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APECED
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bFGF
bHLH
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BPES
BRCA1/BRCA2
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BT
CaAM/EthD-1
CCPPRB
CGPs
CGs

CSF
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CTO
Cx43
CXCR4
DAB
DCS
Ddx4
DHT
DMSO
DPBS
dUTP

E2

EG

EGF
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FBS
FGF7
Figla (ou Figa)

3B-hydroxystéroide déshydrogénase

acide désoxyribonucléique
alcool-formol-acide acétique

protein kinase B

anti-miillerian hormone

assistance médicale a la procréation
adénosine monophosphate cyclique
autoimmune poly-endocrine candidiasis ectodermal dystrophy
autoimmune polyendocrinopathy syndrome
acide ribonucléique

acide ribonucléique messager

ataxia telangiectasia mutated

basic fibroblast growth factor

basic helix-loop-helix

bone morphogenetic proteins
blepharophimosis-ptosis epicanthus inversus
breast cancer genes 1/2

bovine serum albumin

bleu trypan

calcéine AM/éthidium homodimere-1
comité consultatif des personnes se prétant a la recherche biomédicale
cellules germinales primordiales

cellules de la granulosa

cytostatic factor

cellules souches germinales
cryoconservation du tissu ovarien
connexine 43

chemokine CXC motif receptor 4
diaminobenzidine

donor calf serum

DEAD box polypeptide 4 (également appelée Vasa)
So-dihydrotestostérone

diméthyl sulfoxide

dulbecco's phosphate-buffered saline
2’-deoxyuridine - 5’-triphosphate
cestradiol

¢éthyléne glycol

epidermal growth factor
fluorescence-activated cell sorting

fetal bovine serum

fibroblast growth factor 7

factor in the germline alpha
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FIV
FMRI1
FoxI12
FOXO3a
FSH
GALT
GDF-9
GDNF
GFP
GMPc
GnRH
GRECOT
Gy
HBSS
hCG
hCSE
HEPES
HEPES-TCM199
HES
HSA
HTF

ICC
ICSI
IGF-I/11
INCa
InVS
10P
KGF

KL

L15

LD 50
LH

LIF
mCSE
MET
MIIL

min

mm
MPF
MSF
Mvh
Nobox
NOD-SCID
P45017a/lyase
P450,:0m
P4505..

fécondation in vitro

fragile site mental retardation gene 1

forkhead box L2

forkhead box protein O3

follicle-stimulating hormone
galactosidase-1-phosphate uridyl transférase

growth differenciation factor-9

glial-derived neurotrophic factor

green fluorescent protein

guanosine 3',5'-monophosphate

gonadotropin releasing hormone

groupe de recherche et d’étude sur la cryoconservation de l'ovaire et du testicule
grays

Hanks’ balanced salt solution

human chorionic gonadotropin

cellules souches embryonnaires humaines

acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique
milieu de culture pour la maturation des ovocytes, tamponné a I’HEPES
haematoxyline-éosine-safran

human serum albumin

HEPES-buffered human tubal fluid medium
coefficient de corrélation intraclasse

intra cytoplasmic sperm injection

insulin-like growth factor I/11

institut national du cancer

institut de veille sanitaire

insuffisance ovarienne prématurée
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Résumeé

La cryoconservation du tissu ovarien (CTO) permet aujourd’hui de préserver la fertilité des
femmes et jeunes filles devant subir un traitement potentiellement gonadotoxique ou souffrant
de pathologie a l'origine d'une insuffisance ovarienne prématurée. En vue d’optimiser les
procédures de CTO, | ’objectif de notre trav ail aport ¢ d’'une part sur la validation d’un
protocole original de congélation lente du tissu ovarien applicable en thérapeutique et d’autre

part, sur le développement d’un protocole de vitrification.

L’analyse statique du tissu ovarien congelé selon notre protocole de con gélation lente montre
des résultats similaires en comparaison a ceux obtenus avec le tissu frais en termes de qualité
des follicules et de I'endothélium vasculaire ovarien. Néanmoins, le stroma semble plus
sensible aux effets d ¢léteres de la con gélation. L’analyse fonctionnelle montre que le tissu
ovarien congelé/décongelé présente une folliculogenese active apres 12 jours de culture
in vitro. Les mesures des concentrations en cestradiol dans les milieux de culture et I'étude
immunohistochimique du facteur de prolifération PCNA (proliferating cell nuclear antigen)

témoignent en effet de l'activité fonctionnelle des follicules décongelés en culture.

Dans un second temps, nous avons développé un protocole de vitrification du tissu ovari en.
Pour évaluer son e fficacité, nous avons réalis¢ une analyse statique du ti ssu ovarien vitrifié
selon ce protocole versus notre protocole de congélation lente validé. Les résultats obtenus ne
montrent aucune différence significative entre les deux méthodes, en termes de prése rvation

de la morphologie et de I'intégrité nucléaire des follicules et du stroma ovarien.

En conclusion, notre p rotocole de congélation lente prés erve la qual ité des diffé rents
compartiments constituant le tissu ovarien et la fonctionnalité de ce tissu. Ce s données
viennent compléter des travaux préliminaires de I'équipe et permettent de valider ce protocole

envisageable maintenant en thérapeutique.

La procédure de vitrification développée présente une efficacité similaire a la procédure de
congélation lente en termes de préservation de la qualité des follicules et du stroma ovarien.
Néanmoins, il serait nécessaire de poursuivre I'étude de I’efficacité de ce protocole par une

analyse fonctionnelle.

Mots clés : cryoconservation du tissu ovarien h umain e congélation lente e vitrification e

culture in vitro
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La folliculogenése chez la femme
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I. Localisation anatomique et histologie de I’ovaire

Les ovaires sont des organes pairs situés dans la cavité pelvienne de part et d’autre de 'utérus.
IIs ont une forme ovalaire aplatie et mesurent 3 a 5 cm de long chez la femme. Chaque ovaire
est maintenu en place par différents ligaments dans la cavité péritonéale : le ligament propre
fixe lovaire al ’utérus, le ligament suspenseur fixe l'ovaire ala paroi dubassin et le
mésovarium suspend ’ovaire entre 'utérus et la paroi du bassin. Le ligament suspenseur et le
mésovarium font partie du ligament large de I'utérus, repli du péritoine qui recouvre l'utérus et
soutient les trompes, I'utérus et le vagin. Le ligament propre est situé¢ a I'intérieur du ligament

large de I'utérus (Figure 1).
De I'extérieur vers I'intérieur, 'ovaire comprend 4 zones distinctes :

e un ¢épithélium cubique simple, I'épithélium germinatif, en continuité avec le péritoine

pelvien au niveau du hile de I'ovaire ;

e [lalbuginée ovarienne, capsule conjonctive pauvre en cellules et riche en substance

fondamentale ;

e e cortex, occupant la partie périphérique de I'organe sauf au niveau du hile. Il contient

les follicules ovariens disposés au sein d’un stroma conjonctif de soutien ;

e la médullaire (ou médulla), zone parenchymateuse de tissu conjonctif lache constituant
la partie centrale de I'ovaire. En continuité avec le hile, la médullaire recgoit le réseau

sanguin, lymphatique et nerveux de l'ovaire (Figure 2) (Young ef al., 2008).

I1. Folliculogenése

Chez la femme, a partir de la puberté et jusqu’a la ménopause, les ovaires assurent 2 fonctions

majeures :

e une fonction ex ocrine. Ils permettent la croissance, la maturation et I'émission du

gaméte féminin (I'ovocyte mature) ;

e une fonction endocrine. IIs assurent la synthése dhormones stéroides indispensables a

la fonction de reproduction.
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Figure 1. Morphologie de I’appareil reproducteur féminin (vue postérieure)
D’apres Young ef al., 2008.
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Figure 2. Coupe longitudinale d’ovaire de mammifére en microscopie optique, a faible
grossissement

De I’extérieur vers 'intérieur, 1’ovaire présente 4 zones distinctes : I’épithélium germinatif,
I’albuginée, le cortex ovarien contenant les follicules ovariens et 1a médullaire recevant le réseau
sanguin, lymphatique et nerveux. D’aprés Young ef al., 2008.
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La folliculogenese se déroule dans le cortex ovarien (Figure 2). Elle se définit par la
succession des différentes étapes du développement du follicule depuis le moment ou il sort
de la réserve, constituée au cours de la vie feetale lors de 'ovogenese, jusqu’a sa rupture au
moment de lovulation oua son involut ion. L'ovogenése et la folliculogenése sont 2

phénomenes biologiques simultanés.

I1.1. Mise en place de la réserve folliculaire au cours de la vie feetale

Les crétes génitales primaires, constituant 'ébauche gonadique indifférenciée embryonnaire,
se développent a partir du mésonéphros (rein primitif d’origine mésodermique) entre 3,5 et 4,5
semaines de gestation. Il s’agit de 2 renflements de mésenchyme recouverts par un épithélium
monostratifié, Iépithélium ccelomique (ou germinal). A la 6 “™ semaine de développement,
des travées cellulaires formées par la prolifération et la migration interne du mésonéphros,
ainsi que de I’épithélium ceelomique, forment respectivement les cordons médullaires primitifs
gieme

et les cordons sex uels maiscen ’est qua la semaine que | ’ovaire se différ encie

histologiquement (Thibault and Levasseur, 2001).

