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___________________________________________________________________________ 
RESUME en français 
 
Les traitements anticancéreux utilisés sur la femme jeune conduisent de plus en plus à la 
guérison, au prix d’une altération de la fertilité par atteinte significative de la réserve 
ovarienne. Ces patientes à risque d’atrésie folliculaire accélérée peuvent bénéficier d’une 
sauvegarde de leur fertilité, le plus souvent par techniques conventionnelles d’assistance 
médicale à la procréation, permettant la conservation d’ovocytes et/ou d’embryons. 
Cependant, ces techniques ne sont pas adaptées aux patientes pré-pubères ou à 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 après 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 à l'isolation des follicules 
primordiaux humains. Par un modèle 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 progrès récents sur la culture in vitro de 
follicules primordiaux encapsulés. 

Dans la suite du travail, nous avons contribué à l'étude de la vitrification d'ovaire entier de 
brebis avec son pédicule vasculaire. Nous avons ainsi établi l'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 phénomènes de cristallisation étant survenus au réchauffement de ces organes, avec 
pour point de départ la zone péri-ovarienne, nous nous sommes intéressés à 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 l'expérimentateur est novice, que la surface de la tranche 
ovarienne est petite et qu'il existe un corps jaune visible. Ces zones incomplètement 
exposées seraient donc responsables de cristallisation lors de la vitrification de l'organe, 
catalysant une prise en glace globale de l'organe lors du réchauffement. Le problème serait 
donc plus dans une exposition incomplète aux cryoprotecteurs que dans la nature même de 
ces cryoprotecteurs. 

L'équipe lyonnaise avait déjà rapporté l'absence d'efficacité du protocole de vitrification 
utilisant le cryoprotecteur « VS4 » dans le rétablissement de la fertilité de brebis. Nous avons 
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confirmé que l'utilisation du cryoprotecteur « VM3 » (vitrifiant de manière plus performante 
que « VS4 »), ne permettait pas non plus le rétablissement de la fertilité après auto-
transplantation d'ovaires vitrifiés à la brebis. En revanche, nous avons obtenu une gestation 
après auto-transplantation d'ovaire de brebis cryoconservé par congélation lente, ce qui est 
le deuxième cas rapporté au monde. Nos résultats suggèrent que cette vitrification 
incomplète due à une mauvaise exposition des ovaires est l'un des principaux obstacles à 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. 
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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. 

 
___________________________________________________________________________ 
DISCIPLINE  
 
Biologie moléculaire intégratrice et cellulaire  
 
__________________________________________________________________________ 
MOTS-CLES  
 
Cryoconservation, Congélation lente, Vitrification, Ovaire entier, Auto-transplantation, 
Brebis, Viabilité vasculaire, Zones non perfusées. 
 
___________________________________________________________________________ 
INTITULE ET ADRESSE DE L'U.F.R. OU DU LABORATOIRE : 
 

U846 - Institut Cellule Souche et Cerveau, 18 Avenue du Doyen Lepine 69675 Bron 
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« La vérité vaut bien qu’on passe quelques années à 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 à l’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 âges 

confondus), le risque global d’insuffidance ovarienne précoce est de l’ordre de 60 % (Franke 

et al., 2005). Force est de constater que, même lorsqu’elle est transitoire, l’aménorrhée 

signe la survenue d’altérations ovariennes irréversibles. L’âge de la ménopause est ainsi plus 
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précoce parmi les femmes ayant subi un arrêt iatrogène plus ou moins prolongé des règles 

(Byrne et al., 1992, Partridge et al., 2007). Or, la diminution de la fertilité peut constituer 

l’unique manifestation clinique de l’épuisement des follicules ovariens, dont l’aménorrhée 

chimio-induite (ACI) n’est qu’un médiocre reflet (Meirow, 2000). Ces dernières années, les 

progrès de la cancérologie en matière 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 

qualité de vie (Wenzel et al., 1999). La fertilité tient une place clé dans celle-ci pour les 

patientes en âge 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 problème est moins grave chez le garçon puisque les 

techniques d’assistance médicale à la procréation employées en cas d’infertilité masculine 

sont performantes (ICSI, prélèvement testiculaire), et que la préservation gamétique 

(cryoconservation du sperme) est bien maîtrisée. En revanche, chez la fille ou la jeune 

femme, aucune technique ne permet de pallier efficacement l’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 être réalisés que sur des patientes 

pubères, ayant le temps d’avoir une stimulation ovarienne et dont la maladie ne pâtira pas 

de l’excès d’œstradiol associé à 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 à 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 à des 
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techniques encore en évaluation ou jugées encore trop peu efficaces pour être 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 rôle 

d’information, en recommandant l’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 côté, améliorer les techniques à disposition 

pour qu’elles aient plus de crédibilité. C’est ce à quoi nous nous proposons de contribuer, à 

notre niveau, dans cette Thèse de Science.  

Après avoir fait le point sur l’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 succès chez la 

femme, avec les 19 enfants nés depuis 2004. Nous en verrons aussi les limites, l’ischémie de 

néoangiogénèse et l’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 thèse, 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 modèle ovin, avec l’étude de 

la viabilité vasculaire de l’ovaire après 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 propylène glycol) à 7,48 

moles/litre, tandis que le « VM3 » contient 6 agents cryoprotecteurs (DMSO, éthylène 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 à jour un article de revue publié en français, 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 à des demandes de 

plus en plus fréquentes de conservation de la fertilité. La solution la plus éprouvée dans ce 

cas est la cryoconservation embryonnaire, à condition que la patiente soit pubère et en 

couple, que la pathologie ne contre-indique pas la stimulation ovocytaire et que le 

traitement gonadotoxique ne soit pas une extrême urgence. Si la patiente n'a aucun 

partenaire, les oocytes matures (MII) peuvent être cryoconservés, soit par congélation lente 

soit par vitrification. Bien que largement utilisée dans d’autres circonstances (autogreffes de 

glandes parathyroïdes en cas de thyroïdectomie totale), la cryoconservation suivie de 

transplantation de tissu est encore au stade de la recherche quand il s’agit de tissu ovarien 

et l'expérience est limitée. C’est cependant la seule technique de conservation de la fertilité 

disponible pour les filles pré-pubères. Elle peut en outre être appliquée dans toutes les 

situations. 

 

1.1. Cancer  chez l’enfant et adulte jeune : un problème de santé publique 

 

1.1.1. Fréquence croissante des cancers chez l’enfant et l’adulte jeune 

 

Le cancer est un problème 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 dernière consultation le 13/05/2012). De même, au Royaume Uni, 

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

(http://info.cancerresearchuk.org/cancerstats dernière 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 très légère augmentation (0.7% d’augmentation entre 1987 à 2006 aux 

Etats-Unis) (Jemal et al., 2010). Malgré la controverse, l’incidence des cancers de l’adulte 

jeune connaît une bien plus forte augmentation. En effet, on estime actuellement qu’une 

femme sur 46 sera atteinte d’un cancer avant l’âge 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 même pour les cancers de l’enfant, dont l’incidence augmente régulièrement 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 dernières années, 

passant de  30 cas pour 100 000 en 1979 à 41 cas pour 100 000 en 2008 

(http://info.cancerresearchuk.org/cancerstats dernière 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 dernière 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 à 

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

13/05/2012), grâce aux progrès remarquables de la prévention, du dépistage et des 

traitements du cancer. Chez l’enfant, l’augmentation de la survie est encore plus marquée 

que chez l’adulte. Le taux de mortalité par cancer chez l’enfant de moins de 15 ans aux Etats 

Unis est en effet passé de 4.9/100 000 en 1975 à 2.2/100 000 en 2008 (Siegel et al., 2012). 

Dans ce pays, la survie à 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 l’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 être survivante d’un cancer de l’enfance (Wallace et al., 2005).  

 
 

1.2. Effets des traitements anticancéreux sur la fertilité féminine 

 

Des traitements dont la toxicité immédiate est maîtrisée permettent maintenant la guérison, 

au prix d’effets secondaires à 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 à 27 fois plus élevé de ménopause précoce (Larsen et al., 2003). Après 

un cancer de l’enfance, les chances d’être mère 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 

(IC95% 0,78-0,92) dans une cohorte de 1223 adultes survivant d’un cancer de l’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 entraîne 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 

l’aménorrhée transitoire, lorsque le capital folliculaire est suffisant pour une reprise des 

cycles menstruels (Chiarelli et al., 1999), d’autre part l’aménorrhée permanente (ou 

extinction ovarienne précoce). Sur les coupes histologiques d’ovaires de patientes exposées 

à des traitements de chimiothérapie, les lésions vont d’une simple diminution de la densité 

des follicules jusqu’à leur disparition complète 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 
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stroma (Oktem and Oktay, 2007). Sur le plan du mécanisme, l’utilisation d’un modèle de 

souris avec xénogreffe de tissu ovarien humain a montré une destruction folliculaire précoce 

par apoptose, suite à l’administration de cyclophosphamide (Oktem and Oktay, 2007). En 

exposant des souris à une chimiothérapie gonadotoxiques (doxorubicine), un mécanisme 

d’apoptose accru a, en effet, été mis en évidence dans les follicules primordiaux, au niveau 

de l’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 à la chimiothérapie (Meirow, 2000). En plus de l’atteinte 

directe des follicules primordiaux par apoptose, la chimiothérapie peut altérer le stroma 

ovarien et ses vaisseaux, conduisant à une fibrose ovarienne focale avec disparition des 

follicules primordiaux et à l’occlusion vasculaire (Meirow et al., 2007). A notre connaissance, 

aucune étude n’a été plus loin dans la description des mécanismes moléculaires de 

l’altération du fonctionnement ovarien induite par la chimiothérapie. Nous ne savons donc 

pas pourquoi les ovaires présentent une sensibilité particulièrement importante à certaines 

chimiothérapies, d’autres ayant un effet beaucoup plus limité. Dans l’agenda de recherches 

d’une revue récente, Sonmezer et Oktay ont d’ailleurs appelé de leurs vœux des études 

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

 

1.2.1.2. Les chimiothérapies et hormonothérapies à risque 

 

Chez la jeune fille, il est clairement établi que les traitements anticancéreux altèrent la 

réserve ovarienne. Le tableau 1 récapitule les traitements à risque. 

La plupart des protocoles anticancéreux ayant recours à 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-

même, peuvent contribuer à ce dysfonctionnement ovarien. Les paramètres pronostiques 

les plus importants sont l’âge 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 entraîner un risque important d’insuffisance ovarienne 

prématurée, d’autant plus lorsqu'elle comporte des agents alkylants.  
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Tableau 2. Chimiothérapies à risque pour la fertilité (Donnez et al., 2010, Oktay and Sonmezer, 2008, Wallace et al., 
2005). Alkylants : moutardes azotées (MA), organopalatines (OP), triazènes (T), esters sulfoniques (ES), éthylène-
imine (EI). Intercalants : Anthracyclines (AC), Indépendants (I). Poison du fuseau : alcaloïde de la pervenche (AP). 
Antimétabolites : (AM) 

 

Les agents alkylants entraînent des cassures de l’ADN, indépendamment de la division 

cellulaire (Wallace et al., 1989). Byrne et al. ont répertorié les femmes traitées par alkylants 

et radiothérapie avant l’âge de 20 ans et ont constaté que 42 % de ces femmes étaient 

ménopausées à l’âge 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 après traitement par 

alkylants (hors cisplatine) : l’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 alcaloïdes de plantes (OR 1,22 ; 

entraînent des aneuploïdies) n’avaient pas d’effet significatif. Les anti-métabolites 

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 (I) 

Dacarbazine (T)   

Thiotépa (EI)   
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semblaient protecteurs (OR<1), mais la publication ne précisait pas si l’effet était significatif. 

Les anthracyclines (intercalants), mutagènes, peuvent entraîner des mutations sur les 

ovocytes en maturation. Leur demi-vie est très courte, l’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 l’enfance (Green et al., 2009). D’après 

cette étude, l’utilisation d’alkylants comme le cyclophosphamide ou la lomustine était 

associée à une chance diminuée de fertilité future (RR 0,8 IC95% 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 IC95% 1,04-1,41). D’une manière 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), 

l’etopiside et la teniposide (inhibiteurs de la topoisomérase II) n’avaient pas non plus d’effet 

significatif. Il y aurait donc une toxicité gonadique particulière associée à certains alkylants, 

comme le cyclophosphamide. Malheureusement, à notre connaissance, aucun travail 

contribuant à l’explication moléculaire de cette toxicité gonadique particulière 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 à des conclusions 

non applicables à d’autres populations. De plus, la stratégie employée ne prenait pas en 

compte l’éventuelle potentialisation de deux produits. Ainsi, un doute persiste sur 

l’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 mêmes 

conclusions. Le Tableau 1 compile les classements de ces auteurs. Au regard des données 

pragmatiques exposées ci-dessus, il pourrait être discuté de rétrograder la position de 

certaines chimiothérapies comme la doxorubicine  dans un groupe à plus faible risque. 

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

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 à 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 âges à risque 

 

L’âge de la patiente au moment du traitement est un facteur pronostique déterminant. En 

effet, le risque d’atteinte gonadique augmente avec l’âge, l’impact d’une diminution du 

nombre de follicules étant sans doute plus néfaste lorsque la réserve ovarienne est déjà 

diminuée (Petrek et al., 2006). Cela est vrai pour le cancer de l’enfant où un diagnostic à un 

âge jeune (inférieur à 15 ans) améliore significativement les chances de fertilité future chez 

la fille (Green et al., 2009). De même, 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 à 25 ans (Larsen et al., 2003). Chez les femmes de 

plus de 25 ans traitées pour cancer, le taux d’aménorrhée peut atteindre 80 à 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 âgées, 

l’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 rôle dans la carcinogenèse de la tumeur concernée. Elles se sont développées ces 

dernières années au point de faire partie des standards thérapeutiques, comme l’imatinib et 

la nilotinib pour la leucémie myéloïde chronique, le rituximab pour le lymphome malin B à 

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 l’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 l’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 l’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. La radiothérapie 

 

La dose stérilisante diminue avec l’âge et avec l’association à d’autres agents 

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

L’exposition des ovaires à de hautes doses de radiation entraîne des lésions ovariennes, avec 

deux cibles : les cellules de la granulosa d’une part, entrainant une atrophie folliculaire, et 

d’autre part les artérioles ovariennes, entraînant une sclérose ovarienne (Morice et al., 

2010). C’est le cas pour les pathologies malignes hématologiques, notamment lorsque 

l’irradiation des aires ganglionnaires pelviennes est indiquée, ou lors de l’irradiation 

corporelle totale avant greffe de moëlle. 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 entraînent une insuffisance ovarienne prématurée se 

manifestant à distance du traitement, tandis que les hautes doses entraînent une 

stérilisation immédiate (Gosden et al., 1997). Les ovocytes deviennent pycnotiques 

immédiatement après l’irradiation, puis la chromatine se condense et l’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 à déterminer la dose de radiothérapie critique 

entraînant une perte de la fonction ovarienne ; une relation dose-dépendante a ici aussi été 

mise en évidence (Chiarelli et al., 1999). La dose entraînant une perte de 50 %  des follicules 

(DL50) serait inférieure à 2Gy (Wallace et al., 2003). Dans l’étude d’une large cohorte de 1 

441 femmes survivantes d’un cancer de l’enfance (Green et al., 2009), les antécédents 

d’irradiation pelviennes (utérus et ovaire) de 5 à 10 Gy étaient associés de manière 

indépendante et significative  à deux fois moins de chances d’être mère (RR 0,56, IC95% 
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0,37-0,85). Comme pour la chimiothérapie, l’âge de la patiente est un facteur pronostique 

important : chez une patiente jeune, la dose de 20 Gy entraîne une insuffisance ovarienne 

définitive, tandis qu’au-delà 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 à l’ovaire puisque les fœtus de patientes ayant préalablement été irradiées sur le 

pelvis auraient plus de fausses couches, retard de croissance, mort fœtale in utero et même 

de décès néonataux (doses supérieures à 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. L’irradiation corporelle totale est un traitement utilisé 

pour conditionnement avant greffe de moelle. L’incidence des grossesses après 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 

l’ovaire et l’utérus, une atteinte radique hypothalamo-hypophysaire peut aussi altèrer les 

chances de grossesse future (RR 0,6 IC95% 0,44-0,83) (Green et al., 2009).  

 

1.3. Pathologies à risque 

 

1.3.1. Cancers 

 

Dans le cas du cancer, en plus de l’effet délétère du traitement, la maladie peut, par elle-

même, détériorer la fertilité. Le tableau 2 récapitule les cancers dont la maladie et le 

traitement mettent la patiente à 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 âge 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 dernière 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).   

Tableau 2. Cancers à 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 à 

Cancers pédiatriques 
Cancer de l’adulte jeune 

Risque fort (>80%) Risque moyen Risque faible (<20%) 

Radiothérapie localisée au 

pelvis 

Leucémie myéloblastique 

accutisée 

Leucémie 

lymphoblastique accutisée 
Rabdomyosarcome génital 

Sarcome des tissus mous: 

grade IV (métastatique) 
Hepatoblastome Tumeur de Wilms Sarcome rétro péritonéal 

Sarcome d’Ewing 

métastatique 

Ostéosarcome 

(irradiation >24 Gy) 

Sarcome des tissus mous: 

grade I 
Tumeurs osseuses 

Maladie de Hodgkin 

traitements alkylants 

Sarcome d’Ewing non 

métastatique 

Tumeur germinale (avec 

préservation gonadique, 

sans radiothérapie) 

Cancer de l’ovaire 

Chimiothérapie pour 

greffe de moelle 

Sarcome des tissus mous: 

grade II ou III 
Rétinoblastome Cancer du sein 

Irradiation corps entier Neuroblastome 
Tumeur cérébrale 

(irradiation <24 Gy) 
Cancer du col 

 
Lymphome non-

Hodgkinien 
 Cancer rectal 

 
Maladie de Hodgkin 

traitements alternatifs 
  

 Tumeur cérébro-spinale   
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39 ans (http://info.cancerresearchuk.org/cancerstats dernière consultation le 13/05/2012). 

Aux Etats-Unis, on estime que 15 % des cas de cancer du sein se produisent avant l’âge 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 à cinq 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, à long terme, 

compromettre la qualité de vie. Avec l’augmentation de l’âge de la première grossesse dans 

les pays développés, certaines femmes ont dû 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 à 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 l’incrimination d’un 

médicament précis et les études rapportent surtout l’incidence de l’aménorrhée chimio-

induite. La fréquence de l’aménorrhée après chimiothérapie dépend du protocole utilisé 

(Minton and Munster, 2002), de l’âge de la patiente et de l’utilisation ou non du tamoxifène 

(Petrek et al., 2006). Certaines études ont d’ailleurs utilisé cet événement clinique comme 

indicateur de l’efficacité thérapeutique dans le cancer du sein (Bianco et al., 1991), bien que 

cette question reste controversée (Walshe et al., 2006). De toute façon, la survenue d’une 

grossesse après guérison d’un cancer du sein semble protectrice contre le risque de récidive 

(Kim et al., 2011). L’incidence de l’aménorrhée chimio-induite rapportée dans la littérature 

est comprise entre 0 et 96 % pour les protocoles basés sur les anthracyclines, 42,2 à 71 % 

pour le protocole cyclophosphamide, méthotrexate, 5-fluoro-uracile (CMF) et 50 à 77 % pour 

le protocole cyclophosphamide, épirubicine, 5-fluoro-uracile (CEF) (Sonmezer and Oktay, 

2006). Les taxanes, qui ont été récemment ajoutés à 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 l’aménorrhée chimio-induite (Yu et al., 2010). 
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Le pronostic en terme de fertilité est donc difficile à établir. En effet, ce cancer survient le 

plus souvent à l’âge où la réserve ovarienne altérée rend déjà la fertilité incertaine. De plus, 

il apparaît 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-même altérer la 

fertilité. Enfin, le pronostic de fertilité est souvent surestimé, en réduisant son évaluation au 

retour des règles (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 l’utérus est le deuxième 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 

l’utérus (Waggoner, 2003). La moitié d’entre elles ont moins de 35 ans. Au Royaume Uni, 

avec 700 cas par an, c’est même le premier cancer diagnostiqué chez la femme de moins de 

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

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

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

thematiques/Maladies-chroniques-et-traumatismes/Cancers dernière consultation 

13/05/2012). Grâce au dépistage et bientôt, sans doute aussi, grâce à 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, l’un entre 30 et 34 ans, et l’autre, à 75 ans 

(http://info.cancerresearchuk.org/cancerstats dernière 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 Ia (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 cœlioscopique peuvent être 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 à haut risque d’accouchement prématuré (Roy and Plante, 1998). Les 

patientes aux stades plus avancés et celles à 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 façon 

indiquée dans ces cas (Waggoner, 2003). Nous ne parlerons pas ici de la possibilité des 

mères 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 être recueilli pour cryoconservation lors de la chirurgie carcinologique 

initiale. Cependant, il peut exister un risque de métastase ovarienne. Le type histologique 

épidermoïde, le plus fréquent, ne métastase que rarement à l’ovaire, alors que 

l'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 l’effet 

de l’irradiation sur l’utérus. Il en est de même pour toute patiente recevant de la 

radiothérapie pelvienne, par exemple pour le cancer du rectum, le cancer avancé du corps 

de l’utérus, l’ostéosarcome et les tumeurs de la moelle épinière. 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 

âge 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 l’endomètre 

 

Peu de cancers de l’endomètre sont diagnostiqués chez des femmes en âge 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 même pour l’hyperplasie atypique de 

l’endomètre. 

Chez les femmes en âge de procréer porteuses d’un adénocarcinome ou d’une hyperplasie 

atypique de l’endomètre, la prise en charge classique repose sur l'hystérectomie totale avec 

annexectomie bilatérale. Si la patiente souhaite une grossesse, le principe d’un traitement 

conservateur peut néanmoins être considéré. Il repose sur un traitement anti-gonadotrope 

(progestatifs ± analogues de la GnRH) pendant 3 à 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 l’objet d’une revue de la littérature (Koskas et 

al., 2012), 311 patientes étaient porteuses d’un adénocarcinome endométrioïde 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 lésion d’hyperplasie atypique ou 

d’adénocarcinome a été mise en évidence. Elles avaient en moyenne 31,2 ans, étaient 

obèses 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 lésion 

régresser sous traitement, mais 29% ont récidivé à l’arrêt de celui-ci. Les patientes porteuses 

d’hyperplasie atypique ont vu leur lésion régresser sous traitement pour 91% d’entre elles, 

mais 21% ont récidivé à l’arrêt de celui-ci. Une hystérectomie a été finalement réalisée dans 

42,4% des cas : dans 37,1% des pièces d’hystérectomies, la lésion semblait avoir évolué mais 

elle ne dépassait le stade utérin strict que dans 8,9% des cas. Cependant, deux décès 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 après Assistance Médicale à la Procréation (54%). 

Il paraît 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 endométrioïde), après stadification cœlioscopique. Le 

contrôle se fera à 3 mois par hystéroscopie diagnostique associée à une biopsie 

d’endomètre. On proposera l’hystérectomie après la grossesse (Jadoul and Donnez, 2003, 

Wang et al., 2002) ou en cas de progression de la maladie. La conservation de tissu ovarien 

paraît peu utile ici. Il paraît en effet peu probable que ces fragments ovariens à haut risque 

de métastase puissent un jour bénéficier à une patiente déjà âgée, pour être utilisés afin de 

générer des embryons et permettre une gestation pour autrui.  

 

1.3.1.4. Etats précancéreux et cancer de l’ovaire 

 

Comme pour le cancer du col, le problème du cancer de l’ovaire est avant tout celui de la 

possibilité du traitement conservateur. En France, 621 cancers de l’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 requièrent 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 à base de cisplatine et/ou carboplatine ou cyclophosphamide. Les données 

disponibles montrent une fertilité conservée après 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 être 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, où seule une patiente a présenté une 

aménorrhée chimio-induite parmi les patientes pubères (Zanetta et al., 2001). Les multiples 

protocoles de chimiothérapie, la variabité de la gravité de l’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 l’ovaire surviennent chez la femme en âge 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 l’ovaire et ce, jusqu’aux 

stades II et III (Camatte et al., 2002, Morice et al., 2001). Pour le cancer épithélial de l’ovaire, 

le traitement chirurgical conservateur se discute dorénavant pour les stades Ia ± jusqu’à Ic, 

de bas grade, non à cellules claires (Borgfeldt et al., 2007, Farthing, 2006, Kesic, 2008). La 

chimiothérapie, à base de sels de platine, est recommandée à 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 l’ovaire. 

Dans la publication de Schilder et al., 20 patientes ont reçu de la chimiothérapie, et le taux 

de conception ultérieur est de 71 % (Schilder et al., 2002). Une étude française 

multicentrique a évalué la pertinence du traitement conservateur et rapporte dix grossesses 

pour 34 patientes (Morice et al., 2005). Enfin, très récemment, Park et al. ont suivi 62 

femmes ayant eu un traitement conservateur pour tumeur de l’ovaire, essentiellement des 

stades Ia à Ic, parmi lesquelles 48 ont reçu de la chimiothérapie (Park et al., 2008). Toutes les 

patientes ont recouvré des cycles et 15/19 patientes souhaitant une grossesse ont pu être 

enceintes. Donc, la tendance est à la sauvegarde de la fertilité dans les formes limitées ou à 

malignités atténuées des tumeurs épithéliales de l’ovaire (Koutlaki et al., 2011). Le 

retentissement de ces tumeurs sur la réserve ovarienne reste encore incertain. Il paraît donc 

licite, à l’occasion d’une chirurgie d’exérèse difficile nécessitant l’ovariectomie, de 

sauvegarder du tissu ovarien sain emporté par l’ovariectomie. Une équipe française a ainsi 

rapporté son expérience de 23 tentatives de cryoconservations ovariennes en cas de 

suspicion de tumeur à malignité atténuée, ayant permis une cryoconservation ovarienne 

chez 9 patientes. Le prélèvement n’a pas pu être 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 prélèvement 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 être envisageable sous stricte 

surveillance, à moins que les progrès scientifiques la rendent superflue pour le 

rétablissement de la fertilité. Cette attitude élégante est donc à recommander. 
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En présence de la mutation BRCA-1, le risque cumulatif de développer un jour  un cancer de 

l’ovaire est d’environ 60%, tandis qu’il est de 10 à 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 à 90%. Même si le risque de cancer péritonéal ne peut être complètement 

écarté en cas de portage de ces mutations, une ovariectomie prophylactique est 

recommandée une fois le projet de grossesse accompli ou vers 35 à 40 ans, afin de diminuer 

les risques de cancer du sein et de l’ovaire (Kauff and Barakat, 2007). La cryoconservation de 

fragments de cortex ovarien peut être proposée à ces patientes pour sauvegarder leur 

fertilité. Cependant, la fréquence des cancers infra-cliniques détectés lors des examens 

anatomopathologiques des pièces d’ovariectomie atteignent 2 à 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 l’amélioration des techniques in vitro permettant peut-être 

dans l’avenir une folliculogènèse extracorporelle. Enfin, certains prévoient de se débarrasser 

du stroma ovarien pour pratiquer l’autogreffe de follicules isolés. Même 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 l’avenir, de prélever ces tissus. 

