
Duration of infertility (y) 4{1-12) 4 (1-10) 4 (1-11) NS
COH protocol
FSH 70 G GO0 NS
CC-FSH i 6 20 NS
GnRH agonist-FSH 17 18 20 NS
Day of hCG administration 11 (8-19) 1(8-25) 10.5 (8-24) NS
No. of follicles =15 mm 1{1-4) 2 (1-4) 2 {1-4) NS
Serum E; level (pg/mL) 329 (141-1636) 675 (208-1045) 533 (133-1514) NS
Serum P level (ng/mL) 0.24 (0.10-1.69) 0.15(0.10-0.76) 0.45 (0.10-0.99) NS
Nate: Values are percentages or median (range). NS = not statistically significant; CC = clomiphene citrate.
Torre. Mock ET and uierine contracfons. Fergl Stertl 2010

potential intracervical or intrauterine obstacles (11). Because
ultrasound performed at the time of the transfer estimates
hysterometry more accurately than pretreatment mock ET
(12, 13}, it more efficiently prevents uterine fundus stimula-
tion, leading to improved IVF outcomes (14). However, dif-
ficult cervix passage attested to by bleeding (15) or long
(16) ET can also negatively affect implantation rate and
should be prevented by previous intracervical insertion of
a catheter. This mock ET, which can be performed before
any treatment (pretreatment mock ET), at the time of cocyte
retrieval or just before ET, directly allows the best shape and
stiffness of the catheter to be selected for each endocervical
canal (10), which appears otherwise inaccessible to ultra-
sound (17). Although evidence supporting mock ET is only
available when performed before treatment (18), its timing
may not be as helpful as when it takes place just before ET,
because of uterine mobility (19, 20). Some investigators,

including us, now recommend this last practice (6), with, in
our case, a comforting implantation rate of 33.4% (for
patients aged <38 years) over the last 5 years, during which
time it has been routinely used. However, its real benefits re-
main to be proved.

The present investigation was set to evaluate the impact on
uterine contractility of intracervical insertion of a catheter.
This issue is pertinent because any stimulation of uterine
contractility possibly induced by this mock ET, just before
an actual ET, may be detrimental to the outcome of IVE-
ET (2, 3). Our data show that a careful insertion of a catheter
up to the cervical os does not induce a noticeable change in
UC frequency, irrespective of the catheter’s characteristics.

The 1ssue of whether cervical stimulation may trigger an
increase in the contractile activity of the nonpregnant uterus
remains unclear. Some investigators have observed that

TABLE 2

Uterine contractility data in the low-, medium-, and high-rigidity catheter groups.

Variable

Low rigidity

Medium rigidity High rigidity P

Change in UC frequency (%0)

(n = 25) {n = 30) {n = 25) value
Precatheter UC frequency (JC/minute) 2.0 (0-4.5) 2.2 (0-4.0) 2.2 (0-4.0) NSP
Postcatheter UC frequency (UC/minute) 2.2 (0-4.5) 2.2 (0-4.9) 2.1(0-4.5) NS

0 (—100 to +75)

0(-100ta +100) O (-40to +100) NS

Torre. Mock ET and uterine contracons. Fergl Steril 2010

Note: Values are median (range). NS = not statistically significant.
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cervical dilation results in an increase in ntrauterine pres-
sure, whereas simple cervical stimulation fails to produce
the same effect (21). Others have induced an increase in uter-
ine contractility when mamipulating the cervix with a tenacu-
lum, as sometimes used during difficult ET (2). Although the
exact degree of uterine stimulation provoked by the transit of
a device of variable rigidity through the cervix is still to be
gstablished, the lack of significant varation in UC frequency
triggered by the catheter in the present study, as far as can be
detected by ultrasound scans, is reassuring for the clinical
practice of a mock ET just before the actual ET.

The present investigation was designed to reproduce the
gesture usually carried out during mock ET, thereby refrain-
ing from introducing the catheter beyond the intemal cervical
os. Therefore, it does not help to elucidate whether the intro-
duction of a catheter further into the uterine cavity may gen-
erate uterine stimulation, in particular under traumatic
conditions. Another point to be considered is that the inten-
sity of COH used for IUI in the present study is approxi-
mately five times lower than those used for IVF-ET, if we
compare the average maximum E, rate of 562 pg/mL ob-
served in our study with the 2,695 pg/ml generally reached
when IVF-ET is performed in our center. Although the role
of E, in the regulation of uterine contractility remains to be
determined, a wealth of data indicates that this hormone con-
tributes to the progressive increase of UC frequency observed
during the follicular phase of the menstrual cycle (22-25) and
1s likely to increase utero-excitability (26). Hence, the differ-
ent hormonal environment prevailing during [UI and IVF-ET
indicates that the present results should be extrapolated to
IVF-ET with caution.

In conclusion, because no variation in UC frequency after
intracervical insertion of different types of catheter was
noted, this study suggests that mock ET performed just be-
fore ET may be an innocuous procedure. However, the con-
sequences of this procedure in terms of the clinical
outcome of ET should now be investigated to definitively
establish the advantages and securty of this practice.
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