Vers la fin de la 3™ semaine de développement, les cellules germinales primordiales (CGPs)

ou gonocytes primordiaux, se distinguent dans la paroi de I'allantoide qui donnera la vessie.
Entre la 4°™ et la 6™ semaine de développement, tout en se multipliant activement par
mitose, les CGPs mig rent a travers l'allantoide, le tube di gestif et le mésentére dorsal pour
coloniser les crétes génitales, ou elles se méleront aux cellules des cor dons médullaires et
sexuels. Dans les crétes génitales, les CGPs augmentent de vol ume et continuent a se diviser
par mitose pour donner les ovogonies. Entre les 8™ et 13°™ semaines de développement, les
ovogonies entrent en prophase méiotique et de viennent des ovoc ytes. Lorsque les ovoc ytes
atteignent le stade dipl oténe, le déroulemen t de la prophase méiotique s ’arréte pour ne
reprendre quapreés le pic de LH (luteinizing hormone) responsable de l'ovulation. Les
ovocytes I, connectés entre eux par des ponts cytoplasmiques, s’associent avec des cellules
somatiques au sein de structur es épithéliales ap pelées cordons ovi geéres ou cystes. Lors de
I'initiation de la fol liculogenese, les cordons ovigeres se fra gmentent et les foll icules
primordiaux se forment par I'association d’'un ovocyte I et d’'une assise de cellules somatiques
aplaties, les cellules folliculeuses. Ces dernicres sécretent les €léments constituant la
membrane basale externe ou membrana propria du follic ule primordial et constituent les

précurseurs des cel lules de la granulosa (CGs). Au 7™ mois d e développement, chaque
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ovaire contient environ 3,5 millions de follicules. L’établissement de la réserve ovarienne
saccompagne d’'une dégénérescence ovocytaire massive. Ainsi, a la na issance, une femme a
dans ses ovaires un stock fini de follicules, estimé entre 250 000 et 450 000 dans chaque

ovaire (Fernandez ef al., 2005).

Les acteurs et mécanismes impliqués dans la mi se en place de la réserve folliculaire restent
aujourd’hui mal connus. Chez la souris, I 'invalidation du geéne Figla (ou Figa, factor in the
germline alpha) codant pour un facteur de transcription bH ~ LH (basic helix-loop-helix),
empéche la formation des follicules primordiaux et entraine une déplétion massive du stock
ovocytaire dans les ovaires de nouveau-nés (Soyal et al., 2000). Le facteur de transcription
Foxl12 (forkhead box L2) exprimé dans les cellules de la pré-granulosa serait indispensable au
recrutement des cellules somatiques pour la formation des follicules primordiaux (Uda et al.,
2004). Chez la femme, des mutations des geénes FIGLA et FOXL2 ont été associées a des cas
d’insuffisance ovarienne prématurée (IOP) confirmant I'implication de ces geénes dans la

folliculogenese humaine (De Baere ef al., 2005; Zhao et al., 2008).

I1.2. Evolution de la réserve folliculaire avec I’age

Avant de rejoindre une cohorte de follicules en croissance, les follicules sont quiescents et
constituent la réserve ovarienne comprenant des follicules primordiaux, intermédiaires et
« petits primaires » (diamétre folliculaire compris entre 25 et 65 um). La population de
follicules de réserve décroit progressivement avec I'dge; one stime que le nombre de
follicules dans chaque ovaire d’environ 100 000 a I'age de 20 ans, passe @ moins de 10 000 a
I'age de 40 ans et a quelques diz aines a 50 ans, lorsque survient la ménopause. L’épuisement
de la réserve s’accélere notablement a partir de I’age de 38 ans. Ce phénomene est di soit a

une accélération de I’entrée des follicules en phase de croissance qui est inefficace soit a une
accélération de leur entrée en atrésie. A partir de la puberté, seul un faible pourcentage des
follicules entrera en croissance efficace pour pe rmettre la production du ou des follicules
ovulatoires. Il est estimé que sur les 400 000 follic ules de réserve contenus dans les ovaires a
la puberté, seuls 400 e nviron atteindront le stade de follicule pré-ovulatoire, les a utres
(99,9 % des follicules) seront éliminés par atrésie. Ce processus peut étre considéré comme le
moyen permettant a I'ovaire d’éliminer les follicules en surnombre et de produire de fagon
cyclique le quota ovulatoire car actéristique de 1’espece (Fernandez et al., 2005; Gougeon et

al., 1994).
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I1.3. Atrésie folliculaire

L atrésie correspond a la régression du follicule par apoptose jusqu’a sa disparition complete
dans le stroma ovarien (Monniaux ef al., 1998). Dans les follicules primaires et préantraux,
elle débute par I'entrée en apoptose de 'ovocyte. Dans les follicules antraux, I'apoptose est
initiée dans les CGs, qui est alors le 1¥ signe observable d’atrésie. Morphologiquement, le
follicule atrétique se caractérise par une pycnose des noyaux etune hyperéosinophilie du
cytoplasme. Le stade ultime d’involution du fol licule se caractérise par son écrasement et

I'invasion de I'antrum par des fibres conjonctives (Jin et al., 2011).

I1.4. Croissance folliculaire

Durant la folliculogenése compléte, le follicule ovarien évolue du stade de follicule primordial
(diametre ~30 p m) au stade de follicule ovulatoire (diamétre ~20 mm). La croissance
folliculaire est le fait d’'une prolifération des CGs (50 a 100 millions en fin de maturation), de
I'augmentation du diameétre de ’ovocyte et de la formation d’'une cavité entre les CGs remplie

d’un liquide constituant I'antrum.
La folliculogenese comporte 2 phases :

e une phase de croissance folliculaire basale, dépendante de facteurs de croissances
locaux aact ion autocrine et paracrine. Cette phase est indépendante des

gonadotrophines ;

e une phase de croissance folliculaire terminale également dépendante de facteurs de
croissance locaux aact ion autocrine et paracrine mais essentiellement des

gonadotrophines (Figure 3).

I1.4.1. Croissance folliculaire basale

La croissance basale comprend l'initiation de la folliculogenése depuis le stade de follicule

primordial jusqu’au stade de follicule antral.
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Figure 3. Chronologie de la croissance et de la maturation folliculaire dans I’ovaire humain

Pour chaque stade de croissance, le nombre de cellules de la granulosa (CGs) ainsi que les diamétres
folliculaires sont précisés. Modifi¢ d’apres Gougeon et al., 1986.
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I1.4.1.1. De la quiescence a I’initiation de la croissance folliculaire

Les follicules primordiaux, intermédiaires et petits primaires constituent le stock des follicules
de réserve et représentent la majeure partie (> 95 %) de la population fo lliculaire ovarienne.
Le follicule primordial (diamétre moyen : 35,4 £ 6,2 pm) est composé d’'un ovocyte bloqué en
fin de prophase de 1 division de méiose (ovocyte I) et d'une couche de cellules folliculeuses
aplaties précurseurs des CGs, sépa rée du stro ma ovarien par une membrane basale, la
membrane de Slavjanski. Le follicule devient intermédiaire (diametre moyen : 37,8 & 8,2 um)
lorsqu’il commence a présenter des cellules folliculeuses cuboidales, puis primaire (diamétre
moyen : 46,0 + 6,2 pm) lorsqu’il présente une couche compléte de cellules cuboidales (Figure
4). Chez la femme, | augmentation du nombre de CGs et leur transformation en cellules
cuboidales est un pro cessus lent (plusieurs dizaines d’années) et se produit sans modification
de diameétre, ni de | ’ovocyte, ni de son no yau (passant de 16,1 £ 6,1 pm a 16,7 +2,5 u m du
stade primordial au stade petit follicule primaire). Sous I’effet de signaux activateurs, ce
passage du stade primordial au stade primaire peut étre trés rapide et s’laccompagne alors d’'une
augmentation de la taille de I'ovocyte et de son noyau et, lorsque ce dernier atteint 19 pm, le

follicule entre en croissance ; c’est l'initiation de la croissance folliculaire (Gougeon and

Chainy, 1987).

Le maintien de la quiescence ou au contraire, 'activation de la croissance folliculaire repose
sur un dialogue moléculaire entre 'ovocyte et les cellules folliculeuses qui I'entourent. Ce
dialogue impliquerait notamment la voie de si gnalisation PI3K/Akt/mTORCI1 présente dans

I'ovocyte (Reddy et al., 2010).

Maintien de la quiescence folliculaire

Chez lasouris, | ’invalidation dans I ’ovocyte de g €énes codant pour diverses molécules
inhibitrices de la voie de signalisation PI3K/Akt/mTORCI, telles que le facteur de
transcription FOXO3a (forkhead box protein O 3), oules suppresseurs de tumeurs PTEN
(phosphatase and tensin homolog ), TSCI ou TSC2 (tuberous sclerosis protein 1, 2 ), induit
une activation massive de la croissance folliculaire et un ¢ puisement accéléré de la réserve.
Ceci suggere I'implication de ces facteurs dans la régulation de la quiescence folliculaire

(Reddy et al., 2010).
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FOXL2 est un facteur de transcription présent dans les cellules folliculeuses aplaties des
follicules primordiaux. C’est un inhibiteur de I'activation des follicules de la réserve puisque sa
délétion conduit al ’épuisement prématuré dela réserve ovarienne. Chez la femme, une

mutation FOXL2 conduit a une insuffisance ovarienne prématurée chez les patientes souffrant

de blepharophimosis-ptosis epicanthus inversus (BPES) (Reddy et al., 2010).