 

1.3.1.5. Cancers hématologiques 

 

Dans certaines hémopathies malignes, comme les lymphomes malins et les leucémies 

aiguës, l’onco-fertilité prend tout son sens. En effet, ces maladies touchent volontiers 

l’enfant et l’adulte jeune. Elles sont traitées presque exclusivement par radio-

chimiothérapie, à des doses où 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 même, 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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aiguës 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 à 

la fertilité féminine. Les protocoles les plus utilisés sont CHOP (doxorubicine, bléomycine, 

vinblastine et prédnisone) et CHOP 21 (cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine, 

prédnisone). Ils sont connus pour ne pas entraîner 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 conçu 

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, où les taux de 

survie à cinq ans après 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 à long terme de dix ans a été réalisé auprès 

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 âge de procréer, 

33 % ont présenté une aménorrhée transitoire pendant ou après le traitement, aucune n’a 

présenté d’aménorrhée permanente. Dix de ces patientes ont pu être enceintes, pour un 

total de 18 grossesses. Les auteurs concluent à une innocuité ovarienne de l’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, âgées de moins de 40 ans au moment du 

diagnostic (Behringer et al., 2005). Les taux d’aménorrhée dépendent de l’âge de la patiente, 

avec un taux plus important si l’âge est supérieur à 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 délétère. 

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 matière de fertilité (Clark et al., 1995), même 

lorsqu’ils sont pratiqués chez l’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 âgées, plusieurs études rapportent un risque très 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 être 

envisagées dans ce cas. 

 

1.3.1.6. Ostéosarcomes 

 

Dans le traitement de l’ostéosarcome, des protocoles à 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 l’obtention de grossesses à l’issue du 

traitement (Hosalkar et al., 2004). Le suivi à plus de dix ans de 54 femmes traitées pour 

ostéosarcome, dont 26 patientes post-pubères, 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 mêmes 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 à la greffe de moelle 

osseuse (Sonmezer and Oktay, 2004). Au même 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, l’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 être isolé des pièces d’ablation d’endométriome volumineux. 

Cryoconserver ces fragments permettra leur éventuelle utilisation, notamment dans les cas 

de récidives et/ou d’atteintes bilatérales dont l’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 âge de procréer. Or, les 

formes sévères de ces pathologies non cancéreuses sont souvent traitées par des agents 

cytotoxiques (Alkylants), à des doses moins fortes mais plus prolongées que celles utilisées 

dans le cancer. C’est notamment le cas de la forme cortico-résistante de la 

glomérulonéphrite du lupus érythémateux disséminé, de la maladie de Behcet, des maladies  

inflammatoires de l’intestin 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/m2, tandis qu’elles 
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seront 90% pour une dose de 12g/m2 (Ioannidis 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 être envisagée pour 

sauvegarder la fertilité de ces patientes, même si, en terme d’infertilité, il est difficile de 

faire la part des choses entre les causes iatrogènes 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, 

que 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 à 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’être 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 

l’ovulation et conserver les ovocytes ou les embryons, ou si la patiente est trop jeune pour 

être stimulée, la conservation de tissu ovarien peut être une altérative très utile. 

 

1.3.2.4. Maladies génétiques ou chromosomiques altérant l’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 à cet âge. Les risques semblent très 

faibles, tant sur le risque futur de gonadoblastome, celui-ci n’atteignant que les rares formes 

de Turner avec mosaïcisme Y (Hovatta, 2003), que sur l’ 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 âges de 

17 et 28 ans, respectivement. Une mosaïque 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 grâce à elles (El-

Shawarby et al., 2010, Kavoussi et al., 2008). Néanmoins, la sauvegarde de la fertilité se 

justifie dans ces cas, même si un suivi rapproché en milieu spécialisé devra être 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 à la mutation du gène 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 entraîne 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 

l’atteinte gonadique persiste habituellement (Rubio-Gozalbo et al., 2010) et aboutit à une 

extinction ovarienne précoce chez la fille ou la jeune femme dans 67 à 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 conçu spontanément et accouché à 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 apparaît cependant justifiée, même si le 

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

 

1.3.2.4.3. Extinctions ovariennes précoces familiales 

 

Les formes familiales représentent 13% des causes de l’extinction ovarienne précoce (van 

Kasteren et al., 1999). Les mutations des gènes FMR1, FOXL2 et celles des récepteurs de la 

FSH et LH sont associées à 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 espèces menacées 

 

Outre la préservation de la fertilité des patientes devant être soumises à un traitement 

stérilisant, ces techniques intéressent beaucoup les naturalistes qui y voient un moyen de 

préservation d’espèces 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 à 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-müllérienne (AMH). 

 

1.4.1. Compte folliculaire antral 

 

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

aisément visibles par échographie vaginale (Gougeon, 1996, Ruess et al., 1996). Leur 
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quantité semble être directement corrélée au nombre de follicules aptes à répondre à la FSH 

lors de la stimulation ovarienne et est inversement corrélée à l’âge 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 l’hormone antimüllérienne 

 

Les premières démonstrations de l’intérêt clinique de l’hormone antimüllérienne (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 

qu’après la mise au point d’une technique de dosage Elisa ultrasensible (Long et al., 2000), 

les taux d’AMH étant très 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 manière 

longitudinale, une cohorte de 41 femmes normo-ovulantes pour étudier les variations des 

marqueurs hormonaux (AMH, FSH, estradiol et inhibine B) et des paramètres 

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 à 2,6 ± 1,8 ans d’intervalle, contrastant avec la stabilité des autres 

marqueurs analysés. Dans le même temps, Seifer et al. et van Rooij et al. ont montré qu’il 

existe une corrélation entre les concentrations sanguines d’AMH et l’intensité de la réponse 

ovarienne à 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 à 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 l’AMH comme un 

marqueur particulièrement pertinent. La première 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’à une taille comprise entre 2 et 4mm (Weenen et al., 2004), soit un 

nombre de follicules plus important que ceux qui produisent de l’inhibine B. La deuxième 

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 troisième jour du cycle ne sont pas soumises aux variations 

inter cycliques, ni intra cycliques, observées avec l’estradiol, l’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 à celle du compte folliculaire antral (van Rooij et al., 2002). Cette 

équipe a également mis en évidence que l’AMH est un marqueur fiable de l’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 l’âge de survenue de la ménopause 

(Sowers et al., 2008, van Disseldorp et al., 2008). Enfin, chez des femmes ayant reçu une 

chimiothérapie pendant l’enfance, l’AMH, en association avec la mesure du volume ovarien, 

présente une excellente sensibilité pour détecter l’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 à l’évaluation hormonale et/ou échographique 

de la fonction ovarienne après 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 cinq autres présentaient un 

effondrement de l’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 

après chimiothérapie chutent de façon plus constante et rapide que les taux d’œstradiol 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 

que des dégâts ovariens liés aux chimiothérapies sont possibles même 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 l’enfance a mis en 

évidence une bonne sensibilité de l’AMH pour détecter ces altérations, notamment en 

comparaison à 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 reçu 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 être 

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 l’avenir, l’étude de marqueurs de susceptibilité individuelle pourrait nous aider pour 

conseiller chaque patiente de manière plus personnalisée. Il a ainsi été rapporté que les 

patientes présentant certains génotypes de l’enzyme cytochrome p450c seraient plus 

susceptibles de développer une insuffisance ovarienne précoce (Singh et al., 2007, Takada et 

al., 2004). Les puces à ADN pourraient permettre de détecter des profils de patientes plus ou 

moins à 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 âge de procréer, deux ans après le diagnostic et le traitement. Une infertilité 

chimio-induite était rapportée chez 37% de ces femmes, associée à 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 âgée et que le traitement ne comportait pas 

d’hormonothérapie. Dans une étude précédente sur 166 patientes traitées pour cancer du 

sein, l’âge 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, l’âge, les ressources financières, l’orientation sexuelle et l’infection par le virus de 

l’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 l’American Society of Clinical 

Oncology (ASCO) sur la sauvegarde de la fertilité (Lee et al., 2006), Köhler 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 régulièrement (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 très motivés pour participer à 

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 progrès restent donc à faire pour que l’oncofertilité passe des paroles aux actes. C’est 

bien contre l’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, l’évocation du risque d’infertilité 

doit faire partie de l’information éclairée de la patiente. Les stratégies possibles pour 

protéger la fonction ovarienne doivent être abordées. On peut considérer, d’une part, des 

mesures pour minimiser les effets toxiques du traitement et, d’autre part, des techniques 

issues de l’assistance médicale à la procréation (AMP) consistant à préserver des embryons, 

des gamètes ou du parenchyme ovarien. C’est un domaine en évolution, un challenge pour 

les années à venir. L’ASCO a proposé ses recommandations en 2006 (Lee et al., 2006). Il faut 

souligner le caractère multidisciplinaire de la décision qui doit être 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 l’implication du laboratoire d’AMP et d’une équipe chirurgicale si le prélèvement 

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 système biologique jusqu’à celle de 

l’azote liquide (- 196°C), le « cours du temps biologique » est suspendu : le métabolisme 

cellulaire est figé, permettant de conserver un organisme vivant très longtemps à de très 

basses températures. Il faut cependant éviter les lésions dues au froid. Pour atteindre ces 

très basses températures, le passage entre 0°C à -130°C est une étape critique, car 

extrêmement dangereuse pour les cellules tant au refroidissement qu’au réchauffement 

(Baudot and Boutron, 1998, Isachenko et al., 2003). Les systèmes biologiques sont composés 

en moyenne de 60 à 80% d’eau. Le phénomène de cristallisation de l’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 lésions 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, l’obstacle principal à 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 délétères 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, l’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, à 

mesure qu’il pénètre dans la cellule, il remplace l’eau intracellulaire et solvate les 

macromolécules. 

Les cryoprotecteurs intracellulaires sont des substances organiques très solubles et de petit 

poids moléculaire. En pénétrant à l’intérieur des cellules, ces cryoprotecteurs augmentent la 

concentration des solutés intracellulaires afin de diminuer la formation de cristaux de glace à 

l’intérieur de la cellule. Les cryoprotecteurs les plus utilisés en biologie de la reproduction 

sont : 

 Le diméthyl sulfoxide (DMSO) : c’est un solvant des corps gras de faible poids 

moléculaire. Il traverse donc rapidement les membranes cellulaires.  

 Le 1,2 propanediol ou propylène glycol (PROH) : c’est un dialcool pénétrant 

rapidement à travers les membranes cellulaires. Il est d’une grande stabilité à l’état 

amorphe. 

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

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

en fixant l’eau et en augmentant la résistance des membranes à la congélation. 
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1.5.3.1.2. Les cryoprotecteurs extracellulaires 

 

Ce sont des sucres ou des polymères de haut poids moléculaire. Ils ne pénètrent pas dans les 

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

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

l’augmentation de la concentration intracellulaire qui en résulte vise à empêcher la 

formation de glace dans les cellules. 

 Les sucres de haut poids moléculaire comme les disaccharides (ex : sucrose, 

tréhalose) améliorent la déshydratation cellulaire en entraînant 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. Ils protégeraient également les ovocytes et les embryons de façon 

mécanique au cours de la congélation en les entourant d’une capsule visqueuse qui 

empêcherait la formation de cristaux. 

 Les polymères les plus utilisés sont le polyvinylpyrrolidone (PVP), le polyéthylène 

glycol (PEG), le ficoll et le dextran (Kuleshova et al., 2001). 

 Par analogie aux protéines antigel synthétisées par certaines espèces animales 

supportant les grands froids, plusieurs équipes étudient actuellement l’utilisation de 

protéines de nucléation et de protéines antigel de synthèse (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 l’extension. 

 

1.5.3.2. Les techniques de cryoconservation 

 

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

extracellulaire et soustrait progressivement de l’eau libre au milieu, le rendant 

hypertonique. Les phénomènes osmotiques conduisent à une souffrance cellulaire, soit par 

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

vitesse du phénomène. 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 

système atteint la température de transition vitreuse, à laquelle la viscosité des liquides ne 

permet plus les déplacements des molécules d’eau vers les cristaux de glace. 

Maîtriser 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 à 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 homogène 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 modèles empiriques. 

 

1.5.3.2.1. La congélation lente 

 

La congélation lente consiste à contrôler la cristallisation extracellulaire afin d’arriver à la 

température de transition vitreuse avec le meilleur compromis entre déshydratation 

cellulaire et lésion membranaire. Le cryoprotecteur, utilisé à dose modérée, agirait en 

prenant la place de l’eau intracellulaire afin de limiter les lésions dues à la déshydratation, 

de réduire le volume cellulaire, de stabiliser les membranes et de limiter la cristallisation 

intracellulaire. Les vitesses de descente en température doivent être contrôlées. Les 

protocoles de congélation lente se font en plusieurs étapes : 

 La première étape concerne le refroidissement en phase liquide. La température 

s’abaisse lentement (-2°C/min.) jusqu’à la température de surfusion. Puis, la 

cristallisation doit se faire de façon contrôlée. En effet, la cristallisation extra- puis 

intracellulaire doit être 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 à 

faire remonter la température du système. 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. 

 La deuxième étape est une phase de congélation lente (-0,3°C/min.) qui permet 

d’accroître la déshydratation cellulaire en refroidissant jusqu’à -35°C. La membrane 

cellulaire devient alors imperméable. 

 Enfin, la dernière étape est une phase de refroidissement en phase solide à des 

vitesses élevées, jusqu’à la température de -150°C où la structure cristalline est 

stable. Les échantillons peuvent alors directement être plongés dans l’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 à prendre de vitesse la formation de cristaux de glace 

au profit d’un état vitreux amorphe, extrêmement 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 à la température dite de 

transition vitreuse. Pour l’eau pure, la température de transition vitreuse est proche de -

140°C. 

Le cryoprotecteur est alors utilisé à forte concentration (6 à 9 M) afin d’augmenter la 

viscosité des milieux biologiques. Cela rend l’état vitreux plus accessible par abaissement de 

la vitesse critique de refroidissement au delà de laquelle la formation de glace n’est plus 

cinétiquement possible (Karlsson and Toner, 1996). De plus, le cryoprotecteur stabilise l’état 

vitreux en permettant d’obtenir un état hyper visqueux lors de la plongée dans l’azote 

liquide. En pratique, une fois exposés aux cryoprotecteurs, les échantillons sont immergés 

brutalement dans l’azote liquide. La température de transition vitreuse des solutions 

cryoprotectrices s’élève au fur et à 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 délétères aux systèmes 

cellulaires hétérogènes (Kuleshova and Lopata, 2002). Cependant, la vitrification est une 

technique très difficile à réaliser concrètement, 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 entraînant une toxicité gonadique 

moindre, pour une efficacité carcinologique équivalente, dans une optique de désescalade 

thérapeutique. C’est le cas, par exemple, de l’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 être développés. Nous avons souligné l’inadéquation entre l’existence de cycles 

menstruels et l’évaluation de la fertilité. Pour cette même raison, il est recommandé aux 

patientes qui sont normalement réglées à 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 à un an en raison de la toxicité possible des 

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

De même, 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 l’animal suggèrent que le blocage de l’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 l’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 à un effet protecteur des analogues de la GnRH (OR 10,57 IC95% 5,22-21,39). 

Cependant, en ne considérant que les études randomisées, l’effet des analogues de la GnRH 

n’était plus significatif (OR 5,76 IC95% 0,47-71,03) et l’effet global observé était en grande 

partie dû aux études non randomisées (OR 13,00 IC95% 7,37-22,92).  

Depuis de nouvelles études randomisées ont été publiées. Le tableau 3 résume l’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 à un effet protecteur des analogues de la GnRH en ce qui concerne la 

reprise des règles après chimiothérapie. L’aménorrhée étant un marqueur d’atteinte 

ovarienne sévère, il est plausible que le blocage ovarien protège d’une stérilité chimio-

induite. Cependant, il n’existe pas encore d’étude randomisée pour qu’on puisse l’affirmer. 

Les résultats définitifs de l’étude Prospective Randomisée OPTION ne sont pas publiés, ceux 

présentés dans le tableau 3 étant des résultats partiels présentés au 46ème congrès annuel de 

l’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 l’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’arrêt de sécrétion de FSH, qui pourrait 

maintenir les follicules primordiaux dans l’état quiescent, moins accessibles à la toxicité 

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

D’autres incriminent l’activation directe du récepteur ovarien à la GnRH, celle-ci pouvant 

favoriser l’expression d’agents anti-apoptotiques comme la sphingoisine-I-Phosphate, 

inhiber la voie c-Abl–TAp63 de l’apoptose ou protéger les cellules souches indifférenciées de 

l’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 œstrogènes. 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 l’exposition aux antagonistes de la 

GnRH conduisait à une déplétion folliculaire, même sans cyclophosphamide (Danforth et al., 

2005). Il semble que les inhibiteurs du récepteur de la GnRH pourraient avoir un intérêt, 

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 tamoxifène sont peu nombreux. En cure 

courte, le tamoxifène n’a pas altéré la réserve ovarienne dans un modèle de cancérogènèse 

de l’ovaire induit par DMBA (Ting et al., 2008) ou dans un modèle de cancer du sein (Kossoy 

et al., 2005) chez le rat. En traitement chronique, le tamoxifene semble délétère sur la 

reprise des règles après 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 l’âge, l’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 

que faire ce peut les ovaires du site d’irradiation, par une ovariopexie, c’est-à-dire une 

transposition chirurgicale des ovaires hors du champ d’irradiation (Arnon et al., 2001). Pour 

qu’elle soit possible, le risque de métastase ovarienne doit être 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 (épidermoïde) du col de l’utérus et les sarcomes pelviens. La 

première 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 l’ovaire dans les gouttières pariéto-

coliques par cœlioscopie. Les éventuelles complications sont les métastases ovariennes et, 

rarement, le kyste sur ovaire transposé. Le repositionnement ultérieur ne semble même pas 

systématiquement nécessaire en cas de positionnement derrière l’utérus par exemple et la 

technique a montré son efficacité (Terenziani et al., 2009). En 1998, l’équipe de l’Institut 

Gustave Roussy a rapporté la préservation de fonction ovarienne après radiothérapie 

pelvienne chez 79% des 22 patientes avec transposition ovarienne bilatérale (Morice et al., 

1998). Une nouvelle série a été publiée par la même équipe sur 104 patientes après 

ovariopexie bilatérale pour cancer du col : sans radiothérapie, la fonction ovarienne 

endocrine était toujours conservée tandis qu’elle l’était dans 90% en cas après curiethérapie 

et dans 60% après radiothérapie externe (Morice et al., 2000). La littérature rapporte des 

taux de protection ovarienne variant de 16 à 90% (Sonmezer and Oktay, 2004).  Ces résultats 

mitigés ont conduit certains auteurs à proposer une attitude mixte, en réalisant l’ovariopéxie 

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

 

1.5.5.2. Cryoconservation embryonnaire après fécondation in vitro 
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Au cours de la phase folliculaire d’un cycle spontané, les phénomènes de dominance 

conduisent à ce qu’un seul follicule de la cohorte atteigne le stade préovulatoire et produise 

un ovocyte mature susceptible d’être fécondé après ovulation. Les autres follicules recrutés 

subissent l’atrésie. Le principe de la stimulation hormonale pour FIV est de mettre en échec 

les phénomènes de dominance folliculaire afin de recueillir plusieurs ovocytes matures 

susceptibles d’être 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 l’idée d’une fécondation in 

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

En effet, la première grossesse après cryoconservation d’embryon date de 1983 (Trounson 

and Mohr, 1983) tandis que la première 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 à des chances de grossesse de l’ordre de 19,1 % par transfert (Andersen 

et al., 2008). L’apparition récente de la vitrification pourrait encore améliorer ces résultats, 

même si la marge de progression est faible (25% de grossesses après 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 à 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 

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

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

être compatible avec l’urgence du traitement. Enfin, la stimulation ovarienne contrôlée 
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(COH) entraîne des taux d’œstradiol supra-physiologiques, potentiellement délétères 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 règles 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 après la chirurgie du sein ne 

retarde pas la poursuite du traitement par chimiothérapie (Madrigrano et al., 2007). Il 

semble en être de même 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 

dès les premières cures de chimiothérapie (Dolmans et al., 2005). Pour palier ce problème, 

certaines équipes ont proposé de déclencher artificiellement les règles quel que soit le 

moment du cycle, à l’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, à 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 paramètres de stimulation comme les taux de maturation et de fécondation étaient 

comparables à ceux obtenus en protocole antagoniste classique ; cependant, les données 

étaient trop limitées pour conclure (von Wolff et al., 2009). Il n’y a pas, à 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 à un traitement gonadotoxique (Hirshfeld-Cytron et al., 

2011). Après stimulation ovarienne (1), les ovocytes sont prélevés (2). Si la patiente n’a pas de partenaire stable, une 

cryoconservation ovocytaire peut être 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 sûre 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-à-dire par AMP.  
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1.5.5.2.2. Les cycles de stimulation sans hyper-œstrogènie 

 

Pour les patientes présentant un cancer du sein, il convient d’éviter l’hyper-œstrogènémie 

associée aux techniques classiques de stimulation ovarienne pour fécondation in vitro. La 

fécondation in vitro en cycle naturel pourrait être une solution (Basille et al., 2007, Castelo-

Branco et al., 2004). Elle évite, en effet, la stimulation par les gonadotrophines et les taux 

d’œstradiol 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 l’obtention d’au 

moins un embryon transférable, aboutissant à 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 à 370 cycles stimulés (Phillips et al., 2007). Chez les femmes de moins de 34 

ans, 3 à 6 cycles semi-naturels auraient été nécessaires pour obtenir les mêmes résultats 

qu’un cycle stimulé. Au delà de 34 ans, il aurait fallu plus de 10 cycles semi-naturels… Le 

traitement du cancer restant relativement urgent, le nombre de cycles à réaliser pour 

sauvegarder la fertilité semble peu compatible avec l’utilisation du cycle semi-naturel en 

oncofertilité.  

D’autres types de stimulation ont été proposés, associant des anti-œstrogènes aux 

gonadotrophines, dans le but de diminuer la concentration et/ou les effets de l’œstradiol 

produit lors de l’hyperstimulation ovarienne pour FIV (figure 2). 

Le tamoxifène (inhibiteur sélectif du récepteur de l’œstradiol) mais surtout le létrozole 

(inhibiteur de l’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 tératogène du létrozole sur 

l’appareil locomoteur et le cœur fœtal, suite à son utilisation en stimulation ovarienne, 

freinant durablement son utilisation en oncofertilité en France. 
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 A notre connaissance, cette observation d’effet tératogène, présentée au congrès de 

l’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 à une publication 

rassurante sur l’utilisation de létrozole en stimulation de l’ovulation (Mitwally et al., 2005). 

Des revues récentes de la littérature ont montré les potentialités du Létrozole en induction 

de l’ovulation (Requena et al., 2008) ou en cycle de FIV (Papanikolaou et al., 2011), sans 

rapporter d’effet tératogène particulier, malgré une littérature abondante et de nombreuses 

grossesses. Les données sur les enfants nés après traitement par létrozole sont rassurantes 

(Elizur and Tulandi, 2008). Dans sa mise en garde, l’Afssaps rappelait aussi, avec justesse, 

que l’AMM de ce produit ne concernait que des patientes ménopausées et qu’il était 

contrindiqué chez la femme non ménopausée. L’oncofertilité doit être 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 l’utilisation du produit dans ce cadre. 

En comparant 47 FIV selon le protocole létrozole pour cancer du sein à 56 FIV classiques 

pour infertilité tubaire appariées sur l’âge, Oktay et al. ont démontré que ce protocole 

permettait d’obtenir le même nombre d’embryons pour une œstradiolémie 

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 

diamètre comme matures contre 17-18 mm dans le protocole classique. La même équipe a 

publié les derniers résultats de ce protocole sur 79 patientes porteuses d’un cancer du sein, 

comparées à 136 patientes ayant un cancer du sein mais pas de stimulation ovarienne (Azim 

et al., 2008). L’hyper-œstradiolémie maximum était de 1166pg/ml. En moyenne, 6 ovocytes 

ou embryons par patientes ont pu être 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 l’adaptation de ce protocole pour la FIV d’urgence avec des 

résultats encourageants sur 3 patientes (Sonmezer et al., 2011).  Reste néanmoins à montrer 

l’avantage réel de ce protocole par rapport aux protocoles de FIV classiques. En effet, la 

grossesse augmente, elle aussi, l’œstradiolémie, et dans des proportions plus importantes 
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encore que la stimulation ovarienne. Pourtant, les récidives après grossesse sont moins 

importantes que dans le cas où la patiente n’a pas été enceinte suite à son cancer (Kim et al., 

2011). L’hyper-œstradiolémie est-elle véritablement si délétère sur la récidive du cancer du 

sein ? 

 

1.5.5.2.3. Maturation In 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’œstradiol supra physiologiques et font courir le risque du 

syndrome d’hyperstimulation ovarienne, complication purement iatrogène aux 

conséquences potentiellement graves. Récemment, la maturation d'ovocytes in vitro (MIV) a 

été proposée comme nouvelle alternative à 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 même équipe a rapporté la première fécondation 

d’ovocyte humain après maturation in vitro (Edwards et al., 1969). En 1991, Cha et al. ont 

rapporté la première naissance après maturation in vitro d’ovocytes ponctionnés pour un 

don d’ovocytes à 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 après MIV (Chian et al., 2004). Leur état 

néonatal était rassurant, seul leur poids était trouvé légèrement supérieur à ceux de la 

population générale (Chian et al., 2009). Le risque de syndrome d’hyperstimulation 

ovarienne est nul, ce qui est significativement inférieur à celui d’une FIV classique (Child et 

al., 2002). L’œstradiolémie est physiologique. Le recueil d’ovocytes peut avoir lieu à tout 

moment du cycle menstruel (figure 2), sans perte de chance (Demirtas et al., 2008, Maman 

et al., 2011). La maturation in vitro possède donc des atouts pour la sauvegarde de la fertilité 

chez les femmes devant recevoir rapidement un traitement gonadotoxique. 