L’hormone antimiillérienne (AMH), secrétée par les CGs des follicules en croissance, jouerait
un role déterminant dans le maintien de la quiescence folliculaire, empéchant I’épuisement
prématuré de la réserve. Néanmoins, la cible cellulaire (ovoc yte ou granulosa) et les voies de
signalisation modulées directement ou indirectement par 'AMH au niveau de 'ovocyte restent
encore inconnues (Visser and Themmen, 2005). D’autres facteurs tels que le SDF 1 (stromal
derived factor 1), dontles ARNm (acides ribonucléiques messagers) ainsi que ceux de son
récepteur CXCR4 (chemokine CXC motif receptor 4 ) sont présents dans 1 ’ovocyte des

follicules murins au repos, inhiberaient leur activation (Holt ez al., 2006).

Activation de la croissance folliculaire basale

Chez la femme, le récepteur tyrosine kinase c-kit est localisé a la surface de I’ovocyte et le
ligand kit (KL ou stem cell factor, SCF) est produit par les cellules folliculeuses des follicules
au repos et en croissance. La liaison de KL a son récepteur c-kit active les sérine thréonine
kinases PDK1 ( 3-phosphoinositide dependent protein kinase 1) et Akt ( protein kinase B')
ovocytaires. Cette derniere inhibe par phosphorylation FOXO3a et p27, impliqués dans I’arrét
du cycle cellulaire et 'apoptose (Arden and Biggs, 2002). Akt est régulée positivement par
mTORCI (Figure 5).

Une fois activée, la voie de signalisation PI3K (phosphoinositide 3-kinase) est soumise a
I'action modératrice d’inhibiteurs (FOXO3a, p27, PTEN, TSCI et 2) qui permettent d ’éviter
I'épuisement prématuré de la réserve ovarienne en réponse a une stimulation prolon gée ou

trop forte.

Drautres facteurs sécrétés par 'ovocyte oules cellules folliculeuses régulant l'activation et
I'entrée en croissance des follicules primordiaux, ont été identifiés : le platelet-derived growth
factor (PDGF) et le basic fibroblast growth factor (bFGF) secrétés par I’ovocyte, jouent un
role majeur dans I’'induction de la croissance folliculaire en stimulant les sécrétions de KL par

les cellules folliculeuses (Nilsson et al., 2001; Nilsson et al., 2006; Skinner, 2005).
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Le glial-derived neurotrophic factor (GDNF) stimule également I’activation folliculaire en se
liant a son récept eur GFRal, présent dans les ovocytes des follicules primordiaux chez la
souris (Dole et al., 2008). Chez la femme, G DNF et ses récepteurs ont été localisés dans les
cellules folliculeuses et les ovocytes des follicules primordiaux suggérant leur implication

dans I'induction de leur croissance (Figure 5) (Farhi et al., 2010).

Le leukemia inhibiting factor (LIF) augmente la transition des follicules primordiaux vers les
follicules primaires dans l'ovaire néonatal de ratte en stimulant la synthése de KL par les
cellules folliculeuses (Skinner, 2005). Dans les ovaires foetaux et adultes humains, LIF et son
récepteur ont ¢t€¢ mis en évidence dans les ovocytes a partir du stade follicule primordial (Abir
et al., 2004). Le rdle et 1 e mécanisme d’action de LIF dans la croissance folliculaire précoce

reste néanmoins a préciser.

D’autres facteurs en provenance du stroma ovarien pourraient étre impliqués dans 1’activation
de la croissance folliculaire. Le KGF (keratinocyte growth factor ou fibroblast growth factor
7, FGF7) produit par les cellules dela pré-theque nouvellement recrutées, stimulerait la
croissance folliculaire en amplifiant la production de KL par les cellules folliculeuses (Abir et
al., 2009; Kezele et al., 2005). BMP4 et BMP7, membres des B MPs (bone morphogenetic
proteins) en p rovenance respectivement du stroma ovarien et des cellules thécales des
follicules a antrum, seraient impliquées dans lactivation des follicules au repos et
participeraient au maintien de la survie des cellules folliculeuses par une action anti-
apoptotique impliquant la voie de signalisation PI3K/PDK1 (Figure 5) (Nilsson and Skinner,
2003; Shimizu et al., 2012).

Enfin, d’autres facteurs présents dans les follicules primordiaux et dont I’invalidation chez les
modeles animaux affecte I'initiation de la croissance folliculaire ont été évoqués. On retrouve
par exemple, 'EGF (epidermal growth factor), le TGFa (transforming growth factor alpha) et
leur récepteur commun, 'IGF-1 (insulin-like growth factor I) et son ré cepteur (IGF-IR), les
activines. Toutefois, le role spécifique de ces facteurs dans la régulation de la croissanc e

folliculaire précoce reste a élucider (Skinner, 2005).

26



Introduction bibliographique

11.4.1.2. Le follicule primaire

D¢es le stade follicule primaire, 'ovocyte entre également en croissance. En de hors de sa
méiose, c’est pendant les premicres phases dela folliculogeneése, avant la formation de
Iantrum que 1’ovocyte voit la plus g rande partie de sa croissance se réaliser passant d’un
diamétre de 20 p m a un diametre d ’environ 120 pm (Figure 4). Cette croissance est la
conséquence dela réactivation du gé nome ovocytaire dés le stade follicule primaire.
L’ovocyte accumule de grandes quantités d’acides ribonucléiques (ARNs), augmentant
d’environ 300 fois son ¢ ontenu en ARN total. L a plupart de ces AR Ns sont stockés dans le
cytoplasme de l'ovocyte et seront traduits pour les stades ultérieu rs de la maturation

ovocytaire et au moment de lafé condation pour permettre ]l es premicres étapes du
développement embryonnaire, avant I'activation du génome au stade 4-8 cellules. Au stade
follicule primaire, la traduction immédiate d’'une partie des transcrits ovocytaires permet la
synthése des glycoprotéines ZP1, ZP2 et ZP3, constitutives de la zone pellucide (ZP)
enveloppant 'ovocyte et visible en microscopie optique des le stade de follicule secondaire.
La ZP est traversée par des prolon gements cytoplasmiques des cellu les péri-ovocytaires
maintenant des comple xes de jonctions perm éables (gap junctions) avec la membrane
plasmique de 1’ovocyte. Ces jonctions gap sont des a grégats de can aux transmembranaires
composés chacun de 6 sous-unités identiques, les connexines. Elles persistent tout au long de
la croissance du follicule et permettent la diffusion d’acides aminés, de métabolites du glucose
et de nucléotides (< 3 kDa) indispensables a la croissance ovocytaire (Thibault and Levasseur,
2001). Les souris déficientes en Cx43 (connexine 43), principale protéine des jonctions gap
sécrétée par les CGs, présentent un arrét de la croissance folliculaire au stade primaire (Juneja

etal., 1999).

Des ¢études réalisées chez la souris ont montré que les facteurs de transcription ovocytaires
Nobox (newborn ovary homeobox gene) et Figla jouaient un role majeur dans I'expression des
geénes codant pour les protéines ZP. Ces mémes facteurs de transcription régulent 'expression
des génes codant pour le growth differenciation factor 9 (GDF-9) et bone morphogenetic
protein 15 (BMP15) (Choi and Rajkovic, 2006; Joshi et al., 2007). Exprimés par 'ovocyte dés
le stade follicule primaire, ces facteurs sont capables de stimuler la prolifération des cellules
folliculeuses et de favoriser leur survie (Skinner, 2005). En re tour, les cellules folliculeuses
participent a la croissanc e ovocytaire par la prod uction de KL, dont I’expression est modulée

par GDF-9 et BMP15 dorigine ovocytaire (Figure S) (Otsuka ef al., 2011). AMH module
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ce dialogue, en inhibant notamment la sensibilité¢ folliculaire a la FSH (follicle-stimulating

hormone) (Visser and Themmen, 2005).

De¢s le stade follicule primaire, les cellules folli culeuses expriment les récepteurs a la FS H
(rFSH) (Oktay et al., 1997a). Malgré la présence de ces récepteurs, des travaux chez 'animal
et chez la femme, ont montré que la croissance f olliculaire basale était peu dépendante des
gonadotrophines et del eurs variations cycliques (Matthews et al., 1993; Touraine et al.,

1999).

11.4.1.3. Transition follicule primaire - follicule secondaire

Lorsque le follicule possede plus d’'une couche de cellules folliculeuses appelées alors cellules
de la granulosa (CGs), il est appelé follicule secondaire (Figure 4). Les CGs forment autour
de l'ovocyte enveloppé de la ZP, une couche de plusieurs assises cellulaires appelée couche
granuleuse ou granulosa. Avec 'augmentation de taille du follicule, le stroma ovarien adjacent
se différencie et donne naissance a la théque. Lorsque le follicule secondaire atteint un
diametre compris entre 80 et 100 u m, un rése au capillaire apparait dans la theque. Cette

vascularisation est physiologiquement importante puisque, deés lors, le follic ule devient
directement exposé aux facteurs circulant dans le sang. Des ¢études chez la souris et la brebis
ont montré, qu'en cas d’invalidation des génes codant respectivement pour Gdf-9 et Bmpl15, la
croissance folliculaire est stoppée au stade follicule primaire suggérant I'importance de ces 2

facteurs ovocytaires pour la transition primaire-secondaire (Chang ef al., 2002).

11.4.1.4. Transition follicule secondaire - follicule antral

Lorsque le follicule contient de 3 a 6 couches de CGs pour un diamétre compris entre 100 et
160 um, quelques cellules de la theéque se différencient et acquierent un aspect polyédrique, le
follicule devient préantral. Il est alors entouré d'une théque externe, composée de cellules
fibroblastiques, et d'une théque interne, en ¢ ontact avec l a lame basale et renfermant les
cellules polyédriques. D¢s lors, possédant des récepteurs de la LH dans la théque interne et a
la FSH dans la granulosa, le follicule est potentiellement capable de répondre a une

stimulation gonadotrope. Des espaces intercellulaires remplis de liquide folliculaire se
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constituent au sein de la granulosa. Le liquide folliculaire est composé en partie par une
séerétion des CGs incluant des mu co-polysaccharides et d’autre part, par un t ranssudat
sérique. Le follicule est qualifi¢ de tertiaire ou antral a partir de la différenciation de 'antrum
par confluence des di fférents espaces intercellulaires de la granulosa (Figure 4). D¢s lors,
I'accroissement du diametre folliculaire dépend essentiellement de la distension progressive de
Iantrum par accumulation liquidienne, et a u n moindre deg ré, del a poursuite de la

prolifération des CGs. Bien que 'ovocyte ne grossisse pas durant la phase antrale, il ne reste
pas inactif ; la transcription et le renouvellement des protéines se poursuivent. A mesure que
Iantrum grandit, 'ovocyte entouré¢ d'un amas dense de CGs appelé cumulus oophorus, se
retrouve suspendu dans le liquide folliculaire. Il ne restera connecté a la granulosa que par un

petit pédoncule de CGs (Figure 4).

11.4.2. Croissance folliculaire terminale

11.4.2.1. Sélection du futur follicule ovulatoire

Lorsque les follicules antraux atteignent un dia métre de 2 mm, le ur croissance devient
dépendante des gonadotrophines LH et F SH (Figure 3). Aucours dela folliculogenese
terminale, la croissance des follicules susceptibles d’ovuler se déroule de fagon synchrone. Ils
forment une cohorte de 3 a 11 follicules par ovaire de taille et de sensibilité différente aux
gonadotrophines. Leur vitesse de croissance augmente lorsque le taux plasmatique de F SH
s’¢leve. Certains peptides et stéroides synthétisés par les follicules eux-mémes peuvent étre
impliqués dans ’acquisition de réceptivité a FSH. Ainsi, I'activine, 'EGF et le TGFa dont les
concentrations sont ma ximales dans les follicules sélectionnables, de méme que la So-
dihydrotestostérone (DHT) et la testostérone stimulent la prolifération des CGs. La sécrétion
d’androsténedione par la théque interne résulte de Tlactivit¢ d’enzymes telles que I'enzyme
coupant la chaine latérale du cholestérol (P450s..), la 170-hydroxylase/lyase (P4501741yase), €t
la 3B-hydroxystéroide déshydrogénase (3B-HSD). L’activité de ces enzymes est sous le
controle primaire de la LH. Inhibée par les facteurs locaux EGF et TGFa, I'aromatase

(P450,4:0m) reste indétectable dans les CGs.
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Parmi les follicules sélectionnables, le follicule sélectionné est celui dont la différenciation
des CGs (ex primant la P450,,m,) est la plus avancée. Cette sélection résulte a la fois d’'une
levée d’inhibition exercée par les facteurs locaux (BMPs, EGF, TGFa) et d'une stimulation de
la différenciation des CGs, notamment par 'IGF-I et IGF-II. Le follicule est sélectionné
lorsque la concentration plasmatique en FSH diminue. La concentration en androsténedione,
qui est le stéroide dominant dans le follicule sélectionnable diminue ta ndis que celle en
cestradiol (E2) a ugmente. Le follicule passe donc d’un statut androgénique a un sta tut
cestrogenique. La production d’E2 est faible en début de phase folliculaire en raison de I'effet
négatif de lactivine sur la production d’androsténedione par la théque interne. Puis la synthese
d’activine décroit alors que celled ’inhibine B augmente. Cette augmentation stimule la
séerétion d’androsténedione thécale. De plus, IGF-I et IGF-II stimulent la synthése des
récepteurs a la LH dans les CGs. Ainsi 'accroissement de I'expression des récepteurs a la FSH
et lapparition des récep teurs ala LH dans les CGs rendent le follicule sélectionné plus
sensible a la FSH et a la LH. Son dé veloppement est donc facilit¢ a une période ou la

concentration plasmatique en FSH est diminuée.

Au milieu de la phase folliculaire, le follicule sélectionné devient dominant. Son diamétre est
alors compris entre 5,5 et 8,2 mm et ses CGs sont le siege d’'une activité¢ mitotique intense. La
chute des gonadotrophines et le fait que le follicule sélectionné acheéve sa croissance en
exer¢ant un effet pro-apoptotique sur le s autres follicules de la cohorte, entrainent leur

régression.

11.4.2.2. Maturation pré-ovulatoire

Le follicule sélectionné augmente de taille en 5 jours pour a tteindre 20 mm au stade pré-
ovulatoire (Gougeon, 1986). Le nombre moyen de CGs, qui e st d’environ 2 a 5 millions en
début de phase folliculaire, atteint entre 50 et 100 mil lions au moment de lovulation
(Figure 3). En réponse au pic pré-ovulatoire de LH, le follicule passe d’un statut cestrogénique
a unsta tut progestatif. Les concentrations intrafolliculaires d’E2 et d’androsténedione
s’effondrent, tandis que la production de progestérone augmente et inhibe directement la
prolifération des CGs. Parallelement, le follicule va subirde profonds remaniements
morphologiques et cytologiques aboutissant a la rupture du follicule etla libération de

I'ovocyte. L'irrigation du follicule est amplifiée par vasodilatation des vaisseaux de la theque
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interne, conduisant a un cedéme de la théque, par exsudation du plasma sanguin en réponse au
platelet activating factor (PAF). Le vascular endothelial growth factor (VEGF), sécrété par
les CGs, provoque des fenestrations dans les parois des capillaires et la sortie des cellules de
la lignée blanche qui produisent des peptides aidant a la rupture folliculaire. Ce phénomene

est proche d’'un processus inflammatoire.

Quelques heures aprées la décharge ovulante, une augmentation de I’activité plasmine, li¢e a la
libération de Iactivateur du plasminogene par les CGs, provoque une activation du précurseur
de la collagénase. L’activit¢ collagénolytique conduita la rupture de la membrane de
Slavjanski, a la dissociation des CGs et a I'expansion des cellules du cumulus. La membrane
de Slavjanski étant rompue, 'envahissement des CGs par les capillaires de la théque interne
devient possible. Le follicule augmente fortement de taille (de plusie urs millimétres en
quelques heures), en raison de la syntheése d’acide hyaluronique qui accumule I'eau du plasma
sanguin et gonfle ainsi largement les espaces intercellulaires et antrum. L[’accroissement
volumétrique du follicule et sa position dans le cortex entrainent sa hernie au niveau de la
surface ovarienne. En un point apical (ou stig ma), cette paroi herniée s’amincit encore et
devient avasculaire ; le tissu conjonctif se lyse et le follicule se rompt. Le liquide folliculaire
s’écoule de cet orifice, entrainant avec lui 'ovocyte contenu dans son ¢ umulus réduit a la
corona radiata formée par les CGs entourant 1 ’ovocyte (Figure 4). Cet ensemble est alors

capté par la trompe, lieu de la fécondation éventuelle.

11.4.2.3. Maturation ovocytaire

La maturation ovocytaire recouvre 'ensemble des changements nucléaires et cytoplasmiques
qui interviennent dans lovocyte I, a I'intérieur du follicule mur suite a la décharge ovulante.
On distingue 2 grands éveénements : i) lare prise dela méiose del ’ovocyte I bloqué en
prophase, jusquen métaphase II; ii) la matu ration cytoplasmique qui est I'acquisition de

Iaptitude a une fécondation normale et au démarrage du développement embryonnaire.

Maturation cytoplasmique

La migration des g ranules corticaux est le trait le plus marqua nt de la maturation

cytoplasmique. Ces granules corticaux produits par I'appareil de Golgi vont, dés la reprise de
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la méiose et avec le concours du réticulum endoplasmique et des dictyosomes, migrer vers la
zone corticale en s’associant au réseau d’actine sous-membranaire. La migration des granules
s’laccompagne d’un rassemblement des autres or ganites (mitochondries, Golgi) dans la ré gion
périnucléaire. Ces dépla cements sont sous la dépendanc e des microtubules. La traduction
protéique est stimulée permettant apport protéique nécessaire a la reprise et arrét de la

méiose, et a la décondensation spermatique ultérieure.