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

généralement 2 à 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 après maturation in vitro des ovocytes (de 26,5% 

à 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 même 

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 même temps 

que le prélèvement 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 même décrit 

le recueil des ovocytes immatures après 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 à 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 très inférieurs à 

ceux de la FIV. Il faut donc adjoindre à 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 première grossesse obtenue après cryoconservation d’ovocyte date de 1986 (Chen, 

1986). La première grossesse après 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 être pubère et pouvoir supporter un cycle de stimulation 

ovarienne, impliquant des contraintes de temps (minimum 15 jours) et des effets 

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

 

L’ovocyte mature (en métaphase II 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, très fragile et très différenciée. Sa cryoconservation est difficile du fait de l’extrême 

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 être à l’origine d’un risque d’aneuploïdie (Mandelbaum et al., 2004). 

De plus, cette technique entraîne la formation de cristaux susceptibles de léser 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 spermatozoïde et d’éclosion du 

blastocyste, ce qui nécessite souvent le recours à l’ICSI. Ceci explique probablement les taux 

très faibles de grossesse après 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 guère enthousiasmants avec un taux de 1,9% naissance vivante 

par ovocyte congelé. En ne considérant que les ovocytes ayant résisté à la décongélation, 3,4 

% ovocytes micro-injectés aboutissaient à une naissance vivante. Enfin, quand des embryons 

se développaient, 21,6 % des transferts (2,6 embryons par transfert) aboutissaient à 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 à la FIV 

après congélation lente des ovocytes (Oktay et al., 2006). 

La vitrification consiste à exposer pour de courtes durées les ovocytes à des concentrations 

élevées de cryoprotecteurs différents et à les refroidir ultra rapidement, ce qui éviter la 

formation de glace (Fabbri et al., 1998). La première naissance après vitrification ovocytaire 

a été rapportée par Kuleshova et al. en 1999 (Kuleshova et al., 1999). Cette technique 

empêche l’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 à 65% des cas en congélation lente (Cao et al., 2009, Chian et al., 2009). Les taux de 

naissances après vitrification d’ovocytes matures sont de l’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 l’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 à travers le monde, plus de 1000 enfant sont 

nés après congélation d’ovocytes matures (532 après congélation ovocytaire lente, 392 

après 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 l’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 à la congélation lente. Dans deux études, la survie d’ovocytes congelés 

au stade vésicule germinative était supérieure à celle obtenu après 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 méiotique et d’anomalies 

chromosomiques. Par ailleurs, Toth et al. ont comparé la maturation in vitro d’ovocytes 

immatures congelés à 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 à 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 à des ovocytes matures congelés (Goud et al., 2000). Reste qu’avec les 13 à 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) à 

l’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%) après maturation in 

vitro d’ovocytes vitrifiés n’étaient pas différents des témoins. Ces ovocytes ont conduit à une 

grossesse biochimique (Wu et al., 2001). Les études ne permettent donc pas encore de 

répondre. Bien que la tendance nous incite à vitrifier les ovocytes immatures, ce point est 

encore très discuté (Cao and Chian, 2009). Néanmoins, la conservation de 4 ovocytes 

immatures à des fins de sauvegarde de la fertilité avant greffe de moelle osseuse n’a pas 

permis d’atteindre cet objectif, nécessitant le recours à la greffe de fragments ovariens 

(Revel et al., 2011). Cela souligne encore le fait que cette technique ne peut être considérée 

que comme appoint d’une procédure plus performante. 

 

1.5.5.3.3. Conservation d’ovocytes immatures en oncofertilité 

 

Bien que cette stratégie soit encore très récente, certaines équipes ont déjà publié leur 

série, permettant la sauvegarde de la fertilité chez les patientes atteintes du cancer. Cette 

approche permet des succès 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 prélèvement 

de tissu ovarien, seule une patiente sur deux a pu vitrifier au moins un ovocyte suite à 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 à l’aide de ces ovocytes. Il convient donc, là 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 pubères pouvant supporter les contraintes de la stimulation 

(Ata et al., 2010, Noyes et al., 2010, Noyes et al., 2009). Cependant, à ce jour, peu d’auteurs 

ont rapporté l’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, 

après 10 ± 0,3 jours de stimulation ovarienne selon divers protocoles (Noyes et al., 2010). 

Comparées à des patientes non cancéreuses, l’œstradiolémie basale était plus élevée, le 

temps de stimulation était plus long, plus de gonadotrophines étaient nécessaires pour une 

œstradiolémie au déclenchement plus faible, ces différences étant statistiquement 

significatives. Ces résultats suggèrent 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 troisième étude avec 28 patientes cancéreuses et 135 

témoins appariées sur l’âge 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 là 

encore, une moins bonne réponse ovarienne chez ces patientes. A ce jour, seule une 

naissance (gémellaire) a été rapportée après cryoconservation d’ovocytes (congélation 

lente) pour sauvegarde de la fertilité chez une patiente porteuse d’une tumeur à malignité 

limitée de l’ovaire (Porcu et al., 2008). 

 

1.5.5.3.5. Sécurité des nouvelles techniques de cryoconservation 
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Les données d'études contrôlées indiquent que le devenir obstétrical d’enfants nés après 

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 à des enfants nés à 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 à 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 même étude retrouvait même 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 après congélation lente ou vitrification 

d’ovocytes. Vingt-deux séries de cas de naissances après congélation lente d’ovocytes ont 

été identifiées dans la littérature, soit 148 enfants. Dans ces publications, l’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). Là 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 après 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 

pubères pouvant supporter les contraintes de la stimulation ovarienne, tant pour le temps 

nécessaire à la stimulation que pour l’hyper-œstradiolémie engendrée par cette stimulation. 

Mais le problème demeure entier lorsque le temps manque, que la maladie est hormono-

sensible ou que la patiente n’est tout simplement pas assez âgée pour pouvoir avoir une 

stimulation ovarienne. 

L’idée d’une cryoconservation ovarienne pour sauvegarder la fertilité date des années 60, 

quand 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 à fort potentiel reproductif, même sur un 

prélèvement de volume modeste. Quoi qu'encore expérimentales, bien des 

cryoconservations et transplantations de tissu ovarien ont été rapportées. Chez l’animal ces 

techniques ont conduit à 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 l’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 être 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 folliculogénèse 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 être une bonne alternative lorsque les 

traitements doivent être instaurés en urgence ou s’il s’agit d’une fillette pré pubère. 

Les premières expériences de greffe de tissu ovarien frais datent du début du 20ème siècle. La 

cryoconservation de tissu ovarien a été tentée au milieu du 20ème siècle, après 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 l’efficacité médiocre du cryoprotecteur utilisé (glycérol, 10% des follicules 

primordiaux résistant à la congélation-décongélation), et de l’absence de cryostat 

automatisé. Pendant les années 1990, les progrès de la cryobiologie ont élargi l’arsenal des 

cryoprotecteurs (propandiol, diméthylsulfoxyde, éthylène-glycol). Ces progrès ont permis les 

premières reprises de fonction ovarienne après greffe de tissus ovariens chez de gros 

animaux, menant à des gestations (Gosden et al., 1994, Newton et al., 1996), et faisant 

espérer des grossesses chez la femme. Les études chez l’animal ont permis quelques mises 

au point comme, par exemple, d’optimiser la taille optimale des greffons (Jeremias et al., 

2003). Une première 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, après ménopause chimique, greffe hétérotopique de fragments 

ovariens, puis stimulation ovarienne, malheureusement sans implantation embryonnaire 

(Oktay and Buyuk, 2004). Plusieurs naissances ont ensuite été décrites après autogreffe 

orthotopique de fragments ovariens cryoconservés chez des femmes, après 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 après 9 greffes de fragments de cortex ovariens frais 

entre jumelles homozygotes discordantes pour leur fonction ovarienne (Silber, 2012). Ces 

greffes fraîches 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 l’ovariectomie prophylactique peuvent également 

indiquer la cryoconservation du tissu ovarien. 

Partageant les indications de la cryoconservation d’ovocytes, la pratique de la 

cryoconservation de tissu ovarien n’en a pas les limites logistiques. En effet, elle peut être 

pratiquée sur une patiente impubère, 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 

cœlioscopie. Son principe est illustré dans la figure 3. Dans la mesure du possible, le 

prélèvement doit avoir lieu avant chimiothérapie (Familiari et al., 1993, von Wolff et al., 

2009). L’agressivité sur l’ovaire des traitements envisagés détermine le choix entre une 

ovariectomie radicale ou une biopsie ovarienne, ainsi que le volume de cette dernière. Ainsi, 

si les risques de ménopause n’excédent pas 50%, le prélèvement ovarien doit être limité, 

l'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 à 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 à 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 être 

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 à la cryoconservation 

d’ovoccytes matures (2) et d’embryons (3), le prélèvement de cortex ovarien peut être réalisé rapidement et à 

tout moment du cycle. Une fois le cancer en rémission, les fragments peuvent être réchauffés. Si les risques de 

métastase ovarienne sont faibles, ces fragments peuvent être replacés dans la patiente et permettre une 



83 

 

grossesse spontanée ou après FIV (2). Le problème demeure quand le risque de métastase ovarienne est fort. Une 

solution pourrait être une folliculogénèse in vitro (1), mais cette alternative est de l’ordre de la recherche.  

Le fragment reprend une activité après quelques mois, une ovulation peut ensuite être 

obtenue soit naturellement, soit après une stimulation hormonale. Il ne s’agit pas d’une 

technique de routine, mais plusieurs équipes dans le monde travaillent à développer cette 

perspective. 

Pour les patientes jeunes, il est légitime de proposer une cryoconservation de fragments 

ovariens, tout en soulignant, bien sûr, 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 être 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) à 1,5M comme cryoprotecteur. Un seeding doit être 

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 après 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 à 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, l’incorporation de BrdU, le 

phosphohistone H3 et la production de stéroïde ont-t-ils été comparés entre congélation 
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lente ou vitrification chez le macaque (Ting et al., 2011). Les lésions stromales et folliculaires 

étaient plus fréquentes après congélation lente. Les follicules des fragments vitrifiés 

atteignaient autant le stade antral que ceux des fragments frais. En revanche, ils étaient 

beaucoup moins à l’atteindre après congélation lente. L’expression du phosphohistone H3 

était identique dans les fragments frais et vitrifiés, tandis qu’elle était plus faible après 

congélation lente. La synthèse de stéroïdes et l’incorporation du BrdU étaient altérées de 

manière similaire en congélation lente ou en vitrification. Trois gestations ont été obtenues 

chez la brebis, après 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 à des altérations 

morphologiques des follicules ainsi qu’à 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 à la 

vitrification, en étudiant la production hormonale en culture, la morphologie folliculaire et 

l’expression du gène 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, l’expression de GAPDH était significativement 

inférieure dans le groupe vitrification. Rahimi et al. ont étudié l’impact du mode de 

cryoconservation sur la vascularisation et l’apoptose de fragments de cortex ovarien de 5 

patientes lorsqu’ils sont xénogreffés à 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 à 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 à 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 

où 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), l’ultrastructure (microscopie 

électronique) et la survie après 24 heures de culture de différents composants de l’ovaire 

ont été étudiées. Ces auteurs ont constaté que la vitrification préservait bien mieux le 

stroma ovarien que la congélation lente, notamment lors de l’examen en microscopie 

électronique. Les follicules semblaient également conservés, quel que soit le protocole 

utilisé. La même équipe a modifié sa technique pour utiliser un système fermé, en 

comparant des fragments de cortex ovarien vitrifiés avec ce dispositif à 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. Ils 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 plutôt 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 même 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 être xenotransplantés à des souris dont l’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 sévère (Souris SCID) (Bosma et al., 1983, Gosden et al., 1994). Gosden 

fut le premier à utiliser ce modèle 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, l'ovulation, la formation de corps jaune et l’obtention d’ovocytes 
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en métaphase II ont été rapportés par plusieurs équipes, après xénogreffe de tissus ovariens 

humains à 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 dernière 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 après 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 à chaque stade de développement, 

dans des xénogreffes de fragments ovariens humains cryoconservés puis transplantés à la 

souris SCID, selon que la souris était exposée ou non aux analogues de la GnRH et à une 

stimulation par gonadotrophines (Maltaris et al., 2007). L’exposition à la GnRH n'a pas 

empêché l'épuisement rapide du capital folliculaire. Au contraire, cet épuisement a même 

été aggravé si la GnRH était introduite pendant la période critique de néovascularisation, 

juste après la xénogreffe. Enfin, cette même équipe a observé qu’une stimulation prolongée 

par des gonadotrophines réduisait de manière significative le nombre de follicules 

primordiaux dans la xénogreffe (Maltaris et al., 2007). Même si l’ovariectomie de la 

receveuse semble améliorer le développement folliculaire après xénotransplantation de 

tissus ovariens cryoconservés à la souris SCID, l’emploi de gonadotrophines exogènes semble 

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

Enfin, le modèle 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 à des souris NUDE et étudié la pression partielle en oxygène, grâce à 

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, l’hypoxie des fragments durerait 5 jours. Toujours avec le même modèle, 

cette équipe a comparé la xénogreffe de fragments à 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 entraîne une fibrose prononcée du stroma des fragments greffés (Nisolle et al., 

2000). Dath et al. suggèrent 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-être de manière moins 

marquée dans les fragments greffés au site musculaire, suggérant que cette fibrose est 

délétère à la survie à 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%) à 3 semaines de greffes 

(David et al., 2011), ils sont rassurants puisqu’ils retrouvent des follicules quiescents après 

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 l’AMH, ce qui pourrait faire partie du 

mécanisme moléculaire aboutissant à l’activation. Cette expression ne diffère pas, que le 

tissu ovarien ait été congelé ou non avant d’être greffé (David et al., 2012). Le même 

paterne d’expression de C-kit et GDF-9 est retrouvé après xénogreffe de cortex ovarien 

humain frais ou congelé, confirmant que l’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 modèle à ce qui se passe lorsqu’un 

fragment est greffé chez une femme est difficile. 

Bien que la xénogreffe de fragments ovariens soit un bon modèlel d’étude pour 

l’autotransplantation, son utilisation future à 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 soulèverait des interrogations morales. 
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1.5.5.4.1.3. Orthotopique ou hétérotopique 

 

Il existe deux approches possibles pour l'auto-transplantation du tissu ovarien (figure 4). 

Dans la transplantation hétérotopique, les fragments de cortex ovarien peuvent être greffés 

en sous-cutané ou dans divers autres sites en dehors de la cavité péritonéale, par exemple, 

l'avant-bras ou la paroi abdominale externe. La transplantation orthotopique consiste à 

greffer les morceaux de cortex ovarien dans leur emplacement original, c'est-à-dire dans la 

cavité péritonéale, dans l'ovaire restant ou à son contact direct (fossette ovarienne ou 

ligament lombo-ovarien). Les deux approches ont leurs avantages et inconvénients. Tandis 

qu’une grossesse spontanée ne peut théoriquement se produire qu’après une 

transplantation orthotopique, la transplantation hétérotopique peut être indiquée si le 

pelvis n'est pas accessible à la transplantation, du fait des conséquences de la radiothérapie 

ou du caractère cicatriciel de l’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 l’activité hormonale de l’ovaire a été rétablie après 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 à 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 après ovariectomie bilatérale, puis autogreffe 

(Garcia Rada, 2012), un doute subsiste toujours sur l’origine réelle d’une éventuelle 

grossesse après greffe orthotopique, fragment réimplanté ou ovaires natifs réactivés.  

Il faudrait donc, pour être honnête, ajouter au crédit de la greffe hétérotopique la grossesse 

spontanée obtenue par Oktay et al. après greffe hétérotopique de fragments (Oktay, 2006) 

et une partie de celles de Demester et al. et d’Andersen et al. ou une attitude mixte, à la fois 

orthotopique et hétérotopique, avait été adoptée (Andersen et al., 2008, Demeestere et al., 

2006). Cela réhabilite quelque peu l’attitude hétérotopique. 

Quelle que soit la stratégie, la cœlioscopie est la technique mini-invasive qui doit être 

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 



89 

 

patientes, une contamination bactérienne, une conversion laparotomique) sur une série de 

85 femmes prélevées (Mayerhofer et al., 2010). 

 

 
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 être au contact (ou en remplacement) de l’ovaire natif (orthotopique) ou en dehors de ce site (hétérotopique). 

Notez que le replacement hétérotopique de fragments ovariens peut aussi avoir lieu dans l’espace sous-cutanée de la peau 

abdominale. 

 

 

1.5.5.4.1.4. Succès : de l’animal à la femme 

 

Grâce à l’utilisation de cryoprotecteurs modernes, comme l'éthylène-glycol, le diméthyl 

sulfoxyde (DMSO) ou le propanediol, des gestations chez l’animal ont été rapportées à partir 

d’autogreffe de fragments ovariens. Pour la première fois, en 2000, la fonction ovarienne 

endocrine a été rétablie chez la femme, par l’autogreffe orthotopique de fragments ovariens 

cryoconservés (Oktay and Karlikaya, 2000, Radford et al., 2001). Chez le primate, en 2004, 

une première gestation a été obtenue après autogreffe hétérotopique de tissu ovarien frais 

(Lee et al., 2004). Celle-ci fut suivie par les premières grossesses humaines après 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’à présent, été jusqu’au 

replacement de ces fragments (autogreffe). 

Selon Oktay et al., seules 3 patientes ont demandé l’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 

l’hémopathie maligne (45,7%) et le cancer de sein (22%). Aucune complication ne s’est 

produite et l’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 reçu une 

autogreffe hétérotopique a conçu spontanément et a accouché, alors qu’elle était 

considérée comme ménopausée (Oktay, 2006). Cela suggère que, après greffe de fragments 

ovariens, les follicules donnant les grossesses pourraient provenir des ovaires natifs, 

initialement considérés comme ménopausés, réactivés par une greffe, même hétérotopique. 

Sur les trois greffes rapportées par cette équipe, une a cessé de fonctionner après 9 mois, les 

deux autres fonctionnant encore, 7 ans après greffe. 

Sanchez et al. ont, eux aussi, rapporté une série de 200 patientes chez lesquelles ils ont 

réalisé un prélèvement 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 à la date de la publication. 

De la même manière, les greffes sont encore peu nombreuses selon l’expérience danoise de 

l’autoconservation de tissu ovarien (Schmidt et al., 2011). De 1999 à 2010, l’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 dû avoir une 
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deuxième greffe. Dix patientes ont eu recours à 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. 

Cinq grossesses dont deux avec naissances vivantes avaient été obtenues après FIV, une 

grossesse spontanée avec naissance vivante est survenue, 3 naissances vivantes ont donc 

été obtenues après autogreffe de fragments ovariens dans cette équipe. La durée de vie des 

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

L’équipe de Donnez s’est intéressée aux marqueurs de réserve ovarienne chez 10 patientes 

devenues ménopausées après traitement gonadotoxique. Sept d’entre elles avaient eu un 

prélèvement de tissu ovarien préalable, 3 patientes avaient une sœur HLA compatible. 

Toutes ont pu avoir une autogreffe ou une allogreffe HLA identique. Globalement, après 

greffe de fragments ovariens, les marqueurs de réserve ovarienne sont peu performants, la 

FSH restant haute et l’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 à jour des succès 

de greffe de fragments rapportés par ces auteurs. Les paragraphes suivants vont reprendre 

en détail ces succès. 

 

1.5.5.4.1.4.2. Succès après greffes orthotopiques de fragments 

cryoconservés 

 

On ne compte plus les succès 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, après 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 à un 

petit (Lee et al., 2004). 

 

En 2000, a eu lieu la première 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 manière lente. Huit mois plus tard, ces fragments ont été réintroduits 

par voie cœlioscopique, en les suturant sur des supports triangulaires de cellulose, en sous 

péritonéal, dans la fossette ovarienne gauche (figure 5). De l’aspirine (80mg/j) et de la FSH 

(150 UI/j) ont été ajoutées aux traitements de la patiente dans la semaine suivant 

l’autogreffe, pour améliorer la vascularisation. La patiente a ensuite été stimulée par des 

doses croissantes (de 150 à 650 UI/j) de gonadotrophines, pendant les 15 semaines suivant 

la greffe. Une ovulation a été confirmée grâce à un dosage de progestérone et des images 

échographiques de corps jaune, d’épanchement du cul de sac de douglas et d’endomètre 

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 à un lymphome 

Hodgkinien au stade IIIB (Radford et al., 2001). Avant administration d’une chimiothérapie 

lourde pour une troisième récidive de la maladie, l'ovaire droit avait été cryoconservé. Dix-

neuf mois plus tard, alors qu’elle était prématurément ménopausée et guérie, deux 

fragments de cortex ovarien ont été décongelés et greffés sur l'ovaire gauche tandis que les 

autres fragments étaient replacés sur l’ovaire droit. Sept mois après l’autogreffe, les règles 

revinrent et les symptômes climatériques disparurent. Cependant, les gonadotrophines 

restaient à un niveau post ménopausique. Cinq mois après, l'œstradiolémie s’éleva à 352 

pmol/l tandis que l’échographie pelvienne retrouvait un endomètre épais (10 millimètres) et 

un follicule de 20 millimètres sur l’ovaire droit. Malheureusement, la progestéronémie ne 

s’est jamais élevé au delà 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 ça soit lors du prélèvement du tissu ou sur des biopsies des greffes de l’ovaire gauche. 
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Dans les deux cas précédents, l’agression qu’avaient subie les fragments ovariens, soit par la 

chirurgie, soit par la chimiothérapie préalable, rendait difficile l’interprétation des résultats 

de ces greffes. 

Quelques mois après, J.Donnez décrivait la première grossesse obtenue après 

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 première cœlioscopie fut réalisée pour stimuler la néoangiogénèse, une 

partie des fragments fut introduite 7 jours plus tard, et le reste, à 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 l’arrêt de THS) ont 

conduit certains à émettre des doutes sur l’implication de la greffe dans cette grossesse 

(Hubinont et al., 2004, Oktay and Tilly, 2004). Malgré la controverse, beaucoup considèrent 

qu’il s’agit de la première grossesse obtenue de cette manière (Smitz and Cortvrindt, 2004, 

Wallace et al., 2005). 

Quasiment simultanément, l’équipe israélienne de D.Meirow a, elle aussi, rapporté 

l’obtention d’une grossesse après 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. Après intensification, les suites furent marquées par tous 

les signes d’une extinction ovarienne (FSH et LH de 40 à 104 UI/l, niveaux indétectables 

d'hormone antimüllérienne et d'inhibine B). Après 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 l’obtention d’un 

embryon à quatre cellules qui, une fois transféré, s’est soldé par une grossesse viable 

(Meirow et al., 2005). Là 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 être hétérotopique (A), sous la peau de l’avant-bras (Sonmezer and Oktay, 2010) ou de 

la paroi abdominale. Elle peut aussi être orthotopique, en utilisant par exemple un support triangulaire de 

cellulose sous-péritonéale (B)  (Oktay and Karlikaya, 2000), ou en replaçant ces fragments dans une fenêtre 

péritonéale (C) (Donnez et al., 2004, Donnez et al., 2010), ou enfin être réintroduit sous la corticale ovarienne 

(D), soit directement, soit par injection (Meirow et al., 2005). 
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Une troisième grossesse a été obtenue spontanément par Demeestere et al. après 

cryoconservation et autogreffe, à 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 après greffe, une première grossesse s’était soldée par une fausse couche à 7 SA. 

Devant la réapparition de signes de ménopause, une deuxième greffe a été réalisée, toujours 

mixte, à la fois orthotopique et hétérotopique. Une deuxième grossesse spontanée est 

survenue avec accouchement d’une fille à terme, puis un troisième accouchement, 33 mois 

après la deuxième 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 après 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 sœurs 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 reçu une deuxième greffe de fragments 

ovariens congelés. Trois grossesses ont suivi la greffe orthotopique des fragments congelés. 

Chez une patiente ayant reçu une greffe fraîche, une première grossesse avait déjà été 

obtenue. Une nouvelle greffe congelée avait été rendue nécessaire du fait de la réapparition 

de signes climatériques signant l’arrêt de fonctionnement de la greffe fraîche et suivie d’une 

nouvelle grossesse à 24 ans (Silber, 2012, Silber et al., 2008, Silber et al., 2005). L’équipe 

rapporte deux autres grossesses après greffe de fragments ovariens congelés chez des 

patientes de 31 et 33 ans, sans détailler ces cas (Silber, 2012). Une de ces grossesses pourrait 

être celle rapportée dans un article d’une revue de Donnez et al. dont Sherman Silber est 

deuxième auteur (Donnez et al., 2011) mais les auteurs ne sont pas clairs sur ce fait (Silber, 



96 

 

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 à 7 mois et d’une grossesse spontanée à 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 prélèvement de cortex ovarien par cette équipe (Silber, 

2012). 

Pascal Piver (Limoges) a obtenu trois grossesses françaises dont deux avec naissances 

vivantes. Le cas de la première patiente rapporté à l’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). Après avoir déjà 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 

à l’administration de 65,65 g. de cyclophosphamide supplémentaires, une ménopause 

clinico-biologique survint. Huit ans ½ après la cryoconservation, des fragments d’ovaires 

furent réintroduits en deux temps, dans l’ovaire natif et dans de petites poches de péritoine 

à son contact. La fonction ovarienne fut rétablie 5 mois ½ après greffe et la patiente entama 

un parcours de FIV en protocole antagoniste. Une première grossesse fut obtenue au 

deuxième cycle, malheureusement en dehors de l’utérus (GEU). Le quatrième cycle fut plus 

heureux avec grossesse intra-utérine évolutive et naissance à 39 SA par voie basse, après 

déclenchement pour pré-éclampsie. La deuxième naissance vivante fut obtenue en 

collaboration avec Christophe Roux, de Besançon (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 à cette greffe, elle fut cliniquement et 

biologiquement ménopausée. Dix-huit mois après le prélèvement ovarien, une greffe 

orthotopique en deux temps fut réalisée, à la fois ovarienne et dans des poches péritonéales 

au contact des ovaires. La reprise de la fonction ovarienne eut lieu 4 mois après, avec 

normalisation de la FSH et AMH dosable. S’ensuivit une grossesse spontanée avec naissance 

d’une fille à 38 SA. 