Maturation nucléeaire

La 1 division méiotique bloquée jusqu’alors en fin de prophase s’achéve, avec la disparition
de Tenveloppe nucléaire et I’expulsion du 1 globule polaire dans I'espace périvitellin situé
entre la ZP et la membrane plasmique. Ai  nsi est obtenu un ovoc yte II, haploide a 23
chromosomes encore dupliqués. La diminution du taux intracellulaire d’AMPc (adénosine
monophosphate cyclique) intervient dans cette reprise del a méiose : la baisse d’AMPc
provoque l'inactivation de la protéine kinase A (PKA) ce qui entraine la production de MPF
(maturation-promoting factor), faite d'un complexe entre la protéine 34cdc2 et d’une cycline, a
partir d'un précurseur inactif, le pré-MPF, synthétis¢ dans1’ovocyte (la présence de ce

précurseur signe la compétence de I'ovocyte a reprendre sa maturation nucléaire).

La 2™ division de m éiose est initiée puis bloq uée en métaphase I (MII). Ce blocage est
provoqué par une p rotéine kinase synthétisée au moment de Il'ovulation et appel ée MSF
(meiotic stabilizing factor) ou CSF (cytostatic factor). Cette derniére division méiotique ne

sera achevée qu’apres une éventuelle fécondation.

I1.5. Durée de la croissance folliculaire

Chez la femme, la durée de croissance folliculaire depuis la sortie de la réserve jusqu’au stade
préantral n’est pas connue mais elle est estimée a plusieurs mo is (> 120 jours). Les étapes
ultérieures sont mieux connues ; il faut 25 jours a un follicule préantral débutant pour devenir
un follicule antral de 0,2 mm, puis 20 jours a ce follicule pour atteindre 0,5 mm, puis 25 jours

pour atteindre la taille du follic ule pré-ovulatoire, 2 mm (Figure 3) (Gougeon, 1986).
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I. Intéréts et indications de ’autoconservation du tissu ovarien

La cryoconservation du tissu ovarien (CTO) constitue un moyen de préservation de la fertilité
et de la fonction endocrine  des femmes et jeunes filles susceptibles de présenter une

insuffisance ovarienne prématurée (IOP).

I.1. L’insuffisance ovarienne prématurée, définition

L’IOP se définit par une aménorrhée de plus de 4 mois survenant avant I'age de 40 ans, ave ¢
un taux ¢€levé de gonadotrophines (FSH supérieure a 40 U I/ml) mesuré a2 r eprises. La
prévalence de I'IOP est de l'ordre de 1 a 3 % des femmes. Cette prévalence varie en fonction
de l'age ; elle est estimée a 1/10 000 chez les femmes de moins de 20 ans, 1/1000 chez les
femmes de moins de 30 ans, et 1 % ch ez les femmes de moins de 40 ans (Coulam et al.,
1986). L’'IOP se manifeste clini quement par un impubérisme et/ou une aménorrhée primaire

ou secondaire (Christin-Maitre et al., 2006).

I.2. Etiologie des IOP

Plus de 80 % de s IOP sont idiopathiques. Les principales étiologies identifiées (décrites ci-
dessous) sontle s causes :1) iatrogenes, secondaires aux traitements par chimio- et/ou
radiothérapie ; i1) auto-immunes ; iii) génétiques ; iv) post-chirurgicales apres kystectomie ou

ovariectomie.

1.2.1. Epidémiologie du cancer chez la femme et I’enfant

Depuis 30 ans, 1’incidence des pathologies néoplasiques ne cesse d’augmenter. En France, le
nombre de nouveaux cas de cancer en 2005 a été estimé a 135 895 chez la femme, dont 4661
(3.4 %) retrouvés chez des femmes de moins de 34 ans. En 1980, le nombre de nouveaux cas
de cancers était de 73 712. Ce nombre a progressé de 54 % chez la femme entre 1980 et 2005.
La prise en compte d es modifications dé mographiques de la population fran caise ces
derniéres années, montre que 25%d e laugmentation dunombre de cas estdue a
I'augmentation de la population et 20 % a son vi eillissement (le risque de cancer augmentant

avec I'age). L’augmentation du risque de cancer (mesuré par le taux d’incidence standardisé€)
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intervient a 55 % da ns "augmentation du nombre de cas chez la femme (source Institut de

Veille Sanitaire, InVS www.invs.sante.fr) (Belot et al., 2008).

Chez les enfants agés entre 0 a 14 ans, les cancers, méme s’ils sont rares, constituent a ce jour
la 2™ cause de mortalité apres les accidents. En 2005, le Registre National des Hémopathies
malignes de I'Enfant (RNHE) etle R egistre National des Tumeurs Solides de 1 ’Enfant
(RHTSE) ont recensé¢ 723 cas de nouveaux cancers chez les jeunes filles de 0-14 ans, alors
quils étaient de 583 en 1980. L es tumeurs les plus fréquentes chez les enfants sont : les
leucémies (29 % des cas avec une répartition de leucémie lymphoide de 77 % et de leucémie
aigué myé¢loblastique de 16 %), les tumeurs du systéme nerveux central (23 %) et les
lymphomes (12 % de s cas avec une répartition de maladie de Hodgkin de 42 %e t de
lymphome malin non ho dgkinien de 29 %) (sour ce InVS). Le pourcentage de survie a 5 ans
estimé en France tous types de cancers confondus sur la période 1990-99, est de 75 %. Ce
chiffre est proche de celui observé aux Etats-Unis et de | ’estimation moyenne européenne
(72 % tous t ypes de cancers confondus surla période 1988-1997) (D esandes et al., 2008;
Horner et al., 2008; Sankila et al., 2006). En Fr ance, concernant I'ensemble des cancers de
I'enfant, la survie globale a 5 ans a augmenté de 72 % pour la période 1990-1994 a 78 % pour
la période 1995-1999. Ceci correspond a une amélioration de 1,2 % par an (Desandes ef al.,
2008). Cette pro gression, plus marquée pour l e groupe d’age 10-14 ans (1,9 % paran ),
s’observe essentiellement pour les leucémies (1,5 % par an) et les tumeurs osseuses (4,8 % par
an). Entre la premiére et la seconde moiti¢ des années 1990, la survie a 5 ans a ainsi augmenté

de 77 a 84 % pou r les leucémies aigués lymphoblastiques, de 42 a 58 % pour les leucémies

aigués my¢éloblastiques et de 63 a 82 % pour les sarcomes d’Ewing (Desandes ef al., 2008).

Chez Tadolescent (15-19 ans) et ladulte jeune (20-24 ans), les cancers représentent la
3me cause de mortalit é en F rance. En 2005, 372 nouveaux casd e cancers ont été

diagnostiqués chez les jeunes filles de 15-19 ans, et 566 chez les 20-24 ans, alors qu’ils étaient
respectivement de 268 et de 403 pour ces 2 tranch es d’ages en 1980 (source InVS). Chez les
15-19 ans, l es cancers les plus fr équents sont : les | ymphomes (25 % des c as avec une
répartition de maladie de Hodgkin de 16 % et de lymphome malin non hodgkinien de
7 %), les carcinomes et tumeurs épithéliales (19 % des cas avec une répartition de mélanome
de 7 % et de car cinome de la t yroide de 5 %), les sarcomes osseux et extra-osseux (17 %).
Chez les adultes jeunes, ce sont les carcinomes et tumeurs épithéliales (33 % des cas avec une

répartition de mélanome de 11 % et de carcinome de la tyroide de 7 %), les lymphomes

(22,5 % des cas avec une répartition de maladie de Hodgkin de 15 % et de lymphome malin
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non hodgkinien de 5 %) et les tumeurs g erminales et gonadiques (20 %) (Desandes et al.,
2007). En France, la survie globale a 5 ans pour la période 1988-1997 était de 69,1 % chez les
adolescents et 74,5 % ch ez les adultes jeunes (tous cancers confondus). Chez les 15-24 ans,
durant la période 1978-1997, un gain progressif de la survie globale a 5 ans a été obs erve,
passant de 62,0 % durant la période 1978-1982 a 66,0 % durant la période 1983-1987, puis
73,2 % durant la périod e 1988-1992, pour atte indre 80,2 % durantla période 1993-1997
(p <0,001) (Desandes et al., 2007). La survie des adolescentes et adultes jeunes tend encore a
augmenter ces derniéres années, comme le su ggerent les données européennes de | ’étude
EUROCARE-4, avec un risque de dé cés diminuant de 13 % entre la période 1995-99 et la
période 2000-2002 (Gatta et al., 2009).

Chez les femmes adultes agées de 25 a 34 ans, 3000 nouveaux cas de c ancers ont été
diagnostiqués en 2005 contre 2218 en 1980. Avec 26,5 % des cas, le cancer du sein est le plus
fréquent des cancers féminins en France avant le cancer de la tyroide et le mélanome de la
peau représentant respectivement 18,5 et 11, 5 % des cas. Le nombre de nouveaux casde
cancer du sein a presqu e doublé entre 1980 et 2005, passant de 21 704 a 49 814. Le taux
d’évolution, en moyenne de 2,4 % par an entre 1980 et 2005, tend cependant a diminuer ces
dernicres années (+ 2,1 % observée entre 2000 et 2005). La mortalité, qui était restée stable
depuis 1980, amorce une décroissance en 2000. Le taux d’évolution annuel de la mortalité est
de -0,4 % sur 1 ’ensemble de la période 1980-2005 alors qu’il est de -1,3 % sur la derniére
période 2000-2005 (source InVS).

Ces données épidémiologiques mettent en évidence 'amélioration des méthodes diagnostiques
et thérapeutiques dans l'augmentation de l'espérance de vie des femmes et jeunes filles

atteintes de pathologies malignes.

1.2.2. Action des traitements anticancéreux sur la fonction gonadique

Laltération de la fonction ovarienne est un des effets secondaires majeurs des traitements par
chimiothérapie et/ou radiothérapie (Meirow and Nugent, 2001). En raison de 'amélioration de
la survie des patientes atteintes de cancers, il est devenu indispensable de prendre en compte

les effets secondaires a long terme de ces traitements sur la fonction gonadique.
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1.2.2.1. Action de la chimiothérapie anticancéreuse sur la fonction gonadique

L altération de la fonctio n ovarienne aprés chimiothérapie est difficile a prévoir. Elle varie
selon I'age de la patien te au moment du traitement, le schéma thérapeutique, les doses

administrées, la durée du traitement et la tolérance individuelle (Meirow and Nugent, 2001).

Les agents anticancéreux utilisés ont des m écanismes d’action différents et donc un potentiel
gonadotoxique variable (Tableau 1). Les agents alkylants tels que le cyclophosphamide, sont
les agents chimiothérapiques les plus gonadotoxiques avec 5 a 25 % d’IOP observées apres
I'age de 30 ans (Meirow and Nugent, 2001). Une étude portant sur un g rand nombre de
patientes (168 femmes at teintes de différents types de cancers et traitées p ar chimiothérapies
conventionnelles) a montré que le risque d’insuffisance ovarienne en cas d’utilisation d’agents
alkylants était significativement plus élevé comparé a l'utilisation des platines, des alcaloides

ou des antimétabolites (Meirow, 2000).

Le risque d'IOP augmente avec I’age de la patie nte, dont le contingent folliculaire est moins
important que chez la jeune fille prépubere. Dans le cadre du c ancer du sein, le méme
traitement associant la ¢ yclophosphamide, le bu sulfan et le melphalan, a ét¢ administré¢ a
différentes classes d’ages: seulement 22 % des femmes a gées de moins de 40 ans sont

devenues ménopausées alors que ce taux a atteint 73 % pour le s femmes agées de plus de

40 ans (Fisher et al., 1979).

Un traitement par al kylants peut également étre utilisé dans le cad re de pathologies non
cancéreuses telles quel e lupus érythémateux disséminé, le syndrome néphrotique ou la
thalassémie. L’incidence de I’IOP dépendra alors de I’age de la patiente et de la dose totale

cumulée utilisée pour ce traitement (Gidoni et al., 2008; McDermott and Powell, 1996).

L’IOP et l'infertilité sont principalement liées ala destruction folliculaire engendrée. La
plupart des agents chimiothérapiques détruisent les follicules en croissance a l'origine d’'une
aménorrhée transitoire. Mais certains agents cytotoxiques tels que les agents alkylants
peuvent également agir sur les follicules primordiaux a 'origine d'une IOP avec disparition de
la fonction endocrine et stérilité, y compris pour de faibles doses (Meirow and Nugent, 2001).
Les mécanismes d’action des traitements anticancéreux sur le s follicules de réserve sont
méconnus. La déplétion de la réserve ovarienne pourrait étre la conséquence d'une action
directe des agents cytotoxiques sur les follicules primordiaux et/ou la conséquence d’'une

augmentation du recrutement des follicules de réserve suite a la destruction des follicules en
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Haut risque Risque intermédiaire Bas risque ou absence

Cyclophosphamide Adriamycine Méthotrexate
Busulfan Cisplatine Bléomycine
Melphalan Carboplatine 5-Fluorouracile
Chlorambucil Actinomycine-D
Dacarbazine Mercaptopurine
Procarbazine Vincristine
Ifosfamide

Thiotepa

Carmustine

Tableau 1. Classement des agents chimiothérapiques selon leur degré de gonadotoxicité
D’apres Sonmezer et Oktay, 2004.
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croissance (Figure 6) (Morgan et al., 2012). Ces dernieres années, plusieurs études ont
montré que la mort folliculaire induite par les traitements anticancéreux serait le résultat de
lactivation et 'exécution d’'un mécanisme pro-apoptotique dans 1’ovocyte passant par la voie
des caspases (Till y and Kolesnick, 2002). D ’autres études sugg erent que 1 ’activation de
I'apoptose ovocytaire pourrait étre également la conséquence dune action des agents
chimiothérapiques sur les cellules somatiques mitotiquement actives dans les follicules ayant
initi¢ leur croissance (Figure 6) (Abir et al, 2008; Raz et al, 2002). Certains a gents
anticancéreux ont aussi des effets déléteres sur le stroma ovarien. Des analyses histologiques
et ultrastructurales réalisées a partir de biopsies ovariennes recueillies chez des patientes
traitées par chimiothérapie ont montré des signes modérés a séveres de fibrose stromale et une
altération des vaisseaux sanguins ovariens (Marcello et al., 1990; Meirow et al., 2007). Ces
¢tudes suggerent donc que laltération du stroma ovarien pourrait étre un mécanisme potentiel

supplémentaire contribuant a la perte folliculaire induite par la chimiothérapie.

La reprise des cycles menstruels ne sig ne pas l'absence d’atteinte ovarienne etn’est pas
synonyme de fertilit¢ et a linverse, des cycles irréguliers et méme une aménorrhée
n’impliquent pas obligatoirement une infertilit¢ (Lutchman Singh et al., 2005). Une étude de
cohorte de 100 adultes survivantes d’un cancer survenu dans 1 ’enfance, montre qu'une grande
proportion (70/100) de jeunes patientes qui avaient des cycles menstruels réguliers apres leur
chimiothérapie, présentaient un ri sque d’'IOP quelques années suivant la fin du traitement

(Larsen et al., 2003).

1.2.2.2. Action de la radiothérapie anticancéreuse sur la fonction gonadique

Le degré d’altération de la fonction ovarienne apres radiothérapie dépend de 3 facteurs : 1) la
dose recue par les ovaires (dépendante de la dose totale délivrée et du champ d’irradiation) ; ii)
le schéma de fractionnement utilisé ; iii) 'dge de la patiente au moment du traitement (Meirow

and Nugent, 2001).

L’effet de la radiothérap ie sur la fonction ovarienne varie selon le champ d’irradiation. Les
irradiations pelviennes, abdominales ou rachidiennes sont associées a un fort risque d’IOP en

particulier si les 2 ovaires sont dans le champ d’irradiation (Meirow and Nugent, 2001).

Récemment, il a été estimé que la dose d’irradiation entrainant la destruction de la moitié de la

population folliculaire (Lethal Dose 50 ou LD 50) serait inférieure a 2 grays (Gy) aussi bien
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\4

Mort ovocytaire

Figure 6. Cibles potentielles des traitements chimiothérapiques dans I’ovaire

L’insuffisance ovarienne prématurée et I'infertilit¢ sont principalement liées a la destruction
folliculaire. Toutefois les mécanismes d’action des agents chimiothérapiques sur 1’ovaire sont
méconnus. Deux hypothéses ont été proposées :

1. La déplétion du stock de follicules primordiaux dans 1’ovaire pourrait étre la conséquence
d’une action directe des agents cytotoxiques sur les follicules primordiaux et/ou la
conséquence d’une augmentation du recrutement des follicules de réserve suite a la
destruction des follicules en croissance.

i1. La mort ovocytaire peut étre le résultat d’une activation de 1’apoptose ovocytaire par les
agents chimiothérapiques et/ou les conséquences d’une dégradation par les agents
chimiothérapiques des cellules somatiques mitotiquement actives dans les follicules ayant
initié leur croissance. D’apreés Morgan et al., 2012.
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pour la jeune fille prépubére que la femme adulte (Wallace et al, 2003). Avec le

développement de mod ¢les mathématiques, il est désormai s possible de prédir e I'age de
survenue d’'une IOP en tenant compte des doses regues par les ovaires lors d’une irradiation
(dosimétrie) et de la radiosensibilité des ovocytes humains. Ainsi la dose induisant une IOP
des la fin du traitement est a la naissance de 20,3 Gy, a 10 ans de 18,4 Gy, a 20 ans de 16,5
Gy eta30ansde 14, 3 Gy (Figure 7) (Wallace et al., 2005). Ces variations d ’atteinte
gonadique sont li¢es a la qualit¢ de la réserve folliculaire au moment du traitement. Les
ovaires de jeunes filles contenant un plus grand nombre de follicules primordiaux que les
ovaires de femmes plus agées, I’'impact de la radiothérapie est moindre (Meirow and Nugent,

2001).