L’équipe espagnole de Valence a rapporté, en 2010, la première naissance gémellaire après 

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 après, alors qu’elle était ménopausée (FSH 36,2 UI/ml, 

AMH 0,6 ng/ml), une greffe de fragments ovariens sur la corticale de l’ovaire gauche restant, 

après ablation du cortex ovarien natif, fut réalisée à l’aide de fils et de colle biologique. La 

fonction ovarienne fut rétablie 63 jours après greffe (règles, FSH 10,4 UI/ml, AMH 1,8 

ng/ml). Après une première tentative peu fructueuse en protocole agoniste long (4 ovocytes 

prélevés, aucun embryon transféré), trois cycles en protocole de stimulation sans hyper-

œstrogènie furent réalisés. Neuf ovocytes vitrifiés et 5 ovocytes frais furent utilisés. Les 

ovocytes frais ne donnèrent pas d’embryons tandis que 2 embryons furent transférés après 

réchauffement et fécondation des ovocytes vitrifiés. Une grossesse gémellaire s’ensuivit 

avec naissance par césarienne à 33 SA + 2 jours de deux garçons après 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. Il est 

vrai que l’absence d’expression des récepteurs hormonaux ne devrait pas rendre la 

grossesse de cette patiente particulièrement à risque de récidive. Dans ce cas, l’utilisation 

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

Sept ans après avoir rapporté le premier cas mondial de grossesse après greffe de fragments 

ovariens, l’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 l’orbite 

indiquaient une chimiothérapie avec transplantation de cellules souches hématopoïétiques. 

Cette greffe de moelle osseuse rendit la patiente ménopausée. Sept ans après, les fragments 

cryoconservés remplacèrent le cortex de ses ovaires natifs (dépeuplé de follicules), à l’aide 

d’Interceed (colle biologique). La reprise de la fonction ovarienne survint 3 mois ½ après. 

Une grossesse spontanée fut obtenue 9 mois après greffe, avec naissance à terme d’un 

garçon bien portant. 

En 2011, Revel et al. ont rapporté la greffe de très fines lamelles d’ovaire après échec de 

deux greffes classiques, le tout en orthotopique (Revel et al., 2011). Cette patiente de 19 

ans, thalassémique, avait eu son prélèvement avant d’être 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 l’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 à la stimulation en 3 FIV ne permit 

l’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 troisième greffe, avec découpe des fragments en lamelles de 350 μm. Quatre autres FIV 

furent réalisées, deux embryons furent transférés avec naissance d’un garçon de 3026g à 37 

semaines d’aménorrhée. Dans une revue récente, Silber et al. leur attribuent une deuxième 

grossesse (Silber, 2012). L’équipe n’a pour l’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 après une première ligne de radio-chimiothérapie pour maladie de Hodgkin 

(Dittrich et al., 2012). Lors du prélèvement, la greffe avait séjourné 20 heures à 4°C avant 

d’être congelée. Ensuite, une greffe de moelle osseuse avait rendu cette patiente 

ménopausée. Cinq ans après rémission complète, une greffe orthotopique fut réalisée dans 

le ligament large droit. Une reprise hormonale et les premières règles ont eu lieu 3 mois 

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

Un cas intéressant de grossesse survenue après ovariectomie bilatérale puis replacement de 

fragments ovariens cryoconservés vient de paraître en « News » dans le British Medical 

Journal (Garcia Rada, 2012). Cette patiente de 31 ans atteinte d’une tumeur bilatérale de 

l’ovaire venait de perdre l’un de ses ovaires par torsion quand on découvrit que l’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 à 3 mois. Une grossesse fut obtenue par FIV et l’accouchement est 

prévu pour juillet 2012. C’est la première grossesse dont l’origine directe avérée est un 

fragment d’ovaire après cryoconservation et autogreffe. 
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Enfin, tout récemment, Poirot et al. ont décrit la première 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 à gonadotrophines hautes. A 13 ans, la 

jeune patiente et sa mère demandèrent le replacement de fragments pour induire la 

puberté. Cette greffe fut réalisée sous anesthésie locale, en site hétérotopique, sous la peau 

de l’abdomen. Une croissance mammaire fut observée à deux mois de la greffe et les 

premières règles à 8 mois. Bien que la FSH ait chu et que l’œstradiol soit apparu dans les 

prélèvements sanguins, l’AMH est restée basse, confirmant la faible prédictibilité des 

marqueurs de réserve ovarienne (Janse et al., 2011). Un tel établissement de la puberté à 

l’aide de tissu prélevé à l’état impubère avait déjà été obtenu chez la souris. Dans cette 

étude, des portées ont été obtenues, sans altération épigénétique notable (Sauvat et al., 

2008). Cette observation est très encourageante puisqu’il s’agit de la première greffe suite à 

un prélèvement réalisée sur une patiente impubère, où 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 l’extinction ovarienne 

précoce chez 27 femmes, pour prévenir de l’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 à 

244 jours) chez 23 femmes dont la FSH était supérieure à 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 à plus longue échéance (12 mois). Les 

auteurs ont constaté que les greffes fraîches permettent plus souvent le retour à la fonction 

ovarienne et moins de récidive d’extinction ovarienne précoce, comparées aux greffes de 

tissus congelés. Parmi les 25 femmes ayant essayé d’être enceintes, huit femmes avaient eu 

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

À l’heure actuelle, 18 naissances ont été rapportées dans le monde, suite à une autogreffe 

orthotopique de fragment ovarien congelé puis décongelé (Tableau 4). Mis à par deux de ces 
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grossesses, toutes ont fait suite à une maladie maligne. L'avantage de la greffe orthotopique 

est qu'une grossesse spontanée peut survenir. Cependant, elle exige une cœlioscopie 

supplémentaire sous anesthésie générale. De plus, lorsqu’il existe un risque de métastase 

ovarienne, la greffe orthotopique ne permet pas une surveillance suffisante pour être 

recommandée. 

 

1.5.5.4.1.4.3. Succès après greffe hétérotopique 

 

Le principe de l’autogreffe hétérotopique de tissus humains est utilisé depuis plus de 30 ans 

pour le tissu parathyroïdien frais ou congelé après parathyroïdectomie (Wells et al., 1975). 

Pour ce qui est de la greffe de cortex ovarien, cette technique permet d’éviter une 

anesthésie générale et une cœlioscopie, de surveiller plus étroitement la greffe et, si 

nécessaire, de retirer la greffe plus aisément. Divers sites peuvent être utilisés, comme 

l'espace sous-cutané de la face de brachio-radiale de l'avant-bras (figure 5) ou sous 

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

Une autogreffe hétérotopique de fragments de cortex ovarien frais a été décrite pour la 

première fois en 2001 chez une patiente de 35 ans atteinte d’un cancer épidermoïde du col 

utérin (stade III), avant irradiation (Oktay et al., 2001). Une extinction ovarienne précoce 

transitoire (élévation des gonadotrophines) a été constatée, puis, 6 semaines après, la greffe 

s’est mise à gonfler. L'œstradiolémie a augmenté, et l’échographie a mis en évidence 4 

follicules en croissance, dont un dominant. La testostéronémie étant normale, la 

restauration de la fonction thèquale était aussi assurée. Après stimulation ovarienne, deux 

ovocytes immatures et un en métaphase I ont été récupérés. Malgré une tentative de 

maturation In vitro de l'ovocyte en métaphase I et l’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 l’avant bras (Oktay et al., 2001). La reprise 

des règles et des ovulations spontanées se sont produites dès 3 mois après la 

transplantation. Cependant, les cycles étaient irréguliers (de 14 à 45 jours) et la greffe a 

cessé de fonctionner après 3 ans. 
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D’autres auteurs ont également confirmé que l’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 à un cancer du sein. Six ans après le prélèvement, elle 

bénéficiait du replacement de son tissu ovarien cryoconservé et voyait disparaître ses signes 

de ménopause. Comme nous l’avons dit précédemment, Demeestere et al. ont été les 

premiers à tenter une autogreffe mixte de tissu ovarien, à la fois orthotopiques dans le 

péritoine pelvien, et hétérotopique dans l’espace sous cutanée de l’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 

qu’observée à 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 arrêtée. Une nouvelle greffe mixte a cette fois permis 

deux grossesses spontanées consécutives. Rosendahl et al., de l’équipe danoise d’Andersen, 

ont rapporté avoir obtenu une grossesse biochimique à 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. Après traitement, elle 

devint aménorrhéique avec bouffées de chaleur et gonadotrophines hautes. Deux ans après, 

elle demanda une greffe de fragment qui fut mixte, à la fois dans l’ovaire gauche, en sous 

péritonéal de la fossette ovarienne droite, et entre les muscles grand droits et l’aponévrose, 

dans la paroi abdominale inferieure. Quinze mois et deux cycles de FIV-ICSI après, aucun 

ovocyte n’avait pu être aspiré de la greffe hétérotopique. Une troisième FIV-ICSI permit 

l’obtention d’un embryon de 4 cellules transféré à la patiente, avec maintient de la phase 

lutéale par traitement œstro-progestatif. Quatorze jours après, le test de grossesse était 

positif à 22 UI/l, mais ce taux régressa. Une nouvelle FIV-ICSI permit l’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 

déjà 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 à cette greffe de moelle osseuse, cette patiente fut 

ménopausée (sans règles, avec gonadotrophines élevées) pendant 2 ans ½, 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 après greffe, une fonction 

ovarienne fut rétablie, avec preuve d’ovulation et une première grossesse spontanée 

survint. Malheureusement, cette première grossesse s’arrêta à 6 SA et l’analyse du produit 

d’aspiration révéla une trisomie 16.  

Dans la foulée, la patiente fut à nouveau enceinte avec, cette fois, un accouchement à 

terme. Le mécanisme ayant conduit à l’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 l’hypothèse du truchement de cellules souches. Chez la 

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

La greffe de cellules souches hématopoïétiques 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’hypothèse la plus vraisemblable est 

qu’une « masse critique » ovarienne est nécessaire au bon fonctionnement ovarien et que 

celle-ci a été réunie après greffe hétérotopique, permettant la reprise fonctionnelle des 

ovaires natifs. Cette hypothèse est corroborée par des expériences réalisées chez la souris 

(Oktay and Oktem, 2007). 

La même année, dans l'équipe de la Pitié-Salpêtrière à Paris, Gilles Lefebvre et Catherine 

Poireau ont rapporté le résultat de leur première réimplantation de fragments ovariens. Le 

prélèvement, un ovaire entier, avait été réalisé en 2000 sur une patiente d'une vingtaine 

d'années atteinte de lymphome Hodgkinien. Une fois guérie, l'équivalent des deux tiers de la 

corticale ovarienne a été réimplanté en site hétérotopique, en sous-cutané abdominale. 
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Référence Indication 
Age au 

prélèvement 
(ans) 

Temps de 
cryoconservation 

(mois) 

Localisation 
de la greffe 

Reprise fonctionnelle Grossesses Durée 
de vie 
de la 

greffe 
(mois) 

critères Délais 
(mois) 

Moyen 
d’obtention Résultat 

(Oktay and 
Karlikaya, 

2000) 
Bénigne 28 6 Péritoine 

Hormones, 
cycles, 

follicules 
4   > 10 

(Radford et 
al., 2001) Hodgkin 36 19 Orthotopique 

Hormones, 
cycles, 

follicules 
7   9 

(Callejo et 
al., 2001) Bénigne 47 3 Muscles 

grands droits Hormones 3-4   6 

(Kim et al., 
2004) Cancer du col 37 - 

Muscles 
grands droits 
et pectoraux 

Hormones, 
follicule 3,5   7 

(Oktay et al., 
2004) Cancer du sein 30 72 Sous cutanée 

Hormones, 
follicules, 
embryon 

3   - 

(Tryde 
Schmidt et 
al., 2004) 

Hodgkin 32 - Orthotopique 
Hormones, 

cycle 
follicules 

2   7 

(Donnez et 
al., 2004) Hodgkin 25 72 Orthotopique 

Hormone, 
cycle 

follicules 
5 spontanée 39 /F/3720g - 

(Wolner-
Hanssen et 
al., 2005) 

Sjogren 30 54 Avant bras Hormones, 
FIV 4,5   7 

(Meirow et 
al., 2005) 

Lymphome 
non 

Hodgkinien 
26 24 Orthotopique Règles 8 AMP 38,5/F/3000 - 

(Schmidt et 
al., 2005) 

Hodgkin 26  Orthotopique 
+ abdomen 

Cycles, 
ovocyte 5,5   - 

Hodgkin 27  Orthotopique 
+ abdomen 

Cycle, 
embryon 5,5   - 

Lymphome 
non 

Hodgkinien 
23  Orthotopique Cycle, 

embryon 3,5   >  22 

Lefebvre, 
2006 Hodgkin 20 60 Abdomen FIV 5   12 

(Donnez et 
al., 2006) Drépanocytose 21 60 Orthotopique 

Hormones, 
cycles, 

follicules 
4,5   - 

(Oktay, 
2006) Hodgkin 32 30 Abdomen Grossesse 3 spontanée 

Fausse 
couche à 6 
SA + 40/-/- 

- 

(Demeestere 
et al., 2006) Hodgkin 24 24 et 48 Orthotopique 

+ abdomen Hormones 4 
spontané FCS à 7 SA 

- spontané 39/F/3130 
spontané 39/F/2870 

(Silber, 2012, 
Silber et al., 

2008) 

Ménopause 
précoce 

24 48 Orthotopique Hormones 5  -/-/- > 5 
- - Orthotopique - - - -/-/- - 

hodgkin 20 >  36 Orthotopique Hormones 3,5 Spontanée 38/G/3089 - 
(Sanchez et 
al., 2008) 

Cancer du sein, 28 - Orthotopique Hormones 1   - 
hodgkin 28 - Orthotopique Hormones 5,5   - 

(Donnez et 
al., 2008) 

Hodgkin 22 72 Orthotopique Hormones, 
cycles -    

Lymphome 
non 

Hodgkinien 
28 60 Orthotopique Hormones, 

cycles -    

Wegener 22 60 Orthotopique Hormones, 
cycles -    

Tableau 4. Succès 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 folliculogénèse), comme l’obtention 
d’ovocytes, d’embryons sont répertoriées dans ce tableau. « Hormones » signifie qu’une sécrétion hormonale d’origine ovarienne ou 
gonadotrophe a été normalisée après greffe. « Cycle » signifie que des règles sont régulièrement réapparues. « Follicule » signifie qu’un 
follicule a été visualisé à l’échographie du greffon. « Ovocyte » signifie qu’une assistance médicale à la procréation (AMP, c'est-à-dire la FIV 
ou la FIV-ICSI) a permis l’obtention d’un ou plusieurs ovocytes, sans embryons. « Embryons » signifie que l’AMP a permis l’obtention d’un 
ou plusieurs embryons, sans grossesse. Le délai de reprise fonctionnelle correspond au temps nécessaire au rétablissement d’une fonction 
ovarienne complète. Lorsqu’une information est manquante, la case correspondante contient -. 
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Référence Indication 
Age au 

prélèvement 
(ans) 

Temps de 
cryoconservation 

(mois) 

Localisation 
de la greffe 

Reprise fonctionnelle Grossesses Durée 
de vie 
de la 
greffe 
(mois) 

critères Délais 
(mois) 

Moyen 
d’obtention Résultat 

(Andersen 
et al., 
2008, 

Ernst et 
al., 2010, 

Schmidt et 
al., 2011) 

Lymphome non 
Hodgkinien 32 26 et ? Orthotopique 

Hormones, 
cycle, 

follicule, 
embryon 

3,5 et 
12   45 et > 

23 

Hodgkin 28 29 et ? Orthotopique 
+ abdomen 

Hormones, 
cycle, 

follicule, 
embryon 

5,5 
et - AMP Biochimique 54 et > 

12 

Hodgkin 25 28 et 53 Orthotopique 

Hormones, 
cycle, 

follicule, 
embryon 

6 et 5 AMP 
Fausse 

couche à 7 
SA 

26 et > 
39 

Hodgkin 26 18 et 32 Orthotopique 

Hormones, 
cycle, 

follicule, 
embryon 

5 et 5 AMP 37/G/2600 15 et > 
41 

Sarcome d’Ewing 27 32 Orthotopique 

Hormones, 
cycle, 

follicule, 
embryon 

4 

AMP 39/F/3204 

> 48 
Spontanée 39/F/3828 

Cancer du sein 36 17 et ? Orthotopique 

Hormones, 
cycle, 

follicule, 
embryon 

5 et -   7 et 0 

Hodgkin 30 - Orthotopique 
Hormones, 

cycle, 
follicule 

7   > 24 

Hémoglobinurie 
paroxistique 

nocturne 
19 - Orthotopique 

+ abdomen 

Hormones, 
cycle, 

follicule 
4   > 18 

Lymphome non 
Hodgkinien 35 - Orthotopique 

Hormones, 
cycle, 

follicule 
5   > 14 

Insuffisance 
medulaire 25 - Orthotopique 

+ abdomen 

Hormones, 
cycle, 

follicule 
6,5   > 14 

Cancer du col 25 - Orthotopique 
Hormones, 

cycle, 
follicule 

4   > 4 

Syndrome 
hémolytique et 

urémique 
33 - Orthotopique 

Hormones, 
cycle, 

follicule 
7   > 6 

(Dittrich et 
al., 2009) Cancer de l’anus 28 30 Orthotopique 

Hormones, 
cycles, 

follicule 
5   11 

Piver, 2009 Péri-artérite 
noueuse 27 102 Orthotopique 

Hormones, 
cycles, 

follicule 
4 

AMP GEU 
- 

AMP 39/G/2030 
(Roux et 
al., 2010) Drépanocytose 20 24 Orthotopique Follicule 4 Spontanée 38/F/3700 - 

(Sanchez-
Serrano et 
al., 2010) 

Cancer du sein 36 24 Orthotopique Cycles 3,5 AMP 33/G/1650 
33/G/1830 > 12 

(Greve et 
al., 2010) 

Vascularite auto-
immune 23 60 Orthotopique Hormones, 

Cycles 3 Spontanée IVG - 

(Donnez et 
al., 2011) 

Tumeur 
neurectodermique 19 83 Orthotopique 

Hormones, 
cycles, 

follicule 
3,5 Spontanée 38/G/2830 - 

(Revel et 
al., 2011) Thalassémie 19 48, 59 et 70 Orthotopique Hormones, 

embryons ? 
AMP 37/G/3028 21, 11 

et > 10 - -/-/- 

(Dittrich et 
al., 2012) 

Lymphome non 
Hodgkinien 27 60 Orthotopique 

Hormones, 
cycles, 

follicule 
3 Spontanée 38/G/3360 - 

(Garcia 
Rada, 
2012) 

Tératome ovarien 
bilatérale 20 120 Orthotopique Hormones 3 AMP Prévu pour 

Juillet 2012 - 

(Poirot et 
al., 2012) Drépanocytose 10 27 Abdominale Puberté 

avec règles 8   - 
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Comme dans les cas précédents, cinq mois ont été nécessaires à la prise de greffe. Ensuite, 

11 cycles de stimulation ovarienne ont permis l'obtention de 22 ovocytes et de 4 embryons 

transférés, malheureusement sans grossesse. L'équipe incrimine les effets néfastes de 

l'irradiation pelvienne. L'endomètre 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 être indiquée si le bassin est rendu impropre à 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 à 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 

diamètre 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 

qu’une FIV est théoriquement nécessaire. Le recours supposé nécessaire à la FIV explique 

d’ailleurs la faible diffusion de la méthode. Certaines mises-au-point restent à faire, mais la 

greffe hétérotopique de fragments devrait être 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 après une 

information loyale. Cela est difficile dans cette période de vulnérabilité, et peut même 

impliquer le tuteur, dans les cas pédiatriques. La préoccupation éthique principale doit être 

de ne pas nuire à 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 

après 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 après 

greffes. Pour que cette technique se développe, et puisse être proposée à toutes les femmes 

exposées à une chimio-radiothérapie ou à la chirurgie ovarienne délabrante, certaines 

limites de ce traitement doivent être réglées. 

 

1.5.5.4.1.5. Limites de la greffe de fragments 

 

Les succès récents ne doivent pas faire oublier qu’il s’agit d’une technique nouvelle et donc 

perfectible. Plusieurs limites entravent l’utilisation de cette technique en routine. La 

première 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 à risques 

 

Une des limites majeures de la conservation de tissu ovarien est le risque de réimplanter une 

tumeur occulte, contenu à l’état de métastase dans le tissu ovarien greffé. Les données 

manquent pour estimer la quantité de cellules malignes susceptibles d’entraîner une rechute 

lorsqu’elles sont réintroduites avec les greffes ovarienne chez une patiente guérie. Il est 

même peut être possible qu’une immunité anti cancer apparaisse après guérison et que 

cette réintroduction de cellules malignes joue un peu le rôle 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 prélèvement suspect. Le 

risque d’autogreffe de métastases après la guérison de la maladie doit donc être envisagé à 

chaque tentative de réimplantation. Quand ce risque est important, le prélèvement de tissu 

ovarien est licite mais l’autogreffe peut ne pas être recommandée : peut être la patiente 

bénéficiera-t-elle des progrès 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 première 

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 

être utilisées pour détecter les métastases infra-histologiques. Ainsi, dans une étude sur le 

tissu ovarien d’une patiente atteinte de leucémie myéloïde chronique, une PCR en temps 

réelle a montré la présence du transcrit ABL-BCR, alors que l’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 méloïdés chroniques sur 6. Cependant, la xénogreffe de ces fragments à des souris 

SCID n’a pas entraîné de maladie (Dolmans et al., 2010). En revanche, dans cette même 

étude, les fragments microscopiquement normaux de 12 patientes atteintes de leucémies 

aiguës 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’après 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 myéloïde 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 être analysés par PCR et 6 d’entre 

eux portaient des cellules malades (Rosendahl et al., 2010). Ces résultats, dont l’implication 

pathologique est encore incertaine, doivent bénéficier d’études plus poussées. Néanmoins, 

tout cela nous incite à la prudence. Les leucémies  doivent être considérées comme à risque 

de réimplantation de cellules malignes.  

En revanche, le lymphome semble assez sur, à l’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 

que 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). 
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Cependant, ces résultats rassurants doivent être 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 entraîné 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 après 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 l’imagerie, 

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

Une autogreffe de tissu ovarien n’est pas envisageable après guérison d’un cancer de 

l’ovaire. Néanmoins, quelques follicules préantraux et de nombreux follicules primordiaux 

sont présents dans le cortex ovarien (Gougeon, 1996). Ceux-ci peuvent être éventuellement 

isolés du tissu ovarien à l’état frais. Une folliculogènèse 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 folliculogènèse humaine à partir de follicules 

primordiaux n’est pas maîtrisée et les follicules préantraux sont trop peu nombreux pour 

que la technique apporte aujourd’hui des chances réelles de grossesse. Les progrès de la 

recherche permettront peut être d’augmenter ces chances à 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 âge de procréer impliquent peu les 

ovaires. Dans le type épidermoïde du cancer du col de l'utérus, le risque d’atteinte ovarienne 

serait inférieur à 1.0%, alors qu’il serait entre 1,7% et 12,5% pour l'adénocarcinome. Mis à 

part dans les stades très avancés, le risque de métastase ovarienne d’un cancer de sein 

semble négligeable. En effet, dans une analyse type ganglion sentinelle sur 69 prélèvements 

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 âgées en moyenne de 31 
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ans, atteintes de cancer du sein d’une moyenne de 1,8 cm de diamètre, avec invasion 

vasculaire dans 25% des cas et ganglions atteints dans 44% des cas a bénéficié un 

prélèvement de cortex ovarien. Parmi elles, 55 ont consenti à 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 I à III, 

canalaire infiltrant 

Cancer du sein stade IV, 

lobulaire 
leucémies 

rhabdomyosarcome non-

génital 
Cancers digestifs Neuroblastome 

lymphome (Hodgkin ou non) Adénocarcinome du col lymphome de Burkitt 

cancer épidermoïde du col  Rhabdomyosarcome génital 

Sarcome ostéogénique   

sarcome d’Ewing   

tumeur de Wilms   

Tableau 5. cancers à 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 prélèvements ovariens, le risque de réimplantation de cellules malignes 

pourrait être écarté grâce à des techniques de folliculogènèse In vitro, et/ou d’isolation de 

follicules primordiaux. Ces techniques font actuellement l’objet de nombreuses recherches, 

auxquelles cette thèse se propose de contribuer. Pour les patientes à haut risque, une autre 

solution serait de ne prélever du tissu ovarien qu’après avoir traité la patiente par une 

première chimiothérapie, afin de « nettoyer » l’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 après auto-transplantation de tissu 

ovarien, même si quelques grossesses ont déjà été obtenues après un tel protocole (Dittrich 

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

Le tableau 5 récapitule ce que Sonmezer et al. proposent comme cancers à 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 progrès de la science en terme de folliculogénèse 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 à 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% à 18,5% des cas (Kauff et al., 2002). C’est là un vrai 

problème dans le projet de conservation de fertilité de ces patientes, cela d’autant plus que 

la mutation BRCA1 a été associée à 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 être envisagée temporairement pour rétablir la fertilité mais 

l’avenir sera sans doute à la folliculogénèse 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 manière très complète 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 à jour leurs conclusions. 

 

1.5.5.4.1.5.3. Néoangiogènes, ischémie initiale  
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La greffe de fragment ovarien étant avasculaire, un phénomène de neoangiogénèse doit 

initialement se produire. Pendant une certaine période, les fragments subissent donc une 

ischémie chaude. Chez la souris, ce phénomène 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 

modèles de xénogreffe nous indiquent qu’elle durerait de 3 jours (modèle de greffe à la 

membrane chorioalantoïque de l’embryon de poulet) (Martinez-Madrid et al., 2009) à 5 

jours (modèle de xénogreffe à 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’à 60 voire 95% de ces follicules pourraient être 

perdus pas ce phénomène (Aubard, 2003, Aubard et al., 1999, Baird et al., 1999, Candy et al., 

1997, Liu et al., 2008). Le problème n’est pas tant la souffrance ischémique directe des 

follicules primordiaux que les altérations stromales ayant des conséquences néfastes sur la 

néoangiogénèse et la survie des follicules. En effet, les follicules sont suffisamment 

résistants pour survivre à un transport de 4 heures (Schmidt et al., 2003). Chez la femme, 

des fragments ont même résisté à 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 à l’ischémie (Kim et al., 2004). La durés de stockage des fragments dans l’azote 

liquide n’influence pas la viabilité des follicules après réchauffement (Campos et al., 2011). 

Bien des stratégies ont été explorées pour éviter les lésions d’ischémie reperfusion lors des 

greffes de fragments de cortex ovarien. 

L’introduction d’anti-oxydants, comme l’acide ascorbique et le mannitol (Sagsoz et al., 2002), 

la vitamine E (Nugent et al., 1998), la mélatonine et l’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, l’action de ces produits est discutée 

(Weissman et al., 1999) et ils n’ont montré leur capacité à prolonger la durée de vie d’une 

greffe dans aucune étude, à 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 l’efficacité ne fut pas 

au rendez-vous (Schnorr et al., 2002). D’une manière surprenante, l’érythropoïtine pourrait 
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améliorer la survie de la greffe en stimulant la prolifération de progéniteurs erythroïdes et 

en prévenant l’apoptose, comme cela a été observé chez la chienne (Suzuki et al., 2008). 

Cette étude est encourageante, mais l’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 à la survie de la greffe (Imthurn et 

al., 2000), tandis qu’un blocage de sa sécrétion endogène semble néfaste (Maltaris et al., 

2007). Cependant, au long cours, une exposition excessive à la FSH pourrait raccourcir la 

durée de vie de la greffe, comme cela a été montré dans un modèle 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 phénomène de neoangiogénèse 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 phénomène 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 l’avons déjà dit, David et al. 

ont étudié cette activation des follicules humains xénogreffés. Cette activation est 

importante à 3 semaines de xenogreffe (60%) mais diminue à 13% après 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 l’AMH, ce qui pourrait faire partie du 

mécanisme moléculaire aboutissant à l’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 l’ischémie folliculaire initiale. En comparant la culture in vitro à 

la xénogreffe de fragments de cortex ovarien murin sur la membrane chorioallantoidienne 

d’embryon de poulet, l’implication de l’AMH dans le maintient folliculaire à l’état quiescent a 

été clairement établie (Gigli et al., 2005). Par ailleurs, l’activation folliculaire est désormais 
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clairement associée à un faible taux d’AMH (Visser and Themmen, 2005). Ainsi, 

l’augmentation de l’expression de l’AMH dans ces xénogreffes découlerait d’un mécanisme 

de régulation des follicules dans la greffe, afin d’enrayer l’activation globale responsable 

d’une faible survie. Il s’agit évidemment d’une hypothèse qui doit être étayées par la 

recherche.  

Par ailleurs, après greffe, la déplétion folliculaire est responsable de taux élevés de FSH. En 

aide médicale à la procréation, ces taux hauts de FSH sont associés à un mauvais pronostic, 

entraînant une pauvre qualité ovocytaire (Tryde Schmidt et al., 2004). Cela souligne encore 

l’importance d’un bon environnement hormonal garanti par la rapidité de revascularisation 

des greffes. Cependant, chez la femme, l’ultra-structure des follicules après une autogreffe 

de 13 mois paraît 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 l’ischémie initiale et que les survivants s’activent massivement vers l’atrésie, il  

en résulte une durée de vie faible de ces greffes. Chez la brebis, la greffe de fragments 

ovariens a maintenu l’œstrus 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 à 4 fois 

supérieure au contrôle (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 classiquement 3 à 4 mois après la greffe et 

dure de quelques mois à plus de cinq ans (tableau 4). Depuis les travaux de Gougeon et al., 

on sait qu’il faut au moins 120 jours pour l’entrée en croissance d’un follicule primordial et 

85 autres jours pour toute sa maturation (Gougeon, 1996). Les follicules en croissance 

résistant mal à la congélation, ce délai de reprise de la fonction ovarienne est attendu 

puisqu’il correspond au temps nécessaire à un follicule primordial pour devenir mature. Un 

autre fait marquant est le retour à des taux hauts de FSH après 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 règles afin d’optimiser les résultats de la greffe de 

fragments. Tout d’abord, ces prélèvements sont réservés aux patientes relativement jeunes. 

Jusqu’à récemment, 35 ans était une limite d’âge acceptée par tous. Cependant, une 

grossesse survenue après prélèvement à 36 ans, puis greffe, nous incite à une certaine 

souplesse (Sanchez-Serrano et al., 2010). Un marquage au rouge neutre pourrait être 

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 être possible d’adapter la quantité de 

matériel prélevé à la densité folliculaire. Par ailleurs, il faut, dans la mesure du possible, 

prélever le cortex ovarien avant tout traitement gonadotoxique. Enfin, à partir du moment 

où la décision de cryoconservation est prise, il faut prélever une quantité appréciable de 

tissu ovarien pour donner des chances à cette stratégie. 

 

1.5.5.4.2. Transplantation d’ovaires entiers 

 

La cryoconservation d'ovaire humain entier est un véritable chalenge : l'ovaire humain est en 

effet plus volumineux et complexe que la plupart des ovaires d’animaux. Cependant, l’idée 

de réussir à conserver de manières optimum, à la fois la réserve folliculaire et sa 

vascularisation, est très séduisante. On peut, en effet, supposer que le rétablissement rapide 

de la circulation systémique dans l’ovaire cryoconservé éviterait les conséquences néfastes 

de l’ischémie initiale rencontrée lors de greffe de fragments de cortex ovarien. 

 

1.5.5.4.2.1. Succès de la transplantation ovarienne  

 

1.5.5.4.2.1.1. Sur ovaire frais 

 

1.5.5.4.2.1.1.1. Chez l’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 thèse.  

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 l’ovulation dans 71,5%, tandis qu’elle l’était dans 50% des 

cas après transplantation hétérotopique, près du museau (Denjean et al., 1982). Aucune 

gestation n’a été obtenue après 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 l’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 

l’œstrus et la sécrétion hormonale n’étaient pas souvent rétablis chez ces brebis 

transplantées, l’anastomose vasculaire devenait souvent non perméable. En transplantant 

de manière orthotopique les ovaires de 5 brebis sur le pédicule ovarien après ovariectomie 

controlatérale, notre équipe a obtenu deux gestations. Cependant, l’analyse des ovaires 

transplantés montrait une diminution très importante de la réserve folliculaire, puisque 

seuls 6% avaient survécu à 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 à sa place initiale chez 4 guenons. Après ovariectomie 

bilatérale, la cinquième guenon a reçu l’ovaire d’une autre guenon, ainsi qu’un traitement 

immunosuppresseur (azathioprime et methylprednisolone). Les 4 guenons ayant reçu l’auto-

transplantation ovarienne furent normalement réglées, avec des dosages hormonaux 

normaux pour 3 d’entre elles. La cinquième 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. Chez la Femme 

 

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

anastomose microchirurgicale a été rapportée pour la première 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 l’avant bras gauche, par 

anastomose à l’artère et à la veine humérale. Dans le même temps, l’ovaire droit avait été 

transposé. Un an après transplantation, l’ovaire gauche était toujours vascularisé. Un 

ovocyte post-mature a pu être ponctionné de cet ovaire. Cependant, l’ovaire natif s’est 

remis à fonctionner, rendant difficile tout interprétation. 

En 2004, Hilders et al. ont eux aussi transplanté un ovaire par anastomose microchirurgicale 

à la partie supérieure du bras gauche d’une patiente de 29 ans atteinte d’un cancer du col de 

l’utérus et requérant une hystérectomie et une radiothérapie (Hilders et al., 2004). 

L’anastomose microchirurgicale était réalisée sur l’artère brachiale et la veine basilaire. 

Après transplantation, le flux sanguin était satisfaisant et la fonction ovarienne (gonflement 

cyclique de la greffe) était toujours présente à 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 sœur 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’artère ovarienne fut suturée à l’artère épigastrique inférieure. La fonction 

hormonale et folliculaire ovarienne fut rétablie. Une puberté se déclencha, avec cycles et 

croissances folliculaires. Au moment de la publication, après un suivi de et 2 ans ½, l’ovaire 

continuait à 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 après transplantation microchirurgicale de 

l’ovaire d’une donneuse de 38 ans à la fonction ovarienne normale chez sa sœur jumelle 

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

fonction ovarienne eut lieu au 101ème jour (règles), et une grossesse survint au 427ème jour. 

La patiente a accouché à 40 semaines d’aménorrhée d’une petite fille de 3600 grammes. Le 

fait que la fonction ovarienne ait mis 3 mois à se rétablir semble indiquer que les follicules 

en croissance ont été détruits par la transplantation. Cette observation, comme l’altération 
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massive de la réserve ovarienne après transplantation d’ovaire de brebis soulèvent une 

question quant aux agressions tissulaires engendrées par le simple fait de transplanter 

l’ovaire. Contrairement aux hypothèses initiales, le rétablissement de la circulation 

ovarienne systémique après anastomose vasculaire ne serait pas aussi effectif et/ou 

protecteur de l’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 l’animal 

 

La cryoconservation de l’ovaire entier a fait l’objet de nombreuses études in-vitro sur des 

modèles animaux. Comme pour l’ovaire frais, l’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 travaux, ils sortent du cadre de notre problématique. 

Chez l’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).  

Cinq 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 sixième étude, réalisée dans 

notre laboratoire, la vitrification, avec comme cryoprotecteur le « VS4 » contenant du 

diméthyl sulfoxide, du formamide et du propylène glycol a été utilisée (Courbiere et al., 

2009). 
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Auteurs Animaux Cryoconservation Résultat immédiat Résultat à long terme 

(Bedaiwy and Falcone, 2007, 
Bedaiwy et al., 2003) 15 brebis lente 

15 anastomoses hétérotopiques 
perméables dont 

6 termino-terminales 

4 termino-latérales 

5 en bouche de poisson 

thrombose de 11 anastomoses (J8-J10) 

4 ovaires : nécrose  vasculaire sporadique 

seuls survivent les follicules primordiaux 

Aucune perméabilité après J10 sur 
l’anastomose en bouche de poisson 

(Arav et al., 2005, Revel et al., 
2004) 8 brebis lente 5 anastomoses orthotopiques 

perméables 

stimulation ovarienne (M1-M4) : 6 ovocytes 
sur 3 brebis 

cycle de P4 rétabli sur 2 brebis (M24-M36) 

(Imhof et al., 2006) 8 brebis lente orthotopiques 

2 thromboses + atrophies ovariennes (M19) 

1 gestation 

survie folliculaire < 7.5% 

(Grazul-Bilska et al., 2008) 4 brebis lente 8 anastomoses hétérotopiques 
perméables 

Développement folliculaire sur 2 ovaires 

3 complexes cumulo-ovocytaires prélevés 
mais échec de fécondation 

(Courbiere et al., 2009) 5 brebis vitrification 5 anastomoses orthotopiques 
perméables 

cycle de P4 rétabli sur 1 brebis (M6) 

3 anastomoses occluses (M12) 

survie folliculaire quasi nulle 

(Onions et al., 2009) 8 brebis lente 

4 anastomoses hétérotopiques 
perméables 

déplétion folliculaire > 90%, inhibine A 
basse, FSH haute 

1 brebis avec anastomose occluse 

1 brebis : ovulation 

4 anastomoses orthotopiques 
perméables 

déplétion folliculaire > 90%, inhibine A 
basse, FSH haute 

1 brebis : ovulation  

(Chen et al., 2006) 12 lapines lente 10 anastomoses orthotopiques 
perméables 

« fracture » du pédicule chez 2 lapines 

fonction ovarienne rétablie sur 10 lapines 

survie folliculaire 74.9% (M6) 

Tableau 6. Tentatives de transplantation d’ovaires cryoconservés chez l’animal. N’ont été inclus dans ce tableau que les 
cas où l’ovaire isolé était cryoconservé et transplanté de manière 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 

à 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 cinq brebis transplantées 

en orthotopique étaient candidates à une gestation. Les résultats en terme de fonction 

ovarienne semblent meilleurs chez la lapine, mais la technique n’a conduit à 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 l’efficacité de leurs protocoles sur des modèles in 

vitro. 

Ainsi, l’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 synthèse d’ADN (incorporation de 

bromodeoxyuridine). La congélation lente a réduit significativement la prolifération cellulaire 

des cellules de l’ovaire et entraîné un décollement de l’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 l’ajout de sphingosine-1-phosphate n’a pas modifié ces résultats, suggérant 

que l’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 synthèse d’AMPc, d’œstrogène 

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 l’ovaire humain (Martinez-Madrid et al., 2004), le cryoprotecteur, du 

propandiol, pouvait ou non être ajouté lors de la préparation de l’ovaire. La 

cryoconservation s’est associée à un œdème cellulaire. Les follicules exposés au 

cryoprotecteur sont apparus rétrécis. La synthèse d’AMPc en réponse à la forskoline, un 

puissant activateur de l’adénylate cyclase, a été perturbée dans les ovaires congelés, que du 

cryoprotecteur ait été ajouté ou non, prouvant l’atteinte de la fonction membranaire. De 

même, la synthèse de stéroïde était abaissée après congélation lente, que du cryoprotecteur 

ait été ajouté ou non. De plus, la capacité de synthèse de stéroïdes par des cellules de 

l’ovaire en culture en réponse à l’hCG était meilleure pour les ovaires frais, les ovaires 

protégés par cryoprotecteurs lors de la cryoconservation synthétisant plus de progestérone 

que 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 à l’évidence pas adaptée. Il apparaît ici que la fonction globale de 

l’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 synthèse d’œstrogène pendant la culture des fragments d’un ovaire a aussi été validée 

par Guerritse et al. pour l’analyse des lésions induites par la cryoconservation d’ovaires 

entiers de bovins (Gerritse et al., 2010). Enfin, ces mêmes auteurs ont utilisé l’analyse du 

métabolisme du glucose/lactate pour déterminer l’implication de l’immersion et de la 

perfusion par du cryoprotecteur lors d’une congélation lente d’ovaires bovins. Ils montrent 

que l’immersion dans le cryoprotecteur protège correctement le cortex, tandis que la 

médullaire reste mal protégée par la perfusion de cryoprotecteur (jusqu’à 70% de médullaire 

non vascularisée), même après une perfusion longue de plus de deux heures (Gerritse et al., 

2011). 
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Les marqueurs fonctionnels dynamiques développés ces dernières années sur des ovaires en 

culture semblent intuitivement bien plus performants que ceux utilisés statiquement juste 

après la décongélation de l’ovaire alors que certaines lésions ne se sont par encore révélées. 

Avec ces nouveaux marqueurs, on se rapproche de la situation in vivo. Cependant, les 

capacités de régénération de l’organe, nécessitant le truchement de l’organisme, sont sous-

estimées. Ainsi, par exemple, les progéniteurs endothéliaux pourraient favoriser la 

réparation d’un l’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 à la tentative de transplantation 

in vivo, et le juge de paix reste la gestation chez l’animal, avant de l’espérer chez la femme. 

 

1.5.5.4.2.1.2.2. Chez la femme 

 

Chez la femme, la taille, la densité et la complexité de la vascularisation ovarienne rend 

l’exposition aux cryoprotecteurs difficile (Donnez et al., 2006). Une technique de congélation 

lente de l’ovaire humain a été décrite par Martinez Madrid et al. (Martinez-Madrid et al., 

2004). Elle consiste à disséquer le pédicule lombo-ovarien en s’étant assuré que la ligature 

du pédicule utéro-ovarien n’entraîne pas d’ischémie ovarienne. Une fois les artères et veines 

identifiées, elles sont coupées et l’artère est cathétérisée et perfusée avec une solution 

cryoprotectrice (Photographie 1). Il est ensuite placé dans une boîte de congélation lente 

Nalgene et l’ensemble est mis au congélateur à –80°C (Photographie 2), ceci permettant 

théoriquement une descente en température de 1°C/min. Après 24 heures, l’ovaire est 

transféré dans l’azote liquide. A la décongélation, les pédicules peuvent être réanastomosés 

à la circulation systémique. 

Ces auteurs ont démontré que la cryoconservation d'ovaire humain avec son pédicule 

vasculaire n'était associée à aucun signe d'apoptose ou d’altération ultra-structurale de 

quelque type cellulaire que ce soit et maintenait la viabilité folliculaire (Martinez-Madrid et 

al., 2007, Martinez-Madrid et al., 2004). Ainsi, d’après l’analyse d’un marqueur de viabilité 

après 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 

l’expose à ce protocole de congélation lente.  

Bedaiwy et al. ont comparé la conservation d’ovaire entier avec son pédicule vasculaire à 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, à l’occasion d’une 

hystérectomie pour maladie bénigne. Avec l’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 manière 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 

qu’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 manière comparable dans l'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 l’âge des patientes et ces 

deux cas ne permettaient pas de tirer de conclusion statistique fiable. De plus, l’hémisection 

de l’ovaire, rendue nécessaire par l’absence de cryotube suffisamment grand pour recevoir 

un ovaire humain entier, a dû perturber le rinçage de l’ovaire. Cela rend les conclusions de 

l’étude non applicable aux programmes de sauvegarde de la fertilité ou une hémisection 

n’aurait pas été réalisée.  
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Si l’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 à ce jour été rapportée chez l’humain. Cette stratégie doit 

être sérieusement discutée. Même si le pronostic de fertilité n’est pas différent avec un ou 

deux ovaires (Lass, 1999), l’ovariectomie semble bien agressive comparée à un prélèvement 

limité de cortex ovarien, quand le traitement gonadotoxique prévu rend probable le retour à 

une fertilité spontanée. 

 

1.5.5.4.2.2. Limites 

 

1.5.5.4.2.2.1. Le risque de réimplantation de cellules malignes 

 

Les cancers à risque sont les mêmes 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 

que 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 l’organe, comme cela a été évoqué devant l’échec d’auto-

transplantations de foies de rat congelés (Ishine et al., 1999). La mise en évidence de lésions 

endothéliales après congélation lente d’ovaires est discutée : les études sur l’ovaire humain 

sont rassurantes (Bedaiwy et al., 2006, Martinez-Madrid et al., 2007), tandis que ce 

protocole aurait altéré l’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 l’endothélium, alors que la simple exposition aux mêmes cryoprotecteurs 

altérerait peu la vitalité endothéliale (Bujan et al., 2001, Song et al., 1995). Ces lésions 



124 

 

seraient donc plus attribuables au processus de congélation (formation de glace intra 

vasculaire) qu’à un effet toxique des cryoprotecteurs, ce qui expliquerait les bons résultats 

fonctionnels obtenus après 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 l’organe. Il faudrait réussir à exposer chaque type cellulaire de 

manière optimum afin d’assurer la meilleur survie de tout l’organe. Cela n’est évidement pas 

possible, l’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 paraît essentiel d’assurer une 

imprégnation de l’ovaire aussi homogène que possible avec les cryoprotecteurs. Cette 

exposition ovarienne se fait classiquement par immersion et par perfusion. Cependant, peu 

d’études se sont penchées sur l’efficacité d’une telle approche. Gerritse et al. ont perfusé 

des ovaires bovins avec de l’encre de chine et retrouvé un taux globale de perfusion de 60%, 

les vaisseaux étant d’autant moins bien vascularisés que leur diamètre était petit et qu’ils 

étaient localisés dans le cortex ovarien (Gerritse et al., 2008). Cette observation est 

préoccupante, la perfusion excluant particulièrement 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 à elle, très mal protégée par 

la perfusion, avec jusqu'à 70% de lésions, malgré plusieurs heures d’exposition (Gerritse et 

al., 2011).  

La Résonance Magnétique Nucléaire a permis l’étude de la diffusion de cryoprotecteurs 

variés (DMSO, butane diol, propylène 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 œufs 

de zebrafish (Hagedorn et al., 1996). Cependant, dans ces études, l’Imagerie par Résonance 

Magnétique n’était pas employée. Cette technologie permettrait d’étudier la répartition 

spatiale des cryoprotecteurs dans l’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 la 

transplantation d’ovaire entier du fait du faible diamètre des vaisseaux. L’échec de cette 

étape compromettrait définitivement la sauvegarde de la fertilité. Cette difficulté est plus 

importante lorsque les vaisseaux à anastomoser sont de diamètres différents. 

Bedaiwy et al. suggèrent que les vaisseaux épigastriques inférieurs seraient le meilleur 

emplacement hétérotopique pour une transplantation ovarienne par anastomose 

microchirurgicale. De plus, l’anastomose vasculaire termino-terminale semble garantir les 

plus grandes chances de perméabilité vasculaire, suivie de l’anastomose termino-latérale. 

L’anastomose en bouche de poisson, nécessaire en cas d’incompatibilité des diamètres des 

vaisseaux à anastomoser, s’associait constamment avec un échec immédiat d’anastomose 

(Bedaiwy and Falcone, 2007). L’absence de congruence des diamètres vasculaires est donc à 

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 l’ovaire controlatéral. Bien que cette technique 

ait aussi été utilisée par Silber et al. dans leur allotransplantation ovarienne (Silber et al., 

2008), elle impose l’ovariectomie.  

 
Figure 6.  Différents types d’anastomoses vasculaires. Celles-ci peuvent être termino-terminales (A), termino-latérales (B) 
ou en bouche de poisson (C) (Bedaiwy and Falcone, 2007). 
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Nous avons vu que l’ovaire peut fonctionner à nouveau après greffe. Il faut donc éviter de le 

retirer et cette stratégie ne doit pas être recommandée. L’impact de la transplantation sur la 

fonction ovarienne est à l’évidence très 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 particulière 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 thèse. 

 

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 succès, l’efficacité de 

cette stratégie reste limitée. Avec une grossesse rapportée chez l’animal, la 

cryoconservation d’ovaire entier n’apporte pas les succès escomptés, du fait d’une double 

inefficacité des protocoles de cryoconservation d’organe et des techniques de 

transplantation microvasculaire. Les deux techniques posent des problèmes en cas de risque 

de métastase ovarienne. Les alternatives explorées, comme la xénogreffe ou la 

folliculogénèse in vitro sont soit inadaptées au projet de conservation de la fertilité, soit 

techniquement difficiles. Une solution novatrice serait de réussir à cultiver l’ovaire in vitro 

afin  d’envisager une folliculogénèse extra-corporelle. 

 

1.5.5.4.2.3.2. Vitrification d’organe entier 

 

Comme nous l’avons vu, la congélation lente pourrait entraîner des lésions endothéliales 

néfastes pour le rétablissement de la fonction de l’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 à la cryoconservation d’organe. Maîtriser la 

cryoconservation d’organe apporterait un bénéfice dépassant de très loin le cadre du 

maintien de la fertilité (Fahy et al., 2006), résolvant, entre autres, bien des problèmes 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 après greffe (Fahy et al., 2009). 

Cependant, ces protocoles imposent la perfusion de fortes doses de cryoprotecteurs 

potentiellement toxiques pour l’endothélium (Wusteman et al., 2002). L’altération 

endothéliale, consécutive à une activation ou à une destruction de l’endothélium, 

s’accompagnerait d’un état pro-thrombotique  (Thuillez and Richard, 2001). Qu’elle soit liée 

à la formation de glace intra-vasculaire ou à un effet toxique des cryoprotecteurs, 

l’altération endothéliale pourrait donc compromettre la survie de l’organe, comme cela 

s’observe en cas de défaillance viscérale (Reinhart et al., 2002). Une prévention de cette 

altération paraît donc nécessaire, comme l’optimisation de la diffusion des cryoprotecteurs, 

afin d’améliorer le pronostic de reprise fonctionnelle. 

Au cours de travaux préalables, grâce à 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, 

propylène glycol) et le « VS4 » (diméthyl sulfoxide, formamide, propylène glycol). Si 

l’exposition à ces cryoprotecteurs n’entraîne 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 être 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 à réduire en adoptant un réchauffement diphasique, 

d’abord lent jusqu’à 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 l’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 l’évitement passe par un 

réchauffement rapide au delà 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 après 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 phénomène de cristallisation au réchauffement a été constamment observé. 

La viabilité et l’aspect histologique des follicules de réserve ont été conservés. Alors que 

l’exposition aux cryoprotecteurs avait respecté l’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). 

Après transplantation d’ovaires vitrifiés, la reprise fonctionnelle n’a été observée que pour 

une brebis sur cinq (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 à 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 l’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 à 

des femmes à haut risque de métastases ovariennes et dont le traitement va certainement 

avoir des conséquences néfastes sur l’ovaire. C’est par exemple le cas des leucémies. Le 

prélèvement d’un ovaire entier serait plus recommandé que le prélèvement de fragment de 

cortex ovarien. Ces ovaires, à risque élevé de métastase, pourraient d’abord être 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 à l’état isolé. 

 

1.5.5.4.3.1. Le rationnel : éliminer le risque oncologique et 

améliorer la néoangiogénèse initiale 

 

Le principe est de réussir à purifier les follicules primordiaux contenus dans le cortex ovarien 

avant ou après cryoconservation. Une fois la maladie guérie, ces follicules primordiaux 

seraient inclus dans une matrice inerte et transplantés en sous-péritonéal. On sait, en effet, 

que les follicules primordiaux résistent bien à 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 à l’autre 

pourrait être nécessaire au bon fonctionnement ovarien. En contrôlant 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 à l’implantation. Enfin, 

purifier les follicules primordiaux aurait l’avantage théorique d’éliminer le risque 

d’autogreffe de métastases (éventuellement contenues dans le stroma ovarien). Des 

follicules primordiaux et primaires isolés pourraient ainsi être cultivés in vitro ou greffés in 

vivo (Dolmans et al., 2006), ce qui fournirait une alternative sûre aux patientes à 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. Folliculogènèse 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, à partir de follicules 

primordiaux et primaires contenus dans le tissu ovarien congelé, une folliculogénèse 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 progrès ont été faits dans le domaine de la maturation et 

la croissance in vitro des follicules primordiaux. A ce jour, chez la souris, une folliculogénèse 

in vitro a été obtenue (Cortvrindt et al., 1996) et des petits sont nés d’ovocytes maturés in 

vitro à partir de follicules primordiaux (Eppig and O'Brien, 1996, O'Brien et al., 2003). 