Le fractionnement dela dose semble également jouer un role d ans latteinte gonadique.
Thibaud et al. ont ainsi montré qu’une irradiation corporelle totale de 10 Gy en une simple
dose avant la puberté induirait une insuffisance ov arienne dans la majorité des cas. Avec de s
doses fractionnées, cet effet serait moins marqué mé me sila dose d ’irradiation est plus

importante (Thibaud et al., 1998).

Outre l'effet délétere de la ra diothérapie sur I’ovaire, une irradiation cranienne pour tumeur
cérébrale (> 30 Gy) peut étre responsable d *une atteinte de 1’axe hypothalamo-hypophysaire,

entrainant un trouble de la sécrétion de gonadotrophines chez I'enfant (Constine ef al., 1993).

1.2.2.3. Auto et allogreffe de moelle osseuse

En France pour I’année 2010, 4 534 patients ont regu une greffe de moelle osseuse autologue
ou allogénique, soit 2 890 patients autog reffés et 1 644 patients allogreffés. L’activité
d’allogreffe de moelle osseuse est depuis plusieurs années enp rogression constante
(augmentation de 8,6 % en 2010, et ce principalement en raison de l'augmentation des
allogreffes non apparentées (bilan activit¢ de greffe 2010, Agence de la BioMédecine).
L’indication de ce traitement concerne principalement les hémopathies malignes (leucémies
aigués, leucémies my¢loides chroniques), et il est le plus souvent ré alisé chez des enfants et
jeunes femmes. Les traitements de conditionnement pré-greffe incluent une chimiothérapie
intensive (souvent a base d’agents alkylants a forte dose tels que le cyclophosphamide ou le
busulfan) associée ou non a une irradiation corpo relle totale (10 a 12 G y). Les 2 traitements

agissent en synergie dans leur action anticancéreuse et entrainent une destruction de la réserve
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Dose d’irradiation stérilisante et moyenne
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Figure 7. Dose d’irradiation stérilisante (rouge) et moyenne (bleue) en fonction de I’age au
moment du traitement

La dose stérilisante correspond a la dose d’irradiation (en Gray) au dessus de laquelle 100 % des
patientes développeront une insuffisance ovarienne prématurée immédiate a un age donné
(en abscisse).

La dose moyenne correspond a la dose d’irradiation pour laquelle 50 % des patients
développeront une insuffisance ovarienne immédiate a un age donné.
D’apres Wallace et al., 2005.
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ovarienne dans la majorité des cas, indépend amment de I'age de la patiente (Sanders et al.,

1996).

1.2.3. Origine auto-immune des IOP

Dans 10a 20 % des cas, les IOP sont asso ciées a une polyendocrinopathie auto-immune
(autoimmune polyendocrinopathy syndrome, APS) det ype 1, associant une candidose
cutanéo-muqueuse chronique et diverses endoc rinopathies auto-immunes, ou de t ype 2 (sans
candidose). Le syndrome APECED ( autoimmune poly-endocrine candidiasis ectodermal
dystrophy) ou APS 1 est une patholog  ie rare (incidence < 1/25 000), de transmission

autosomique récessive, liée aux mutations du geéne A/RE codant pour un facteu r de
transcription exprimé au ni veau thymique et impliqué dans les mécanismes de tolérance
immunitaire centrale et péri phérique. L’IOP se retrouve dans 60 % d es cas d’APECED
(Ahonen et al., 1990). Parmi les endocri nopathies auto-immunes les plus fréquemment
associées aux APS, on note I'insuffisance surrénalienne (maladie d’ Addison) et la thyroidite de
Hashimoto. Plus rarement, seront associés une h ypoparathyroidie, un diabéte de t ype 1, une
maladie de Basedow ou une hypophysite. En dehors du contexte d’APS, les IOP peuvent étre
associées a certaines pathologies auto-immunes telles que le lupus érythémateux systémique,
la myasthénie, la maladie de Crohn oula polyarthrite rhumatoide (Christin-Maitre et al.,

2006; Gidoni et al., 2008).

1.2.4. Origines génétiques des IOP

1.2.4.1. Causes d’IOP liées au chromosome X

Le syndrome de Turner

Parmi les cas d’'IOP liés a I'’X, le syndrome de Turner est le plus fréquent car il touche environ
3 % des feetus féminins avec une fréquence de 1 pour 2 000 a 2 500 naissances (Collin, 2006).
Il est la cons équence d’'une absence ou d’une anomalie de I'un des 2 gonosomes X, entrainant

une haplo-insuffisance de génes impliqués dans le développement et la maintenance du stock
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folliculaire ovarien. La moiti¢ des patientes avec un syndrome de Turner ont une monosomie
X, 52410 % ont un isoc hromosome X, et 40 a 45 % présentent une form e mosaique X/XX
associée a des anomalies de lautre X (S ybert and McCauley, 2004). La variabilité
phénotypique est importante mais le tableau clinique classique associe une petite taille, une
dysgénésie gonadique avec desovai res en « bandelettes fibreuses» et uns yndrome
malformatif (lymphoedéme, pterygium colli, implantation basse des cheveux, malformations
rénales). L’IOP sexplique par une atrésie accélérée des ovocytes pendant le troisiem e
trimestre intra-utérin a origine d’'une aménorrhée primaire. Cependant dans 5 a 10 % des cas,
une puberté s’installe, plus ou moins compléte, pouvant aller jusqu’a des cycles ovulatoires
(Hreinsson et al., 2002a). Dans ce cas, elle est suivie rapidement d’'une insuffisance ovarienne
précoce n'autorisant que dans de r ares cas une grossesse spontanée (Hovatta, 1999; Sybert,
2002). Pour préserver la fertilité ultérieure de ces patientes, une conservation de tissu ovarien

pourrait €tre envisagée avant la disparition des follicules a I'age adulte.

Le syndrome de I'X fragile et autres causes d’IOP liées a I’X

Un des génes du chromosome X le plus connu pour étre responsable I’IOP, est le géne FMRI
(fragile site mental retardation gene 1) ou FRAXA localisé en Xq27.3 et associé au syndrome
de I'’X fragile (ous yndrome de Martin-Bell) quie st la premic¢re cause de retard mental
héréditaire. Le 1¥ exon de ce géne est constitué normalement de 6 a 60 triplets de nucléotides
(CGG). Une prémutation FMRI se définit par un nombre de répétitions (CGG) entre 61 et
200, alors qu'une mutation comporte plus de 200 répétitions (CGG). La prévalence des sujets
présentant une prémutation est de 1/350 filles et des études ont montré que 20 % des femmes
porteuses de la prémutation étaient atteintes d’IOP (Sherman, 2000). Si les prémutations sont
recherchées de maniére systématique dans de s cohortes de patientes  atteintes d’IOP, le
pourcentage de FMRI prémuté va de 1,6 a 3 % dans les cas sporadiques et de 12 a 16 % dans

les cas familiaux (Conway et al., 1998; Marozzi et al., 2000).

Drautres causes génétiques liées a I'’X, beaucoup moins fréquentes, ont €té associées a des IOP,
telles que le s yndrome de trisomie X (47, XXX) dontla  prévalence e st de 1/900 fil les.
Cliniquement, les filles atteintes de ce syndrome ont une puberté et une fertilit¢ normale mais

quelques cas d’'IOP ont toutefois été rapportés (Tartaglia et al., 2010).
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Les dé¢létions partielles duc hromosome X e t les translocations X- autosome peuvent
¢galement étre associées a une IOP si elles concernent le bras long du chromosome X (Xq) et
notamment la ré gion Xq26-q28 appelée POFI etlaré gion Xql3.3-q21.1 appelée POF2,
porteuses de genes impliqués dans le développement ovarien (Maraschio et al, 1996;

Schlessinger et al., 2002).

1.2.4.2. Causes d’IOP liées aux autosomes

Mutation du récepteur a la FSH

Aittomaki et al. ont découvert qu’'une mutation « faux-sens » du géne codant pour le récepteur
a la FSH identifiée dans 6 familles finlandaises, €tait responsable d’'une résistance ovarienne a
la FSH avec blocage de la croissance des follicules au stade préantral précoce (Aittomaki et
al., 1996). La transmission est autosomiquer écessive. Depuis, 9 mutations « perte de
fonction » dece geéne ont été¢ décrites. Dans la majorité des cas, les patientes atteintes

présentent une aménorrhée primaire (Sundblad ef al., 2004).

Ataxie-télangiectasie

I1 s’agit d’'une pathologie rare, autosomique récessive due a des anom alies dans le géne ATM
(ataxia telangiectasia mutated) situé sur le chromosome 11q22-23 et codant pour une protéine
impliquée dansla réparation des cassures d’ADN (acide désoxyribonucléique). Elle se
manifeste classiquement par une dégénérescence neurologique progressive (ataxie
cérébelleuse, choréo-athétose, dysfonctionnement oculomoteur) associé e a la survenu e de
lymphomes dans 10a 1 5 % des cas. Les patientes présentent une IOP primaire avec, a la
biopsie ovarienne, I'absence de follicules primordiaux. Si le produit du gene ATM n’est
nécessaire ni a la migration ni aux divisions des cellules germinales primordiales, il e st

indispensable dans les premiers stades de la méiose (Barlow et al., 1998).
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Galactosemie

La galactosémie est une maladie rare, autosomique récessive, secondaire a la mutation de la
galactosidase-1-phosphate uridyl transférase (GALT). Le déficit enzymatique en GALT est
responsable d’'une accumulation intracellulaire, dans différents tissus, du g alactose et de ses
métabolites. L’IOP peut se présenter comme une aménorrhée primaire avec impubérisme ou
survenir a un age plus tardif de la vie. Au niveau de I'ovaire, 'accumulation du galactose ou de
ses métabolites activerait 'apoptose folliculaire mais les mécanisme s précis restent encore a
¢lucider (Forges et al, 2006). Siunrég ime pauvreen galactose permet d’éviter les
complications aigués, en particulier hépatiques et rénales, il n’empéche pas la survenue de

I'IOP (60 a 70 % des cas) (Rubio-Gozalbo et al., 2010).