Cependant, il semble difficile de transposer ces résultats à d’autres espèces (Picton et al., 

2008). A ce jour, une folliculogénèse 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 : l’une met en culture des 

follicules isolés, l’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.  

 

 
Figure 7. Stratégie de culture de follicules primordiaux pour la sauvegarde de la fertilité. Les 
follicules peuvent être cultivés soit isolés (technique menant à l’échec chez la femme), soit dans 
une biométrique comme l’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 deuxième phase de maturation in vitro de l’ovocyte après développement du 
follicule (Johnson and Patrizio, 2011).  

 

Dans la première stratégie, les follicules peuvent être isolés soit mécaniquement soit 

enzymatiquement à partir de tissu ovarien (West et al., 2009). Les follicules immatures sont 
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d’abord cultivés dans une biomatrice comme l’alginate puis les ovocytes des follicules mûrs 

sont prélevés et maturés in vitro jusqu’au stade MII (West et al., 2007, West et al., 2009). La 

croissance de ces follicules cryoconservés, ainsi que leurs propriétés cytosquelettiques 

semblent comparables à celles de follicules non cryoconservés (Barrett et al., 2010). 

Cependant, à ce jour, à 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 folliculogénèse in 

vitro chez la femme que chez la souris ou le rat. La raison tient sans doute dans le temps 

nécessaire à la folliculogénèse, qui est de quelques semaines chez la souris et le rat, tandis 

que 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). Là où une 

culture de follicules primordiaux isolés ne permettait pas de survie folliculaire au delà 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, après 4 semaines de culture (Hovatta et al., 

1997). De fines lamelles de cortex ovarien  (de 0.1 à 0.3 mm) sont coupées et l'excès 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 I et IGF II), 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-être par manque d’inhibiteurs de croissance folliculaire 

contenus dans le stroma excisé. Une atrésie folliculaire progressive apparaît ensuite, comme 

cela est normalement observé in vivo. Après 14 à 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 à obtenir un follicule 

antral après culture en deux étapes, à 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 l’humain (Johnson and Patrizio, 2011). 
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Une troisième stratégie ayant recours à 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 à la problématique du risque de réimplantation de cellules 

malignes. 

Toutes ces stratégies ont pour but de contrôler 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 l’activation folliculaire est désormais mieux comprise 

depuis l’étude de souris Knock Out pour le gène 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’activité mTOR est 

augmentée, dans des souris Knock Out pour Tsc1 et Tsc2, ses principaux inhibiteurs, 

l’ensemble des follicules primordiaux rentre en croissance à la puberté, ce qui aboutit à une 

extinction ovarienne précoce (Adhikari et al., 2010). En inhibant la phosphatase PTEN, 

régulatrice négative de l’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 contrôle de l’entré en croissance des follicules primordiaux apparaît donc 

désormais  presque à porté de pipette. Cependant, l’inibition de mTOR dans du tissu ovarien 

humain par la Rapamycine, un inhibiteur de l’activité mTOR, a abouti à un grand nombre de 

follicules vides, sans que cette disparition ovocytaire ne passe par une atrésie/apoptose 

(McLaughlin et al., 2011). Peut-être qu’un autre mécanisme serait en cause chez l’humain. 

Reste le maintien en croissance des follicules. Celui-ci est contrôlé par la FSH et des 

membres de la famille du TGFβ (Chang et al., 2001, Elvin et al., 2000). La Rapamycine a 

inhibé la croissance folliculaire chez la souris, indiquant que l’implication de cette voie 

métabolique concernait à la fois l’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 folliculogénèse 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 à la transplantation de fragments de cortex ovarien chez les 

patientes à 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 à 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 à 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 être 

sacrifiés, puisque seul des xénogreffes de petite taille sont possibles. Cela soulève des 

interrogations morales. Le praticien devrait exposer clairement à 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. Succès chez la souris  

 

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

souris par Caroll et Gosden. Des follicules primordiaux ont été isolés à la pipette à partir de 
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tissu ovarien digéré par collagénase puis ces follicules ont été cryoconservés par congélation 

lente. Après 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 à plusieurs stades de développement (Carroll and Gosden, 1993). Deux études 

préalables de ces auteurs avait déjà 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 à poursuivre leur développement a été en partie confirmée par des travaux de 

xénogreffe à des souris NUDE et SCID. En effet, une partie de cette thèse s’est attachée à 

l’étude du potentiel de développement de follicules humains primordiaux ou primaires isolés 

sous loupe binoculaire après digestion enzymatique de tissu ovarien frais. Xénogreffés à la 

souris NUDE, ces follicules isolés ont pu poursuivre leur développement pendant une 

semaine (Dolmans et al., 2007). Après stimulation par de la FSH recombinante, une greffe 

plus longue (6 mois) à des souris SCID a même permis d’observer le développement de 

certains follicules jusqu’au stade antral (Dolmans et al., 2008). Etonnamment, après 

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 l’origine embryologique. Des travaux de Van Blerkom 

et al. avaient déjà attribué aux cellules granuleuses un caractère vasculaire (Antczak and Van 

Blerkom, 2000). L’équipe a néanmoins remarqué que la capacité de revascularisation de 

cellules ovarienne xénogreffées à la souris NUDE dépendait de l’ajout ou non de cellules 

CD34+, étayant l’hypothèse d’une contamination (Dath et al., 2011). Quelle qu‘en soit 

l’origine, ces cellules montrent une capacité étonnante d’adaptation et de croissance. Ces 

observations feraient de la greffe de follicules isolés une alternative possible à la greffe de 

fragments, pour les patientes à 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 problème principal reste la purification d’un grand nombre de follicules primordiaux, 

casse-tête non encore résolu. La digestion enzymatique tâtonne même s’il semble que la 

libérase soit préférable aux collagénases (Dolmans et al., 2006). Pour toute application 

clinique, il est de toute façon préférable d’utiliser des enzymes purifiées, comme la libérase, 

plutôt que de la collagénase brute, c'est-à-dire du surnageant de culture de Clostridium 

histoliticun. La première libérase blendzyme 3 n’étant plus produite, une nouvelle étude 

vient d’être menée sur la libérase DH, compatible avec une utilisation clinique. Ce nouveau 

mélange de collagénase I et II et de protéases neutres, toutes purifiés, semble donner des 

résultats comparables à la collagénase classique, au regard de la structure folliculaire en 

microscopie électronique et de leur viabilité immédiate ou après 7 jours de culture en bille 

d’alginate. Cependant, seuls 37 % des follicules survivaient à 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% à 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 à la micro-pipette en pipetant à la bouche sous l’objectif d’une loupe 

binoculaire (Photographie 3). 

 

1.5.5.4.3.3.2. Sécurité néoplasique 

 

Comme nous l’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 empêcher toute transmission néoplasique. Le 
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problème subsiste si ces cellules proviennent d’une contamination par des cellules 

stromales. Rien n’empêcherait alors une contamination par des cellules néoplasiques 

isolées. Cependant, l’inoculum cellulaire semble suffisamment faible pour ne pas être visible 

sous loupe binoculaire. De plus, ces cellules transformées et affaiblies par la digestion 

enzymatique seraient exposées directement au système immunitaire et possiblement 

éliminées. Ainsi, l’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 à une mise en place anormale de l’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 à la 

quantité de follicules qu’il faudrait replacer pour assurer une reprise fonctionnelle durable.  

Selon les estimations, le capital folliculaire de jeune fille est de 400 000 follicules 

primordiaux à la puberté tandis qu’il serait de 400 à la ménopause. On peut donc estimer à 

plusieurs milliers ce nombre de follicules nécessaires. Les publications rapportant l’isolation 

de follicules à partir d’ovaire humain ont en moyenne réussi à isoler de l’ordre d’une 

centaine de follicules primordiaux ou primaires par patiente (Vanacker et al., 2011). Le 

recueil fastidieux à la pipette sous loupe binoculaire n’est, à l’évidence, pas adapté à une 

application clinique. Rien ne dit que la digestion le soit plus, puisque qu’en se limitant à 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-pubère) méritent 

des progrès  

 

Après les accidents, le cancer est la deuxième cause de mortalité chez l’enfant de moins de 

14 ans (Siegel et al., 2012). Les progrès thérapeutiques ont permis une augmentation 

spectaculaire du taux de rémission et de survie après cancer de l'enfant. Ces progrès ont été 

possibles par une meilleure maîtrise de la toxicité immédiate des traitements anticancéreux. 

Cependant, la toxicité tardive, en particulier gonadique, n’a que très tardivement été 

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

 

Les filles ont un capital folliculaire très 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 particulièrement 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 

l’urgence du traitement ou parce que l’hyperœstrogènie 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, l’autoconservation de 

tissu ovarien consiste à sauvegarder la fonction de l’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 à 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 l’ischémie initiale des fragments qui, avec l’activation folliculaire, 

dépeuple rapidement ces greffes de leurs follicules primordiaux. Deux alternatives ont été 

proposées pour palier ces problèmes : l’isolation des follicules primordiaux et la 

conservation d’un organe entier pour auto-transplantation microvasculaire. Dans la suite de 

cette thèse, 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 l’ovaire est 
perfusé par une solution 
cryoconservatrice.  

Photographie 2. Boîte de 
congélation lente. 

Photographie 3. Récupération des follicules 
primordiaux, après digestion enzymatique de 
l’ovaire,  par pipetage à la bouche sous 
loupe binoculaire. 

Photographie 4 et 5. 
Comparaison de survie d’une 
greffe d’ovaire entier (4) à une 
greffe de follicules primordiaux 
dans un coagulât 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 dû bénéficier de plusieurs greffes successives. De plus, 

l’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 à 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 à partir du cortex ovarien humain était possible et que l’intégrité membranaire et 

l’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 thèse était l’étude du potentiel de 

développement de ces follicules isolés dans un modèle de xénogreffe et de la faisabilité de 

l’isolation folliculaire. 

 

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

 

Le rétablissement de la fertilité après 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 entraîner des lésions 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 première tentative d’auto-transplantation d’ovaire entier vitrifié à 

l’aide de « VS4 » n’a pas permis de rétablir la fertilité chez la brebis, alors que des agneaux 

sont nés chez les témoins après auto-transplantation d’un ovaire frais. L’autre objectif de 
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cette thèse était donc d’évaluer l’intérêt et les limites de la vitrification en cryoconservation 

d’ovaire entier. 

 

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

 

La vitrification étant sensée protéger les vaisseaux des lésions induites par la prise en glace, 

une première 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, l’ovaire entier étant exposé par perfusion, une deuxième étape était 

d’estimer l’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 à la congélation lente 

en terme de reprise de fonction ovarienne et de gestation, une troisième étape consistait à 

optimiser le protocole de vitrification en utilisant le cryoprotecteur « VM3 » et de le 

comparer in vivo à la congélation lente. 
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3. MATERIELS ET METHODES 
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Cette Thèse 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 l’Université Catholique de Louvain. Elle 

a été réalisée en collaboration avec Wu Yuan Yuan, Anne Van Langendonckt et Marie 

Madeleine Dolmans, grâce à trois bourses (Fondation Martine Midi, CNGOF et Télévie). Pour 

les deux premières parties du travail, les greffes avaient déjà été réalisées avant mon arrivée 

dans le laboratoire. J’ai donc bénéficié du produit de ces greffes. Ma contribution au travail a 

concerné l’exploitation histologique de ces greffes par les analyses mentionnées. 

 

3.1.1. Methodologie 

 

Dans la première partie du travail, pour comparer la survie et la croissance folliculaire après 

greffe à 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 après 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 mêmes 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 l'activité proliférative des 

follicules greffés par marquage histologique anti-Ki-67, et (4) analyse de l’origine d’espèce 

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 deuxième partie du travail avait pour objectif d’évaluer et comparer la capacité de 

développement à long terme de follicules isolés soit par collagénase brute soit par 

collagénase purifiée. Des souris SCID ont donc reçu une greffe de follicules humains isolés à 

l’aide de Collagénase 1A brute dans la bourse ovarienne gauche et une greffe de follicules 

humains isolés à 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 l'activité proliférative des 

follicules greffés par marquage histologique anti-Ki-67, et (3) analyse de l’origine d’espèce 

des cellules de la greffe par marquage histologique spécifique anti-vimentine humaine 

(marqueur de cellules stromales). 

 

La troisième 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 après 

greffe de follicules prmordiaux isolés. Il comportait trois parties : (1) étude des mécanismes 

aboutissant à 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 après greffe à long terme de follicules isolés. 

 

Les analyses suivantes étaient prévues sur ces greffes : (1) Analyse du développement initial 

des follicules isolés après 3 et 7 jours de greffe à des souris SCID ou sur membrane chorio-

allantoïdienne d’embryon de poulet. L’étude de l’angiogénèse reposait sur des 

immunomarquages anti-CD34. L’analyse de l’activation folliculaire incluait des 

immunomarquages anti-Ki67 et anti-Proliferative Nuclear Cell Antigen (PCNA). Pour analyser 

l’apoptose, un immunomarquage anti-Caspase 3 et une analyse par TUNEL étaient prévus. 

(2) Analyse de la nature du néostroma après 3 semaines de greffe de follicules isolés 

humains à des souris SCID. L’origine d’espèce des cellules devait être confirmée par FISH 

avec sondes spécifiques humaines (Chromosomes X et Y) et murine (COT-1-DNA) et par 

immunomarquage spécifique anti- 2 microglobuline murine et anti-vimentine humaine 

(marqueur de cellules stromales). La spécificité vasculaire devait être analysée par double 
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immunomarquage anti-CD34 murine et humaine. Enfin, les propriétés de ce nouveau tissu 

stromale devaient être analysées après 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 à des souris SCID. La maturité des cellules thecales 

devait être analysée par immunomarquage anti-17 -hydroxylase et anti-récepteur à la LH. 

Pour l’analyse de la proliferation cellulaire, des immunomarquages anti-Ki67 et anti-PCNA 

étaient prévus. La maturité des cellules granuleuses devait être analysée par des 

immunomarquages anti-récepteurs à la FSH, anti-récepteurs aux œstrogènes, et anti-

hormone anti müllerienne. Un immunomarquage anti-zona pellucida proteins (ZP1, ZP2, 

ZP3, and ZP4) devait verifier l’intégrité de la zone pellucide. 

 

3.1.2. Prélèvement 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 l’Université Catholique de Louvain. Des biopsies ovariennes ont été 

réalisées après signature d’un consentement éclairé. Ces patientes bénéficiaient d’une 

cœlioscopie pour la maladie gynécologique bénigne.  

 

Dans la première 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 prélèvements grâce 

à des ciseaux chirurgicaux et la corticale ovarienne a été séparée en trois groupes. Dans le 

groupe 1, 1 mm3 de tissu a été immédiatement fixé dans du formaldéhyde de 4 % (contrôle). 

Dans le groupe 2, 1 mm3 a été placé dans du MEM-HEPES de 4°C jusqu'à transplantation. 

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

 

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

4 °C. Le supernageant a été conservé. 

 

3.1.3. Isolation folliculaire 

 

Les follicules ont été isolés selon le protocole déjà décrit dans le laboratoire (Dolmans et al., 

2006). Le cortex ovarien a d’abord été émincé à l’aide d’une machine à sectionner, ajustée à 

0.5 mm (McIlwain Tissue Chopper, Laboratoire Mickle, Guildford, Royaume-Uni). En moins 

de 5 minutes, la biopsie a été réduite en fragments de 0.5 × 0.5 × 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 à 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 arrêter la 

digestion, 10 ml de PBS froid complété à 10% avec du sérum de veau foetal (FBS, Sigma) 

étaient ajoutés. 

 

Le produit de digestion a alors été centrifugé à 50 g pendant 10 minutes à 4 °C et le culot 

resuspendu dans du PBS avec 10 % FBS. L’ensemble a été versé dans des boîtes de Petri et 

examiné sous loupe binoculaire (Leica, Van Hopplynus, Bruxelles, Belgique). Les follicules ont 

été aspirés un à un à la micropipette de 130 μm (Flexipet, Cook, l'Irlande) et lavés trois fois 

dans du PBS avec 10 % FBS. 

 

3.1.4. Elaboration du polymère de fibrine  comportant les follicules isolés 

 

Après 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, à l’aide d’une 

micropipette, sous loupe binoculaire. La coagulation a été induite par l’ajout de 20 μl de  

chlorure de calcium à 25 mM, suivie par l'incubation à 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 à 70% de 

ces follicules isolés. Les follicules isolés étaient pour 4% inférieurs à 30 μm, pour 20% entre 

30 et 40 μm, pour 61% entre 40 et 50 μm, pour 15% entre 50 et 100 μm, et la proportion de 

follicules > 100 μm était négligeable. 

 

3.1.5. Xenogreffe à la souris 

 

Pour la première expérience, 12 souris NUDE femelles de 6 à 10 semaines (Laboratoires 

Charles River, Bruxelles, Belgique) ont été opérées. 

 

3.1.5.1. Anesthésie, soins à 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 l’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 à la bétadine. L’opération était réalisée 
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sous hote à 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’être 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 à court terme entre fragments et follicules isolés greffés, les souris 

NUDE ont été gardées 7 jours. 

Pour l’étude du développement à long terme des follicules isolés greffés, les souris SCID ont 

été gardées 5 mois puis ont eu une stimulation ovarienne par 7,5 UI 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 à 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 à 4%, déshydratés selon le protocol classique, incorporés dans de la paraffine 

et coupés à 5 μm 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 à la fois des cellules applaties et cuboïdales. Les follicules primaires avaient une 

couche de cellules granuleuses cuboïdales tandis que les follicules secondaires avaient au 

moins deux couches de cellules granuleuses cuboidales. Les follicules antraux précoces 

mesuraient 200 μm 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 50μm pour éviter de 

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

 

3.1.7.2. Immunohistochimie 

 

Les lames étaient déparaffinées à l’aide d’Histosafe (Yvsolab SA, Beerse, Belgique) et 

réhydratées dans du propan-2-ol (Merck). L'activité peroxidase endogène a été inhibée en 

incubant ces lames dans de l’H2O2 à 0,3% (Merck) pendant 30 minutes à température 

ambiante. L’épitope était démasqué par incubation dans du tampon citrate pendant 75 

minutes à 98°C, avant incubation dans du sérum de chèvre pendant 30 minutes pour 

bloquage des sites de liaison non spécifiques. Une fois faite l’incubation avec les anticorps, la 

Diaminobenzidine (Dako) a été utilisée comme révélateur et les noyaux étaient 

contremarqués par de l’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 antigène nucléaire associé à la 

prolifération cellulaire et présent pendant les phases G1, S, G2 et le M, mais absent chez les 

cellules au repos (G0) (Hall and Levison, 1990). Les lames ont été incubées une nuit à 4°C 

avec un anticorps primaire IgG de lapin anti- Ki-67 humain dilué au 1:250 (A0047, Dako, 

Glostrup, le Danemark). L’anticorps secondaire était un anti-lapin de chèvre (Dako, K4003), 

incubé 60 minutes à température ambiante. De l’endomètre prolifératif humain a été utilisé 

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

 

3.1.7.2.2. Marquage par Inhibine-α 

 

Pour faciliter l'identification de follicules, un marquage immunohistochimique de l’Inhibine-α 

a été pratiqué. L’inhibine a deux isoforms, A et B, avec la même sous-unité α, mais deux sous 

unités β. La sous-unité α est détectée dans les cellules granuleuses des follicules à tout stade 

(Bristol and Woodruff, 2004). Les lames ont été incubées une nuit à température ambiante 

avec un anticorps monoclonal primaire IgG de souris anti-Inhibine α humain dilué au 1:10 

(MCA 951S, Serotec, Oxford, le Royaume-Uni). L’anticorps secondaire était un anti-souris de 

chèvre (1:2 dilution, Dako, K4000), incubé 60 minutes à température ambiante. Du tissu 

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

 

3.1.7.2.3. Marquage par Vimentine 

 

Pour analyser la spécificité d'espèce 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 à température ambiante avec un anticorps 

monoclonal primaire IgG1 de souris anti-vimentin humaine dilué au 1:50 (clone V9, 

Novocastra, Newcastle, le Royaume-Uni). L’anticorps secondaire était un anti-souris de 

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

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

 

3.1.7.3. Hybridation Fluorescente in situ 

 

L’origine d’espèce 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. À 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 5μm ont été déparaffinées, deshydratées dans 

l’éthanol et séchées à l’air. Elles ont ensuite été traitées par 0,2 M HCl pendant 20 minutes 

puis par 1 M NaSCN dans 2 × SSC à 80 °C pendant 30 minutes. Après le lavage (2 × SSC), les 

coupes ont été digérées de 0.25 mg/ml proteinase K (Sigma) pendant 3 minutes à 45°C et 

refixées pendant 10 minutes dans le paraformaldéhyde de 4%. Pour dénaturer l’ADN, les 

lames ont été immergées dans du formamide à 70% (2 × SSC) à 72°C pendant 5 minutes, et 

laissées sécher à l'air. Nous avons eu recours à un cocktail de sondes d'ADN CEP X/Y, utilisé 

selon les recommandations du fabricant (Vysis, Downers Grave, IL, USA). Après avoir incubé 

une nuit à 37°C, les lames ont été lavées dans 2 × SSC contenant du NP40 à 0,3% à 45 °C 

pendant 5 minutes puis à 73 °C pendant 2 minutes. Finalement, elles ont été séchées à l'air 

et montées sous Vectashield (Laboratoires Vector) contenant du 4',6-diamidino-2-

phenylindole (DAPI). 

Pour la lecture des lames, un microscope à fluorescence Axioskop 40 (Zeiss, Oberkochen, 

Allemagne), équipé d’une caméra (Deltapix, Lumenera Corporation, Ottawa, Ontario, 

Canada) a été utilisé. Deux photographies d’un même champ, avec deux filtres différents, un 

pour le spectre bleu du DAPI, l’autre pour le spectre vert du signal du chromosome X humain 

ont été réalisées. 

 

3.1.8. Analyses statistiques 
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Le logiciel SPSS 11.5 (Chicago, IL, les USA) a été utilisé. L'analyse statistique a été faite en 

modèle linéaire général. Une ANOVA unilatérale a été utilisée pour comparer les variables 

quantitatives, tandis qu’un test de χ2 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 après 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 l’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 (MgSO4), 160 mg/L (1.18 mM) de phosphate de potassium 

monobasique anhydre (KH2PO4), 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 

7.4±0.05 avec environ 747.7 mg/L (1.87 mm) d'hydroxyde de sodium anhydre (NaOH). 

L’osmolarité moyenne a été calculée à 307.8 mosmol/L. Parmi les expériences, l’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’âge, avec leur pédicule vasculaire remontant jusqu’à la face 

dorsale de l’aorte, ont été prélevés à l’abattoir, placés dans du milieu de Krebs-Henseleit 

modifié, transportés au laboratoire et gardé à 10°C. Les ovaires ont été isolés un à un : le 

mesoovarium a été soigneusement excisé. Après ablation des restes de tissu conjonctif, les 

vaisseaux sanguins accessoires (habituellement deux par pédicule ovarien) ont été liés à leur 

origine, par des points de nylon (Prolene 6-0, Ethicon, Issy Les Moulineaux, France), 

empêchant toute fuite artérielle. L'artère 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 (IC95% 1,86-1,96), a alors été rincé pendant 1 minute avec 

1 ml de sérum physiologique hépariné à 20 IU/ml (Héparine Choay, Sanofi, Paris, France) 

pour vérifier l'absence de fuite et chasser le sang macroscopiquement visible dans les 

vaisseaux sanguins. La préparation finale était seulement composée de l'ovaire, de son 

artère et de sa veine isolées. Celle-ci a été conservée à 10°C dans le milieu de Krebs-

Henseleit modifié. Les expériences commençaient quand quatre ovaires étaient disponibles. 

Deux sessions d’expériences, chacune utilisant quatre ovaires, ont été conduites chaque 

jour. Les ovaires étaient perfusés grâce à une pompe péristaltique à 4 voix (Minipuls 2 

Peristaltic Pump, Gilson, Villiers Bel, France), à 0,35 ml/minute, comme décrit 

précédemment (Courbiere et al., 2009, Courbiere et al., 2006). Toute solution perfusée à 

l’ovaire était héparinée à 20 IU/ml (Héparine Choay) et filtrée à 0,22 μm (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, à 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, Montluçon, France), ainsi qu’avec d'autres composés spécifiques nécessaires à 

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

perfusé à l’ovaire 

 

Après marquage par MTT, le cathéter et les vaisseaux sanguins accessoires avec leur ligature 

ont été excisés à 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 l’ovaire. Le 

pédicule ovarien était sectionné au niveau du hile ovarien puis coupé en trois parties. 

L'ovaire a été hémi-sectionné sagittalement en commençant par le hile ovarien, permettant 

de l’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 à 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 

grâce à 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 

l’expérimentateur, ainsi que la largeur de l’Histocassette (échelle reproductible de 28 mm) 

photographiée en même 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 l’histocassette mesurée sur la même 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 (près du hile) a été placée dans 10 ml d'éthanol absolu (Hexalab, le Saint 

Fons, France) pendant 1 jour à température ambiante pour permettre au colorant de se 

dissoudre. Après séchage à 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 à 564 mm dans une cellule Hellma de 1 cm dans la longueur (Hellma 

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

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

 

L’analyse histologique visait à évaluer qualitativement le marquage par MTT. Une des 

moitiés de l'ovaire et le segment moyen du pédicule ovarien ont été placées 

individuellement dans des cryomolds (Tissu-Tek) remplis avec de l’OCT Tissue-Tek (Tissu-Tek) 

et congelés dans de l’iso-pentane refroidi par azote liquide (le tout provenant d'Interchim). 

Des coupes congelées de 4 μm d'épaisseur ont été faites grâce à un cryostat (CM850, Leica 

Microsystems, Nanterre, France) et déposées sur des lames SuperFrost/Plus (Menzel-Glaser, 

Braunschweig, Allemagne). Après séchage à l'air pendant 30 minutes à température 

ambiante, les lames ont été fixées pendant 30 secondes par du formol à 10%, tamponné à 

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 l'azote liquide ou 

dans du milieu Krebs-Henseleit modifié chauffé à 53°C ou 65°C, puis ramenés à 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 même façon, mais n’avaient pas été 

exposés précédemment aux agressions physiques. Un ovaire de chaque brebis a été alloué 

au groupe étudié, l'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 l'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 l'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 à deux facteurs croisés. De même, en 

utilisant ce même plan expérimental à deux facteurs croisés, des ovaires (10 par condition) 

ont été exposés au MTT avec ou sans 10 mM de D-glucose et/ou 300 μM d’azoture de 

sodium. Pour chaque paire d'ovaires, un ovaire était exposé à un modulateur métabolique 

(le sodium pyruvate ou l’azoture de sodium) et l'autre ne l'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 μM de 

chlorure de diphenyleneiodonium (DPI, le Caïman, Tallinn, l'Estonie) à 0.3 % (v/v) dans du 

diméthyl sulfoxide (DMSO), utilisant un plan expérimental à 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 même quantité de DMSO a été ajoutée aux témoins. Pour chaque 

paire d'ovaires, un ovaire a été exposé à DPI alors que l'autre ne l'était pas, les deux ovaires 

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

 

3.2.2.3. Effet de l’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 même journée. Par conséquent, seules deux paires d'ovaires 

par jour ont été étudiées, c'est-à-dire deux ovaires exposés et leurs contrôles perfusés. Les 

ovaires de 20 paires ont été répartis entre une exposition au « VS4 » suivi d’un rinçage 

(groupe étudié) ou une perfusion de Krebs-Henseleit modifiée, à température ambiante, 

pendant le même temps (groupes témoins). Dix des ovaires exposés au « VS4 » ont été 

soumis à la vitrification/réchauffement entre l'exposition au « VS4 » et rinçage. 

 

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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propylène glycol, en quatre étapes de concentrations croissantes (12.5 % pendant 5 minutes 

à température ambiante (TA), 25 % pendant 5 minutes à TA, 50 % pendant 15 minutes à 4°C 

et 100 % pendant 15 minutes à 4°C), jusqu'à  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 KCl (Merck), 0,4 mM de MgCl2, 0,05 mM CaCl2, 7,2 mM de K2HPO4 (Merck), 180 

mM de dextrose, 5 mM de L-glutathion réduit (Caïman) et 1 mM d'adénine (Amresco, Solon, 

OH, USA). 

Pour le rinçage des cryoprotecteurs, les ovaires ont été immergés et perfusés à 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 Lavoisier, 

Paris, France), suivi par un rinçage 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 

Ethylène Vinyl Acétate (EVA, Macopharma, Mouveaux, France) contenant 10 ml de VS4 à 

100 %, en évitant la formation de bulles d'air. La vitrification a été réalisée par l'immersion 

horizontale dans l'azote liquide, où les sacs ont séjourné jusqu'au réchauffement. Le délai 

minimal de présence dans l’azote liquide était de 15 minutes. Les ovaires vitrifiés ont alors 

été lentement réchauffés par convection naturelle dans des vapeurs d'azote liquide jusqu'à -

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 à 45°C, jusqu'à ce que l'ovaire atteigne la température de -5°C. Les ovaires ont été 

placés sur un lit de glace et le rinçage 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 grâce à la version 11.0 du logiciel Stata (Stata Corp., College 

Station, TX, USA). La moyenne et l’intervalle de confiance à 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, l’azoture de sodium, et le DPI) a été analysé par ANOVA de deux 

facteurs croisés. Les effets de lésions tissulaires ou de l'exposition ou de la vitrification au 

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

Pour l’analyse uni- et multi-variée du marquage ovarien par perfusion, les ovaires ont été 

classés en fonction de l’existence ou non de zones non marquées sur la surface de leur 

tranche. Les paramètres des deux groupes ont été comparés par le test de Mann-Whitney 

pour les variables quantitatives et par le test du χ2 pour les variables qualitatives. Celles dont 

la différence n’était pas due au hasard au risque α de 0,2 en analyse uni-variée ont été 

intégrées dans un modèle de régression logistique descendant, afin d’identifier les facteurs 

indépendamment associés à 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 à réduire au minimum le risque 

de zones non marquées a été étudiée en séparant les ovaires en dix sous-groupes dans 

l'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 l’étude a été effectuée en équipe, avec Delphine Vertu Ciolino, Myriam 

Momier, Claire Mazoyer, Jacqueline Lornage et Bruno Salle. Elle s’est déroulée à l’institut 

Claude Bourgelat, Ecole Vétérinaire de Lyon, en respect de la législation sur 

l’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 

même brebis, l’ovaire droit a été retiré et l’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 

modèle ovin a été choisi parce que l’ovaire de brebis ressemble à l’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 l'École Vétérinaire de Lyon. 

 

3.3.1. Description de la population de brebis 

 

Douze agnelles Ile de France âgées de 6 à 9 mois ont été achetées par l’Institut Claude 

Bourgelat de l’Ecole Vétérinaire de Lyon. Le protocole d’étude a été accepté par le comité 

d’éthique de l’Ecole Vétérinaire (ENVL n°0804). 

Nous avons donc constitué 2 groupes de 6 brebis chacun : 

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

 Groupe 2 (n = 6) : Cryoconservation par vitrification. 

Notre protocole comportait 2 interventions successives sur chaque brebis. La première 

consistait à prélever l’ovaire gauche puis à le cryoconserver le plus rapidement possible pour 

limiter la durée de l’ischémie chaude. La seconde intervention se déroulait 3 à 6 semaines 

plus tard pour des raisons de rétablissement de la brebis. Elle consistait en l’ablation de 

l’ovaire droit suivi de la réanastomose microchirurgicale de l’ovaire gauche décongelé ou 

réchauffé sur les vaisseaux lombo-ovariens droits. 

 

3.3.2. Chirurgie initiale : prélèvement de l’ovaire gauche 

 

Les prélèvements 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 à jeun 48 h avant le geste, comme pour tout ruminant. L’induction de l’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 reçu une anesthésie au gaz Isoflurane 1% 

tout au long de l’intervention. Elles ont été positionnées en décubitus dorsal avec les 4 

membres maintenus par des sangles. L’asepsie de la paroi abdominale était réalisée à la 

Bétadine dermique après 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 façon rétrograde pour permettre de longer le pédicule lombo-ovarien jusqu’à 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 à préserver la vascularisation de la trompe et à ne pas léser le pédicule vasculaire de 

l’ovaire. L’artère et la veine lombo-ovariennes ont ensuite été clampées et sectionnées aussi 

proche que possible de leur insertion aortique, pour permettre le prélèvement du transplant 

ovarien (Photographie 6). 

 

 
Photographie 6 : prélèvement de l’ovaire 
gauche. 

 

Après prélèvement, l’ovaire a été plongé dans l’X-Vivo (Lonza, Verviers, Belgique) et l’artère 

a été canulée avec un cathéter de 24 Gauges fixé par un fil de Prolène 5-0 (Ethicon, 

Johnson&Johnson, Somerville, NJ). L’ovaire a ensuite été doucement rincé à la main avec 3 

ml de solution saline à 0,09% (Eurobio, Les Ulis, France) héparinée à 20 UI/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 grâce à 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 dû 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 à température ambiante avec une solution à 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’Ethylène 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 

l’explosion au cours de la congélation (Photographie 7). L’abaissement de la température de 

l’échantillon a été réalisé dans une enceinte Minicool (Air Liquide Santé, Puteaux, France) 

fonctionnant à l’azote liquide. La poche EVA a été passée de la température ambiante 

jusqu’à -7°C à la vitesse de -2°C/minute. L’induction de la nucléation a été induite par un 

seeding grâce à l’apport de frigories à -24°C dans l’enceinte. Après équilibration de la 

température, le refroidissement s’est poursuivi jusqu’à -35°C à la vitesse de -2°C/minute. 

Enfin, la descente jusqu’à -150°C s’est faite à -25°C/minute, puis la poche EVA a été plongée 

dans l’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 l’ovaire congelé a été placée 1 minute dans 

des vapeurs d’azote pour éviter le choc thermique puis réchauffée dans un bain d’eau à 45°C 

jusqu’à disparition complète de la glace. L’ovaire sorti de la poche d’EVA, les cryoprotecteurs 

ont été rincés par perfusion à 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 premières 

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 dernière génération 

de solution cryoprotectrice associant, entre autres, DMSO (jsuqu’à 2,86 moles/litre), 

éthylène glycol (jusqu’à 2,71 moles/litre), formamide (jusqu’à 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 à des concentrations 

progressivement croissantes pendant que la température était progressivement abaissée de 

façon 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 système 

permettant son immersion et sa perfusion. Sa température est passée de 10°C à -3°C en 18 



164 

 

mn tandis que les concentrations de « VM3 » de l’immersion et de la perfusion sont passées 

de 2 à 5 moles/litre. La perfusion s’est ensuite poursuivie 10 mn avec du « VM3 » à 5 

moles/litre (60%) à -3°C, puis 20 mn avec du « VM3 » à 8,4 moles/litre (100%) à -3°C (Fahy et 

al., 2004). Au total, l’imprégnation ovarienne durait 48 minutes. Enfin, l’ovaire entier a été 

introduit dans une poche en EVA avec 10 ml de solution de « VM3 » à 8,4 moles/litre. Puis, la 

poche EVA a été scellée sans bulle d’air et ensuite directement plongée dans l’azote liquide. 

Les ovaires vitrifiés à réchauffer ont été ramenés à 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’à -133°C, température de transition vitreuse (Tg) supposée des 

tissus ovariens exposés au « VM3 », par analogie à celle du « VS4 », cela pour éviter les 

fracture du verre. Un ovaire témoin avec termocouple nous permettait d’être précis sur la 

température, en temps réel. Ensuite, le sac d’EVA contenant l’ovaire vitrifié a été réchauffé 

rapidement jusqu’à 0°C dans un bain à 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 à -3°C avec une 

solution de « VM3 » à 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’à 1 M (12%) et celle du mannitol à été annulée, tandis que la température 

augmentait progressivement de -3°C à 20°C. Au total, le rinçage des cryoprotecteurs a duré 

40 minutes. Après ce rinçage, l’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) (6greffes) 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 à celles de la première 

intervention. En parallèle de la décongélation ou du réchauffement de l’ovaire gauche, 

l’ovaire droit et son pédicule ont été disséqués jusqu’à la région lombaire en respectant la 

trompe et sa vascularisation. Après que la brebis a reçu un bolus de 5000 UI 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’à la fin de l’intervention. La transplantation ovarienne a donc été 

orthotopique, réalisée sur l’artère et la veine ovarienne droite, de façon 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, l’artère ovarienne a été déclampée seule pour 

objectiver le remplissage artériel jusqu’à l’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 l’artère. L’ovaire et son pédicule 

ont alors été refixés à la trompe de façon 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 l’azote liquide. 

   

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

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

 

 

Après 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 à 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-stéroïdien (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 

l’anastomose 

 

Les critères de réussite immédiate des anastomoses ont été la recoloration de l’ovaire par le 

flux artériel et le test de perméabilité des sutures. Le remplissage veineux à ainsi été 

surveillé après déclampage séquentiel de l’artère 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 à 4 fois supérieur à celui de l’artère, la qualité du flux artériel 

n’aurait pu être objectivée. 

Le test de perméabilité a vérifié le caractère antérograde du flux vasculaire à 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 relâchait la pince située en 

amont de la suture. Si le vaisseau se remplissait au-delà de la suture, cela confirmait la 

perméabilité de l’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 mâle favorise 

l’intensité et la durée de l’activité ovarienne. Nous avons sélectionné un mâle ayant déjà 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 l’intérêt 

du bélier. 

 

3.3.5.3. Dosage d’œstradiol et de progestérone 

 



168 

 

La progestérone est sécrétée par le corps jaune formé par la différenciation des cellules du 

follicule après l’ovulation. Elle est donc un véritable marqueur de l’ovulation. 

Les brebis ont donc bénéficié de prélèvements sanguins par la veine jugulaire 2 fois par 

semaine, à partir du deuxième mois après la transplantation, pour doser la progestérone 

sérique. 

La progestérone a été mesurée avec le kit Vidas Progestérone (Biomérieux, Marcy l’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 à 1 ng/ml était considéré 

comme une preuve de corps jaune fonctionnel, et donc du développement folliculaire 

jusqu’à l’ovulation (Amir and Gacitua, 1987). 

En l’absence de reprise fonctionnelle spontanée de l’ovaire sur les dosages biologiques, 

celle-ci a été stimulée par synchronisation. Chez les brebis, l’involution des corps jaunes peut 

être 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 synthèse qui n’interfère pas dans le dosage de la progestérone 

sérique. Au retrait des éponges, l’ovulation a été déclenchée par une injection de 500 UI 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 l’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 l’utérus. 

Les agneaux nés après 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 décès accidentel d’une brebis transplantée, l’appareil génital était prélevé et 

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

 

Environ deux ans après transplantation, les brebis survivantes ont été sacrifiées par injection 

létale. Une troisième laparotomie a été réalisée, l’anatomie de l’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 5μm) et les lames ont été 

colorées par hématoxyline-éosine-safran, et examinées au microscope au grossissement × 

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-à-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 grâce à la version 11.0 du logiciel Stata (Stata Corp., College 

Station, TX, USA). La moyenne et l’intervalle de confiance à 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 statistiquement significatif. 
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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 à l’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 même que la possible application d’une telle stratégie 

pour la sauvegarde de la fertilité. Afin de répondre à ces questions, des follicules isolés 

avaient été xénogreffés à des souris immunodéprimées juste avant ma venue dans le 

laboratoire. Ma participation a concerné l’exploitation de ces greffes pour les deux premiers 

articles présentés ci-dessous. Ces expériences ayant montré des résultats étonnants, 

concernant notamment l’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 à 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 à 177) a été obtenue par patiente, le délai entre prélèvement et greffe 

étant en moyenne de 5 heures. Douze souris ont ainsi pu être greffées pendant 7 jours avec, 

d’un côté, un fragment de cortex, et de l’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 après sacrifice des souris. Ces structures étant 
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marquées par l’inhibine α, il ne fait aucun doute sur leur nature folliculaire. Cinquante-cinq 

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 ça soit 

en greffe de fragments ou en greffe de follicules isolés, mais de manière plus marquée après 

greffe de follicules isolés. On a ainsi observé une proportion significativement diminuée de 

follicules primordiaux, 39% après greffe de fragments, 13 %  après 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 brièveté 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 

l’immunomarquage anti Ki-67, le phénomène d’activation folliculaire était encore plus 

marqué pour les follicules primordiaux puisque l’expression de Ki-67 était retrouvée chez 

10,1% et 15% de ces follicules après 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 à l’état isolé et ressemblant à un stroma ovarien classique. Les trois 

analyses étudiant la spécificité d’espèce 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 manière comparable aux follicules 

contenus dans une xénogreffe de fragments classique.  
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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 à la souris NUDE 

peuvent poursuivre leur développement pendant une semaine, de manière analogue au 

développement des follicules dans des xénogreffes de fragments. 

Le but de ce travail était de comparer le potentiel de développement à 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 à 

une digestion enzymatique, soit par collagénase brute, soit par collagénase purifiée. Les 

deux protocoles ont permis l’isolation folliculaire chez chaque patiente, indépendamment de 

la collagénase utilisée. Après digestion par collagénase brute et purifiée, respectivement, la 

première patiente a permis l’obtention de 105 et 88 petits follicules, la deuxième, de 59 et 

53, et la troisième, de 92 et 90. 

Après greffe de ces follicules au sein d’un caillot de fibrine dans les bourses ovariennes de 3 

souris SCID, chaque souris recevant, d’un côté des follicules isolés pas collagénase brute, et 

de l’autre des follicules isolés par collagénase purifiée, 4 greffons ont pu être retrouvés après 

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 après une longue période était apportée. Cependant, l’absence de 

quescence folliculaire soulevait des craintes quant à la survie à long terme de ces greffes. 
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L’analyse de ces greffes a confirmé la génèse d’une structure cellulaire ressemblant au 

stroma ovarien natif, bien qu’avec une densité cellulaire un peu plus lâche. Cette structure 

englobant les follicules semble propice à leur développement. Elle comporte aussi des 

vaisseaux. 

L’origine d’espèce 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’espèce 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 

l’humain et des cellules de cette nouvelle structure cellulaire sont marquées. 

Mis à 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 être analysée à 

long terme. 
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Des deux études précédentes, nous pouvons conclure que les follicules primordiaux humains 

xénogreffés à la souris immunodéprimée sont viables à 6 mois, qu’ils peuvent se développer 

jusqu’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 même activation folliculaire que celle observée après greffe de fragments. Reste à 

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 première 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 cinq 

autres ont été greffées pendant 24 semaines, avec une stimulation par FSH les deux 

dernières semaines. Aucun greffon n’a été retrouvé à l’histologie. 

Une analyse rétrospective de toutes les tentatives d’isolation de follicules humains 

entreprises dans le laboratoire du Professeur Donnez a été réalisée. La première isolation 

folliculaire rapportée date du 29/05/2003 et la dernière 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 l’isolation par Ficoll, 3 pour l’extraction d’ARN, 5 pour 

entraînement initial à 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’âge moyen des patientes était de 23,3 ans (IC95% 22,6-24,1). La performance de 

l’isolation folliculaire apparaît hautement variable, indépendante de l’âge de la patiente, 

mais significativement meilleure quand elle est réalisée à partir de fragments frais (62 

follicules/isolation) comparée à des fragments congelés (52 follicules/isolation, P=0,01). La 



193 

 

biopsie réalisée pour la recherche était du même 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 incomplètes. Cependant, cette isolation folliculaire a 

permis l’obtention de plus de 10 follicules chez 54 patientes (68,3%), et elles n’étaient plus 

que 33 à 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 être annulées pour isolation folliculaire 

insuffisante. Ainsi, 2 527 follicules ont effectivement été xénogreffés à 32 souris. A notre 

connaissance, de l’ordre de 139 follicules ont été retrouvés dans ces greffes, soit à peu près 

5,5%. 

 

4.2. Contribition à l’étude de la vitrification d’ovaire entier comme moyen de sauvegarde 

de la fertilité 

 

Les études préalables réalisées par Blandine Courbières 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 être vitrifié avec 

succès, 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. Après 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 hypothèses étant une atteinte 

directe du stroma ovarien ou une atteinte du pédicule vasculaire ayant conduit à un arrêt 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 après 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 lésions 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 première 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 l’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 l’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 manière 

reproductible les cellules musculaires lisses vasculaires. 



195 

 

Le marquage quantitatif du pédicule vasculaire par le MTT est lui aussi reproductible et se 

répartit de manière normale. 

 

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

 

Les immersions dans des milieux chauffés à 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 

suggèrent 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 énantiomère 

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 légère 

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 à l’azoture de sodium, inhibiteur du complexe VI de la chaîne de transport 

d’électron mitochondriale, n’a pas modifié significativement le marquage par MTT, que du 

glucose ait été présent ou non. 

Enfin, l’exposition à 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 

manière significative le marquage par MTT, de 25,3% (p<0,01). 
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Dans les trois dernières expériences, la privation de glucose était utilisée comme un témoin 

positif interne et s’accompagnait à chaque fois d’une réduction significative (P<0,01) du 

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

Ces résultats suggèrent 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 à la surface du cortex ovarien, sous la forme de 

patches opaques. Par ailleurs, des fractures du milieu de vitrification étaient visibles au 

niveau de l’ovaire et du cathéter, à l’autre bout du pédicule vasculaire. Au réchauffement, 

tous les ovaires ont connu un phénomène de cristallisation, débutant en péri-ovarien et 

gagnant rapidement l’ensemble de l’ovaire et du milieu de conservation, au point de le 

rendre complètement opaque. L’exposition simple au « VS4 » n’entraînait pas de 

modification notable du marquage par MTT. En revanche, la vitrification (incomplète) après 

exposition au « VS4 » s’accompagnait d’une réduction de 29,9% (IC95% 10,9%-48,9%) du 

marquage par MTT. Microscopiquement, la vitrification après exposition au « VS4 » 

s’associait à 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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4.2.2. Etude de la diffusion d’un marqueur perfusé à l’ovaire 

4.2.2.1. Introduction 

 

Le travail précédent a montré que la vitrification ovarienne, après exposition par « VS4 », 

n’était pas complète puisqu’elle s’accompagnait constamment d’une cristallisation au 

réchauffement. Ce phénomène 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 suggère l’implication 

du deuxième phénomène. 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-après le manuscrit, est en cours de révision dans la revue 

Human Reproduction. 

Dans ce travail, nous avons analysé les facteurs associés à 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 succès, c'est-à-dire sans fuite apparente et avec 

vidange macroscopiquement complète 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 l’étude de la viabilité 

pédiculaire après vitrification d’ovaires entiers par « VS4 ». Dix-neuf conditions 

expérimentales différentes ont ainsi été utilisées sans que celles-ci influencent l’existence ou 

non de zones non marquées.  
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Après 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 à 

la présence d'un corps jaune, à une surface plus petite de la tranche ovarienne, à un 

marquage du pédicule ovarien quantitativement plus fort et à une expérience moindre de 

l’opérateur. Les groupes, avec et sans zones non marquées, n'étaient pas significativement 

différents quant au poids de l'ovaire, au temps entre prélèvement et rinçage ou entre 

prélèvement et perfusion par MTT. 

En analyse multi-variée, les facteurs indépendants associés à l’existence de zones non 

marquées étaient la présence d'un corps jaune, la surface de la tranche ovarienne et 

l'expérience de l'opérateur. La présence d'un corps jaune augmentait le risque de marquage 

incomplet. Au contraire, le risque diminuait de manière dose dépendante avec 

l’augmentation de surface de la tranche ovarienne et l'expérience accrue de l’opérateur. 

Une courbe d'apprentissage a pu être établie avec une diminution significative du taux de 

marquage incomplet, de 83% (IC95% 75%-92%) à 60% (IC95%, 54%-65%) après 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, l’exposition d’ovaires entiers aux cryoprotecteurs 

se faisant constamment par perfusion, ces ovaires doivent être improprement exposés aux 

cryoprotecteurs. En cas de congélation lente, ces portions d’ovaires improprement 

perfusées pourraient être exposées aux lésions de congélation et perdre elles-mêmes 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 problème 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 l’ovaire et de son pédicule vasculaire 

lors du réchauffement. Il en résulterait des lésions osmotiques diffuses sur tout l’organe, 

compronettant sa reprise fonctionnelle. 

 

4.2.2.2.2. Manuscrit soumis à Human Reproduction 

 



210 

 

Factors Related to Unstained Foci in Whole Ewe Ovaries Perfused with a Metabolic Marker 

 

Running title: Tissue Staining by Ovary Perfusion  

 

Torre1,2,3,5,6, F. Ben Brahim5, T.Popowski3,5, R.Boudjenah3, B. Salle1,2,4, J. Lornage1,2,4 

 
1INSERM U846, Stem-cell and Brain Research Institute, 18 Avenue Doyen Lepine, 69500 

Bron, France  
2Claude Bernard University, 8 Avenue Rockefeller, 69003 Lyon, France 
3Paris Ile de France Ouest School of Medicine, Versailles Saint Quentin en Yvelines 

University, 9 boulevard d'Alembert, F-78280, Guyancourt, France 
4Department of Reproductive Medicine, Hôpital Femme Mère Enfants, 59 bd Pinel, 69677 

Bron, France 
5Department of Gynaecology and Obstetrics, Hospital of Poissy Saint Germain en Laye, 10 

rue du Champ Gaillard, F-78303, Poissy, France 
6To whom correspondence should be addressed: Department of Obstetric Gynecology, 

Poissy-Saint Germain Hospital, 10 rue du Champ Gaillard, F-78303, Poissy, France. Fax: 00 33 

1 39 27 44 93. Email: antoinetorre@voila.fr 

 

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 80th 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 MgSO4, 1.18 mM KH2PO4, 4.69 

mM KCl (Merck, Darmstadt, Germany), 118.07 mM NaCl, 2.54 mM CaCl2, 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-μm 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, Montluçon, 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 μM of sodium azide with (11 ovaries) or without (11 ovaries) 10 mM D-glucose. 

Perfusion with MTT plus 10 μM 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 

exposure±vitrification 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%CIs) 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%CI, 75%-92%) to 60% (95%CI, 54%-65%) after preparation of about 80 ovaries 

(P<0.0001). 



217 

 

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 

Type of condition 
Number of 

studied ovaries 
per condition 

Ovarian slides with unstained areas 

Yes (n=232, 64.4%) No (n=128, 35.6%) 

NaCl 51 29 (56.9) 22 (43.1) 

D-Glucose 5 mM 53 34 (64.2) 19 (35.8) 

D-Glucose 10 mM 73 58 (79.5) 15 (20.5) 

D-Glucose + 2 
desoxyglucose 

12 
6 (50.0) 6 (50.0) 

D-Glucose + 
Pyruvate 

11 
9 (81.8) 2 (18.2) 

L-glucose 8 5 (62.5) 3 (37.5) 

D-Glucose + Aizde 11 6 (54.5) 5 (45.5) 

D-Glucose + DPI 12 6 (50.0) 6 (50.0) 

2 désoxyglucose 10 6 (60.0) 4 (40.0) 

Pyruvate 11 5 (45.5) 6 (54.5) 

Azide 11 7 (63.6) 4 (36.4) 

DPI 11 6 (54.5) 5 (45.5) 

Oxythiamine 8 4 (50.0) 4 (50.5) 

53°C 10 7 (70.0) 3 (30.0) 

65°C 18 10 (55.6) 8 (44.4) 

Liquid Nitrogen 10 6 (60.0) 4 (40.0) 

VS4 
exposed+rinced 

8 
3 (37.5) 5 (62.5) 

VS4 Vitrified 12 10 (83.3) 2 (12.7) 

KH perfused 20 15 (75.0) 5 (25.0) 
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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. 

 

Total ovarian 

population, 

(n=360) 

Ovarian slides with unstained areas 

P 
Yes (n=232) No (n=128) 

Weight (g. 95%CI) 1.94 [1.94- 1.94] 1.97 [1.90-2.04] 1.89 [1.81-1.97] 0.62 

Surface indicator 

(95%CI) 
0.40 [0.39-0.41] 0.39 [0.37-0.40] 0.43 [0.41-0.45] 0.0001* 

Corpus luteum 

(n, (%)) 
85 (23.6) 65 (28.1) 20 (15.6) 0.02* 

Distribution of 

ovarian number 

quartiles (%) 

25/25/25/25 29/24/24/22 15/23/29/33 0.01* 

Conditions (n) 26 26 22 0.41 

Time from 

ovarian retrieval 

to rinsing (min. 

95%CI) 

160 [152-168] 161 [150-171] 160 [146-173] 0.96 

Time from 

ovarian retrieval 

to MTT onset 

(min. 95%CI) 

225 [216-233] 224 [213-235] 227 [212-242] 0.86 

Optical density of 

pedicle staining 

(mg-1 95%CI) 

0.016 [0.015-

0.017] 

0.016 [0.015-

0.017] 

0.014 [0.013-

0.015] 
0.0271* 



221 

 

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%CI p  OR 95%CI p 

Presence of corpus 
luteum 2.1 1.2-3.7 0.009 

 
2.33 1.23-4.40 0.009* 

         

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.  

 

ACKNOWLEDGMENTS 

This research was funded by clinical research grants from Agence de la Biomédecine (Paris, 

France) and Fondation de l’AVENIR (Paris, France). 

 

AUTHORS’ ROLES 

AT, BS and JL conceived the experimental design. AT collected the samples and carried out 

the experiments. FBB analyzed the ovary photographs. AT and TP performed the statistical 

analysis and interpreted the data. AT, RB, BS, and JL contributed to drafting and revising the 

manuscript. AT, FBB, TP, RB, BS, and JL gave their final approval to the submitted version of 

the manuscript. 

 

CONFLICT OF INTEREST 

 

None declared.  

 

4.3. Comparaison de fonction ovarienne après cryoconservation et auto-transplantation 

vasculaire d’ovaires traités pas congélation lente et par vitrification 

 

Les premiers résultats de cette thèse comme ceux de la thèse de Blandine Courbière 

suggèrent que la vitrification d’ovaires entiers serait un mode de cryoconservation 

inapproprié pour sauvegarder la fertilité. En effet, la transplantation d’ovaires entiers 

vitrifiés après exposition au « VS4 » n’a pas permis de rétablir la fertilité chez la brebis, 

contrairement aux brebis témoins chez lesquelles l’ovaire a été transplanté à l’état frais 

(Courbiere et al., 2009). De plus, ce protocole ne permet pas la vitrification complète du 
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cortex ovarien. Cela semble avoir un effet néfaste sur l’organe entier, l’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 à cette faible vitrification du cortex ovarien a été apportée par l’étude précédente 

dans laquelle nous avons montré que l’exposition de ces ovaires aux cryoprotecteurs est 

inhomogène, certaines zones d’exclusion vasculaire n’étant probablement pas correctement 

exposées et conduisant possiblement à une nucléation. Cependant, d’autres mécanismes 

peuvent aussi être mis en œuvre. Il est possible que le « VS4 » n’ait pas les propriétés 

vitrifiantes suffisantes pour assurer une vitrification complète, même 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 déjà été obtenue dans cette espèce après 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 reçu les ovaires congelés 

à ceux d’un groupe ayant reçu les ovaires vitrifiés après exposition au « VM3 ». 

 

4.3.1. Cryoconservation : la vitrfication toujours marquée par une cristallisation au 

réchauffement. 

 

Tous les ovaires prélevés ont été perfusés avec succès. Aucune difficulté technique n’a été 

rencontrée au cours du protocole de congélation lente. En revanche, à l’image de ce qu’on 

avait observé avec « VS4 », les ovaires vitrifiés après exposition au « VM3 » présentaient 

tous des patches blanchâtres à la surface du cortex, évocateurs d’échec focal de vitrification. 

Le pédicule vasculaire semblait correctement vitrifié. De la même manière 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 après vitrification 

d’ovaire. Les données du prélèvement sont présentées tableau 7. Tous les ovaires ont été 

prélevés et cryoconservés, puis les transplanations ont été réalisées. Le protocole de 



227 

 

vitrification par « VM3 » ayant été maîtrisé tardivement, les premiers ovaires prélevés 

étaient congelés puis les suivants ont été vitrifiés.  

 

 CCoonnggééllaattiioonn  lleennttee 
VViittrriiffiiccaattiioonn  

VVMM33 
SSttaattiissttiiqquuee 

NNoommbbrree  dd’’aanniimmaauuxx  ttrraannssppllaannttééss 66 66  

AAggee  aauu  pprrééllèèvveemmeenntt  ((jjoouurrss)) 7700  ±±  1155 225500  ±±  3300 PP  ==  00..002266 

PPooiiddss  ((kkgg)) 3366  ±±  44 3355  ±±  55 NNSS 

DDuurrééee  pprrééllèèvveemmeenntt  ((mmiinnuutteess)) 5522  ±±  1133 6611  ±±  1155 NNSS 

DDuurrééee  eennttrree  pprrééllèèvveemmeenntt  eett  ttrraannssppllaannttaattiioonn  ((jjoouurrss)) 220000  ±±  3322 3300  ±±  1122 PP  ==  00..00008877 

DDuurrééee  ttrraannssppllaannttaattiioonn  ((mmiinnuutteess)) 119988  ±±  5522 224411  ±±  3377 NNSS 

DDuurrééee  dd’’iisscchhéémmiiee  ((mmiinnuutteess)) 223333  ±±  5511 330044  ±±  4488 NNSS 

TTaabblleeaauu  77..  CCaarraaccttéérriissttiiqquueess  ddeess  bbrreebbiiss  aauuttoo--ttrraannssppllaannttééeess  aavveecc  oovvaaiirreess  ccrryyooccoonnsseerrvvééss  ppaarr  ccoonnggééllaattiioonn  lleennttee  oouu  ppaarr  vviittrriiffiiccaattiioonn  sseelloonn  llee  
pprroottooccoollee  ««  VVMM33  »»..  

 

Nos brebis étant d’âge homogène, le prélèvement d’ovaire pour congélation lente s’est donc 

fait à un âge significativement plus jeune que celui pour vitrification. Pour « rattraper » cette 



228 

 

différence d’âge, les ovaires congelés ont été transplantés en dernier, expliquant un temps 

entre prélèvement et transplantation significativement plus long dans ce groupe. 

 

4.3.2. Confirmation que l’auto-transplantation d’ovaires cryoconservés est 

techniquement faisable 

 

Les anastomoses vasculaires ont été considérées comme satisfaisantes sur l’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 maîtrisée 

 

Les difficultés techniques rencontrées étaient, tout d’abord, d’ordre technique, liées à 

l’installation chirurgicale et aux données anatomiques. En effet, le bassin de la brebis était 

profond et l’exposition de l’utérus et des trompes était délicate. De plus, le calibre des 

vaisseaux était de l’ordre du millimètre et l’équipement grossissant à 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 prélèvement 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. 
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L’un des ovaires transplantés a été le siège d’une suffusion hémorragique au sein du 

pédicule lors du déclampage des vaisseaux. L’ovaire n’a pas semblé être reperfusé en raison 

du développement de cet hématome. Il pourrait s’agir d’une fracture vasculaire 

survenuecours des étapes de vitrification/rechauffement, éventuellement liée à un choc 

thermique ou mécanique (fracture du verre). La vitrification est une technique sensée éviter 

la formation de cristaux de glace, contrairement à la congélation lente où la cristallisation est 

contrôlée. Cependant, il est possible que cette technique ne soit que partiellement 

maîtrisée. 

L’autre échec primaire s’est produit en raison du blocage du flux sanguin artériel dans une 

boucle de l’artère ovarienne du transplant, entre la suture vasculaire artérielle et l’ovaire, à 

distance de l’anastomose. L’hypothèse est qu’une lésion pariétale vasculaire se soit 

produite, avec un phénomène de clapet qui oblitèrerait la lumière artérielle. 

 

Le fait que ces échecs aient été observés immédiatement pourrait faire penser que 

l’anastomose est, en elle-même, une limite à la reprise fonctionnelle de ces organes 

cryoconservés. Pourtant, dans les deux cas, l’interruption du flux est survenue à distance de 

l’anastomose, et toujours sur ovaires vitrifiés. Ainsi, malgré les difficultés techniques, les 

échecs d’anastomose observés semblent liés à la cryoconservation. Celle-ci semble modifier 

la qualité des tissus et pourrait entraîner des lésions endothéliales favorisant la thrombose 

vasculaire. Des plaies vasculaires étagées peuvent éventuellement survenir en cas de 

phénomènes locaux de cristallisation ou en cas de fractures de l’ovaire au cours du 

réchauffement. Il est possible que des lésions infra-cliniques aient conduit à l’interruption 

retardée du flux vasculaire, sans que nous puissions en faire le diagnostic de visu. 

 

4.3.3. La reprise de la fonction hormonale des ovaires cryoconservés et transplantés 

existe mais n’est pas systématique 

 

La brebis est une espèce œstrale. La reprise hormonale correspond à l’entrée en phase 

d’œstrus. Les cycles sexuels durent environ 17 jours et s’enchaînent en l’absence de 

fécondation. La progestérone est sécrétée par le corps jaune formé par la différenciation des 
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cellules du follicule après l’ovulation. Elle est donc un véritable marqueur de l’ovulation. En 

période d’œstrus, 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’arrêtent et la progestérone, d’abord d’origine ovarienne puis relayée par la sécrétion 

placentaire, va s’élever progressivement au cours du 3ème mois. Si aucun cycle ovulatoire ne 

conduit à la fécondation, la progestérone retourne au taux basal à la fin de l’œstrus 

saisonnier.  

Une brebis du groupe « congélation lente » est morte 4 semaines après la réanastomose, 

sans cause apparente à l’autopsie. Nous n’avons donc obtenu pour elle aucun dosage 

biologique. L’analyse histologique de l’ovaire et du pédicule vasculaire n’a pas permis de 

retrouver des structures conservées mais les prélèvements ont certainement été trop 

tardifs. Une brebis du groupe « vitrification » est morte 7 mois après la réanastomose. Les 

prélèvements biologiques ont eu lieu pendant 6 mois et la stimulation ovarienne n’avait pas 

pu être réalisée avant le décès. 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 

après synchronisation. La cinquième 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 très différents de reprise hormonale : 

 Le premier apparaît 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 l’oestrus est survenu spontanément 5 

mois après la transplantation chez une brebis. Les caractéristiques de cet oestrus 
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sont conformes à ce qui est rapporté chez la brebis en dehors de toute intervention 

extérieure et sont compatibles avec l’hypothèse d’un fonctionnement normal de 

l’ovaire. La 2ème brebis est entrée en oestrus après la synchronisation, 7,5 mois 

après la transplantation et a développé une phase d’oestrus avec une 

progestéronémie en plateau pendant 4 mois. 

 

 L’autre profil de reprise spontanée prend la forme de pics de progestérone de l’ordre 

de 3 à 5 ng/ml pendant 10 à 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 l’ovulation en 

présentant un plateau de progestérone très intense mais plus bref. Il s’agit de taux 

supérieurs à 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 plutôt en fin de gestation. Nous avançons l’hypothèse que 3 corps 

jaunes ont fonctionné ensemble, peut-être à cause d’une remise en route brutale de 

l’ovaire, avec maturation de 3 follicules en même temps. Elles n’ont néanmoins pas 

ensuite poursuivi l’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 après la greffe (Figure 9, brebis 80 203, 80 365). Une 3ème brebis n’a pas 

présenté de plateau mais seulement un pic de progestérone pendant 10 jours, 6 mois après 

la greffe (Figure 9, brebis 80 176). Cette brebis est morte 7 mois après la greffe, sans avoir 

été synchronisée. La 4ème brebis a bénéficié de la synchronisation 6 mois après la greffe et 

est entrée en œstrus 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 l’hypothèse d’une possible revascularisation 

de l’ovaire à partir du péritoine adjacent, tel une greffe de cortex ovarien. Cela pourrait 

expliquer qu’un développement folliculaire ait eu lieu, mais à partir d’une faible quantité de  

tissu ovarien et que le stock de follicules ayant survécu se soit suffisament faible pour 

empêcher l’enchaînement classique des cycles de l’œstrus (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 mâle favorise l’entrée en œstrus 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 à la craie et 

statut hormonal des brebis. En particulier, les 2 brebis du groupe « vitrification » ayant eu un 

échec de l’anastomose ovarienne ont tout de même été marquées, alors que leur taux de 

progestérone restait bas. Il semble, en fait, que le bélier se soit « intéressé » à toutes les 

brebis… Ainsi, le marquage à la craie de la croupe des brebis ne nous a permis que d’être 

sûrs 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 après transplantation. Les deux agnaux, un mâle 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 suggèrent 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. 

 CCoonnggééllaattiioonn  lleennttee  

NN==66 

VViittrriiffiiccaattiioonn  

VVMM33  

NN==66 

SSttaattiissttiiqquuee 

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 Courbière, puisqu’elle n’avait pas non 

plus obtenu de gestation après 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 même de vitrification soit peu adapté, quel que soit le cryoprotecteur utilisé. La 

gestation que nous avons obtenue est la deuxième rapportée après transplantation d’ovaire 

entier congelé, après celle d’Imoff et al. (Imhof et al., 2006). Notre succès 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 



237 

 

 
2.1. La greffe de follicules immatures isolés 

 

Dans notre travail sur l’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 phénomènes d’activation folliculaire globale sont observés, suggérant que la 

durée de vie de telles greffes pourrait être compromise par une atrésie accélérée. Cela n’est 

malheureusement pas la seule limite de la technique. Les autres problèmes touchent à la 

difficulté d’isolation folliculaire, comme à l’efficacité du support de greffe ou encore à 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 caractère particulièrement fibreux et dense du 

cortex ovarien humain. On constate ainsi une large variabilité dans l’efficacité de la digestion 

de cortex ovarien par collagénase brute, souvent attribuée à des variations dans les lots 

d’enzymes. D’où l’effort de l’équipe du Professeur Jacques Donnez pour développer un 

protocole utilisant des enzymes purifiées, moins variables dans leur efficacité et présentant 

l’avantage considérable d’être compatibles avec une utilisation clinique, contrairement à la 

collagénase brute (Dolmans et al., 2006, Vanacker et al., 2011). Cependant, l’utilisation de 

collagénase purifiée ne semble pas avoir apporté l’homogénéisation attendue de l’efficacité 

de l’isolation folliculaire, ce qui suggère que les propriétés du cortex ovarien doivent être 

décisives mais, malheureusement aussi, imprévisibles et variables. 

 

2.1.2. Un protocole inadapté à la conservation de la fertilité 

 

Aucun des travaux publiés pas l’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, après isolation par Ficolle, 

la recherche de cellules contaminantes co-prélevées avec les follicules, dans les interfaces 

d’intérêt aurait été bien venue (Martinez-Madrid et al., 2004). Aussi, la question de l’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 à ce jour. 

L’autre obstacle majeur à une éventuelle utilisation de l’isolation folliculaire en oncofertilité 

est sa très faible efficacité. Ainsi, comparée à la xénogreffe d’un fragment de volume environ 

10 fois plus petit, l’isolation suivie de xénogreffe de follicules isolés a permis de récupérer le 

même nombre de follicules à 7 jours (Dolmans et al., 2007), suggérant que cette technique 

est 10 fois moins efficace que la greffe de fragment. Une des causes possibles à 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 classiquement 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 être invoquée pour expliquer la plus faible efficacité de  

l’isolation folliculaire avec xénogreffe, comparée à 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 à part la faible capacité des protocoles disponibles pour isoler de manière efficace et 

reproductible les follicules primordiaux et primaires, l’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 déjà été décrit (Carroll 

and Gosden, 1993, Carroll et al., 1990, Gosden, 1990). Bien que nos données aient montré 

que ces follicules peuvent croître 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). Ils ont donc adopté un protocole double incluant un gel de collagène et un 

caillot de fibrine et ont obtenu une gestation après culture in vitro, xénogreffe, MIV puis 

transfert d’embryons (Carroll et al., 1990). Cependant, les même 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, l’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’où 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 à son expulsion et à la perte des follicules 

qu’elle contient. Cela peut être dû à la difficulté microchirurgicale, mais aussi à 

l’inadéquation du support. Enfin, sur le plan biochimique, le caillot de fibrine provenant du 

plasma n’est peut être 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, empêche aussi la coagulation. Si l’idée est 

de rester sur le caillot de fibrine, il serait envisageable d’utiliser du fibrinogène pur. 

Cependant, du fait des propriétés mécaniques manifestement médiocres, un autre support 

doit être développé. 

 

2.1.4. Mais ces résultats ouvrent de nouvelles voies de recherche sur la physiologie 

de follicules isolés : d’où vient donc ce néo-stroma ? 

 

Aussi inadaptée que puisse être l’isolation de petits follicules pour la sauvegarde de la 

fertilité, les résultats obtenus sont étonnants, notamment quant à la nature et à l’origine de 

ce néo-stroma développé après greffe de follicules isolés et semblant se développer 
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rapidement et soutenir la croissance de ces follicules en xénogreffe. Si l’avenir de la stratégie 

de sauvegarde de la fertilité par isolation de follicules primordiaux est loin d’être établie, 

l’étude des facteurs synthétisés dans ce néo-stroma contribuera sans doute à la 

compréhension de la croissance folliculaire et permettra probablement des progrès 

importants en folliculogénèse in vitro.  

 

2.2. La vitrification d’ovaire entier n’améliore pas l’efficacité de la cryoconservation 

d’ovaire entier avec son pédicule vasculaire 

 

Nos hypothèses théoriques prêtaient à 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, à 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 après transplantation d’ovaire reste faible, 

qu’elle soit après congélation lente, vitrification ou sur ovaire frais, comme le montrent les 

travaux de Blandine Courbière et les nôtres. Le travail que nous avons mené pour cette 

thèse a permis de dégager certaines étapes sensibles, peu explorées dans la littérature et 

que nous croyons être fondamentalement impliquées dans l’échec de la cryoconservation 

d’ovaire entier. Ces causes semblent globalement compromettre la cryoconservation 

ovarienne dans son ensemble, mais pourraient être particulièrement néfastes lors des 

tentatives de vitrification ovarienne. En l’état du travail, nous pouvons présenter une théorie 

cohérente, compatible avec les données que nous avons observées. Cependant, la 

confirmation de notre théorie sera l’objet d’une des perspectives de cette thèse. 

 

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 

à une vitrification complète par « VS4 » (Baudot et al., 2007). Ces mêmes expériences 
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avaient, en revanche, montré que le cortex ovarien n’était pas vitrifié par le protocole 

« VS4 », aboutissant à la prise en glace de 20% de l’eau présente dans l’ovaire, c'est-à-dire la 

quasi-totalité de l’eau libre (Baudot et al., 2007). Ces cristaux de glace étaient d’ailleurs 

visibles à la surface du cortex ovarien sous forme de petits patchs blancs et opaques en 

contiguïté 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 l’hypothèse que des zones non vitrifiées du cortex ovarien (donc congelées)  

pourraient avoir joué le rôle 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 hypothèse 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 être uniciste avec les constatations que 

nous avons établies ensuite. 

Afin d’etayer cette hypothèse, nous pourrions vitrifier séparément le pédicule vasculaire et 

l’ovaire et voir dans lequel des deux les phénomènes de cristallisation au réchauffement se 

produisent. Si le sac contenant le pédicule reste vitrifié, l’analyse quantitative du marquage 

par MTT  serait très 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 après congélation lente. Cette interruption du flux vasculaire 

ne semble pas directement liée à l’anastomose puisqu’elle survient à distance. Les autres 

études, ayant rapporté un échec immédiat de l’anastomose vasculaire, n’ont pas précisé si 

l’anastomose était ou non directement impliquée (Arav et al., 2005, Chen et al., 2006, Revel 

et al., 2004). Cela plaide plus pour l’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 être mise en évidence, ce qui est étonnant. Notre hypothèse est qu’une 

néovascularisation est survenue à partir du péritoine, permettant la croissance de follicules 

de contiguïté, le reste de l’ovaire étant dépeuplé de follicules du fait de l’ischémie. 

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 l’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 maîtrisée. En revanche, la limite 

semble bien être la cryoconservation de l’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-être pas liés à 

l’inefficacité réelle de la technique, mais plus à son inadaptation pour conserver l’ovaire 

entier. C’est du moins l’hypothèse que nous formulons dans la théorie élaborée sur les 

résultats de notre thèse. 

 

2.2.4.1. Cristallisation brutale au réchauffement : effet délétère global sur tout 

l’organe 

 

Le réchauffement après vitrification avec « VM3 » s’est associé au même phénomène de 

cristallisation qu’après vitrification avec « VS4 ». Comme nous l’avons dit, nous ne pouvons 
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apporter d’argument incontestable sur le lien entre les zones de congélation focales 

observées à la surface des ovaires vitrifiés par l’un ou l’autre des cryoprotecteurs et la 

survenue d’une cristallisation globale de l’organe au réchauffement. Une autre hypothèse 

serait l’implication des fractures survenues dans le milieu vitrifié lors de la phase de 

réchauffement lente. Faire l’hypothèse de ce lien aurait néanmoins l’avantage d’être 

uniciste. Car cette cristallisation rapide et inopinée entraîne probablement un choc 

osmotique important, associé à 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 Courbière ont 

conclu à 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 être réalisées sur l’ovaire exposé au « VM3 ». Cependant, comme pour « VS4 », nous 

avons observé les mêmes zones focales non vitrifiées à la surface de ces ovaires.  Ces zones 

pourraient catalyser la formation de glace lors du réchauffement (c'est-à-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 l’ovaire, a été en partie 

expliquée par notre travail de thèse sur l’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 l’expérimentateur était inexpérimenté. L’existence de 

ces zones non vascularisées avait déjà été observée par Gerritse et al. (Gerritse et al., 2008) 

par une méthodologie différente (perfusion d’encre de Chine). Le caractère 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 être impliqués. La survenue d’embolies d’une part, 

générées dans le pédicule vasculaire de l’ovaire dans lequel ces zones sont observées. Celle-

ci pourrait dépendre de l’opérateur et de son expérience. D’autre part, les caractéristiques 

de l’ovaire lui-même 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 à l’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 déjà délétères car exposées aux dommages induits par la 

cristallisation. De plus, il est possible qu’une cristallisation focale non contrôlée lèse 

mécaniquement d’autres vaisseaux correctement congelés, aggrave les lésions de la 

congélation et compromette le potentiel fonctionnel de certaines zones de l’ovaire 

cryoconservé. Dans le cas de la vitrification, ce phénomène semble encore plus délétère 

puisque ces zones congelées pourraient jouer un rôle de catalyseur de glace et 

compromettre la survie fonctionnelle de tout l’organe.  

Ainsi, nous soutenons que le principal obstacle à 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  l’organe à 

cryoconserver 

 

2.2.5.1. Confirmer notre modèle 

 

Il nous faudra tout d’abord confirmer le modèle que nous avançons, en étayant à chaque 

étape les hypothèses 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 même, il faudra vérifier la viabilité du 

pédicule isolé après vitrification, grâce 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 l’efficacité de la vitrification de l’ovaire avec ce 

cryoprotecteur plus performant. 

 

2.2.5.2. Améliorer notre portocole 

 

Une fois notre modèle confirmé, il s’agira d’améliorer le protocole. Plusieurs pistes sont 

possibles. 

 

2.2.5.2.1. Optimisation des paramètres de perfusion 

 

Le choix des paramètres de perfusion adoptés par notre équipe repose sur l’analyse 

morphologique des follicules d’ovaires perfusés en frais. Il pourrait en être différent après 

cryoconservation et la morphologie des follicules n’est peut-être pas le seul critère d’analyse 

à prendre en compte. Des études préliminaires ont déjà été entreprises dans notre 

laboratoire pour choisir la meilleure vitesse de perfusion des ovaires étudiés, en utilisant 

l’encre de Chine et en analysant le pourcentage de vaisseaux perfusés. Nous avons pu 

constater que le degré de perfusion de l’ovaire dépend de sa morphologie, c'est-à-dire du 

diamètre de ses vaisseaux, de sa résistance vasculaire... Ainsi, faudrait-il plutôt perfuser ces 

ovaires en pression constante, plus qu’en débit constant, afin d’améliorer l’homogénéité 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 l’importance de la 

protection contre les lésions d’ischémie-reperfusion, à l’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 à notre milieu de perfusion des agents 

thrombolytiques comme l’urokinase ou la streptokinase. Enfin, il est possible qu’une 
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vasoconstriction contribue au phénomène, ce qui donne toute sa place aux tentatives 

d’introduction de vasodilatateurs dans le milieu de perfusion. 
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3. CONCLUSION  



248 

 

 

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 être dirigés vers plus de démocratisation 

des effets délétères de ces traitements et des moyens disponibles pour protéger la fertilité. 

Ces moyens connaissent actuellement un grand bouleversement avec l’avènement de la 

vitrification d’ovocytes, technique efficace et sûre. Cependant, le problème subsiste lorsque 

des traitements gonadotoxiques doivent être introduits chez la fillette prépubère. A ce jour, 

la cryoconservation puis greffe de fragments de cortex ovarien avec greffe avasculaire a 

permis la naissance de 18 enfants. Cependant, l’efficacité de la technique est limitée par 

l’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 première 

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 à deux questions : l’une fondamentale, 

relative au mécanisme d’altérations tissulaires induites par la cryoconservation, et l’autre, 

plus pratique, relative au rétablissement de la capacité fonctionnelle d’un ovaire entier, 

après cryoconservation et greffe. Pour les premières questions, nous avons mis en évidence 

l’importance de l’homogénéité de diffusion du cryoprotecteur dans l’organe, véritable limite 

physique à l’efficacité de ces protocoles de conservation d’organe. Pour ce qui est de la 

capacité d’un ovaire entier à pouvoir être cryoconservé et à maintenir la fertilité, nous avons 

confirmé que cela était possible avec un protocole de congélation lente. 

Reste donc à améliorer la technique, afin de faire de la conservation d’ovaire entier une 

véritable alternative à la greffe de fragments chez la fillette. 
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5.1. Mise au point: traitements anticancéreus et réserve ovarienne 
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5.2. Immediate versus delayed medical treatment for first-trimester miscarriage: a 

randomized trial. 
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5.3. Adiponectin and leptin systems in human endometrium during window of 

implantation. 
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5.4. The chromosomal risk in sperm from heterozygous Robertsonian translocation 

carriers is related to the sperm count and the translocation type. 
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5.5. Anatomic evaluation of the female of the infertile couple 
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5.6. Mock embryo transfer does not affect uterine contractility 
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