GDF-9

GDF-9 est un fact eur de transcription de t ype TGFB (transforming growth factor-beta ),
essentiel a la croissance folliculaire. Plusieurs cas de variants de GDF-9 ont été décrits dans
I'espece humaine dans d es cas d’aménorrhée primaire ou se condaire (Laissue et al., 2006;

Wang et al., 2010).

Syndrome de Blépharophimosis - Ptosis - Epicanthus Inversus (BPES)

Deux types de BPES ont été définis : le B PES det ype 1 toucha nt les femmes et se

caractérisant par I'association d’'une anomalie des paupicres a une IOP se présentant comme
une aménorrhée primaire ou secondaire, et le t ype 2 touchant aussi bi en les femmes que les
hommes et se caractérisant par une anomalie isolée des paupi¢ res (Zlotogora et al., 1983).
Dans la littérature, il n’existe pas d’estimation de la prévalence de cette pathologie souvent
classée parmi les maladies orphelines. La transmission est autosomique dominante et les
¢tudes réalisées a partir de familles atteintes ont permis de localiser le géne responsable sur le
bras long du chromosome 3 en 3g23. De nombreux cas de mutations du gene FOXL2 codant
pour un facteur de transcription impliqué dans les premiers stades de la folliculogenése, ont

été mis en évidence (De Baere ef al., 2005; Hu et al., 2011).
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I.2.5. Causes chirurgicales d’IOP

1.2.5.1. Kystes organiques bénins de I’ovaire

La kystectomie intrapéritonéale coelioscopique est actuellement la technique chirurgicale de
référence pour traiter les kystes ovariens organiques présumés bénins (Savary et al., 2002).
L’exéreése chirurgicale de kystes ovariens bénins (séreux, mucineux, endométriosiques,
dermoides) peut parfois impliquer le retrait de cortex sain adjacent et ainsi diminuer la réserve
folliculaire. L'impact sur la réserve ovarienne de la kystectomie peut toutefois différer en
fonction de la taille des kystes, du caractére uni ou bilatéral et du caractére unique ou multiple
sur un méme ovaire. Une anal yse prospective réalisée chez 177 patientes (entre 17 et 45 ans)

rapporte que 42 % des k ystectomies endoscopiques s’accompagnent d’'un retrait de cortex

ovarien sain. Ce retrait de cort ex adjacent est plus fréquent enca s d’endométriomes
(58,7 % des cas) comparé a la résection de kystes non endométriosiques (mucineux, séreux,
dermoides) (5,4 % d es cas,p<0,001) (Matsuzaki et al., 2009). Cette différen ce peut
s’expliquer par l'absence, en cas d’endométriomes, de capsule kystique distincte rendant la
dissection du cort ex ovarien adjacent plus difficile en com paraison avec les kystes non
endométriosiques présentant une zone de clivage bien délimitée entre la coque ovarienne et le
kyste (Muzii et al., 2002). Selon une étude italienne, 2,4 % des femmes (3/126 patientes) qui
subissent une résection laparoscopique pour une endométriose ovarienne bilatérale présentent
une IOP (Busacca et al., 2006). L’'impact sur la réserve folliculaire sera d’autant plus important
en cas d ’endométriose récidivante pouvant nécessiter une rés ection chirurgicale. Les
dommages vasculaires en cas d’¢électrocoagulation ou d’inflammation locale post-chirurgicale
peuvent également affecter la réserve folliculaire (Li et al., 2009). Une analyse rétrospective
réalisée chez 17 p atientes incluses en FIV (fécondation in vitro)/ICSI (intra cytoplasmic
sperm injection), montre une de nsité significativement plus faible en follicules dominants
recueillis a partir de lovaire ayant précédemment subiunee xérése de kyste non
endométriosique en comparaison avec l'ovaire controlatérale non op éré (Somigliana ef al.,

2006).
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1.2.5.2. Ovariectomie prophylactique

Environ 5 a 10 % d es cancers du sein et 10 % d es cancers de ’ovaire sont attribuables a une
mutation génique dont 40 % sontliésa des m utations des geénes supp resseurs de tumeur
BRCAI et BRCA2 (breast cancer genes) (Source Institut National du Ca ncer, INCa

www.e-cancer.fr). La présence dune mutation dansl 'un de ces2g ¢nes augmente

significativement le risque de développer un cancer du sein et de 'ovaire. D’aprés Antoniou et
al., le risque de d évelopper un cancer du sein avant 'age de 45 ans est de T'ordre de 25 % en
cas de mutation de BRCAI et de 7 % en cas de mutation de BRCA2. Concernant le risque de
développer un cancer de l'ovaire, il est de 'ordre de 10 % en cas de mutation de BRCAI et de
moins de 1 % en cas de mutation de BRCA2 (Antoniou et al., 2003). La fréquence, la gravité
de la maladie et les limites de la surveillance justifient la proposition d'une ovariectomie
prophylactique (Oei et al., 2006). Une étude rétrospective rapporte en effet, une diminution du
risque de cancer du sein de 56 % chez les patientes BRCAI et de 46 % chez les patientes
BRCA?2 et cette diminution est d’autant plus marquée si la chirurgie est réalisée avant 'age de

40 ans (Eisen et al., 2005).

I.2.5.3. Tumeur ovarienne borderline

Les tumeurs borderline del ’ovaire représentent 10 a 20 % des tumeurs ovariennes
épithéliales. Plus d’un tiers sont diagnostiquées avant 'age de 40 ans, posant le probléme de la
préservation de la fertilit¢ de ces patientes (Fain-Kahn etal., 2009; Moric e, 2006). Eta nt
donné que le p ronostic de ces tumeurs estle plus souvent favo rable, la prise en charge
radicale chirurgicale s’est modifiée, évoluant vers une chirurgie conservatrice. La survie n’est
pas modifiée en cas de traitement conservateur et lesr écidives, méme si elles sont plus
nombreuses, entre 30 et 45 % contre 5-10 %  en cas de chirurgie radicale, sont quasi
systématiquement de type borderline (Morice, 2006; Zanetta et al., 2001). Quelques cas d e
récidive sous lafo rme dun cancerinva sif ont toutefois ét¢ rapportés imposant une
surveillance réguliere et prolongée des patientes traitées de fagon conservatrice (Donnez et al.,

2003; Zanetta et al., 2001).
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I1. Stratégie de préservation de la fonction gonadique féminine

Le choix de la conduite a tenir pour la préservation de la fertilit¢ d’'une patiente dépend des
principaux facteurs suivants : 'dge de la patiente, I'étiologie de I'IOP, l'urgence et le type de

traitement et la situation matrimoniale de la patiente.

II.1. Transposition ovarienne

Pour les patientes adultes et prépubéres, il est possible de proposer avant le début d’une
radiothérapie pelvienne, une transposition ovarienne ou ovariopexie. Cette technique consiste
a déplacer les ovaires, par laparotomie ou ccelioscopie, a distance de la zone a irradier. Les
indications les plus fréquentes concernent la m aladie de Ho dgkin, les cancers du col de

'utérus ou vaginaux et les sarcomes pelviens (Sonmezer and Oktay, 2004).

La transposition ovarienne permet de réduire mais non de proté ger de fagcon absolue ’ovaire
contre les eff ets de | ’irradiation. Les taux de préserv ation de la fonction g onadique par
transposition ovarienne avant radiothérapie, varient de 16 a 90 % selon les études, en fonction
de la dose d'irradiation, I'age de la patiente, l'altération vasculaire et I'association possible
d’'une chimiothérapie complémentaire et/ou curiethérapie vaginale. Une étude prospective
concernant 95 patientes ayant bénéficié d'une transposition ovarienne po ur cancer du col de
I'utérus, a montré que l a fonction endocrine €t ait toujours prés ervée en cas de traitement

chirurgical seul (11/11). Elle était préservée dans 90 % des cas apres curi ethérapie vaginale
postopératoire (53/59), et seulement d ans 60 % des cas (15/25) apres irradiation ex terne
postopératoire et curiethérapie vaginale (Morice et al., 2000). Cette observation amene
certains auteurs a proposer avant lirradiation pelvienne, la combinaison d’une transposition

d’un ovaire et la cryoconservation de 'ovaire controlatéral (Martin et al., 2007).

Si la transposition ovari enne ne nécessite pas de délai avant la mise en route du traitement
anticancéreux, certaines complications sont né anmoins décrites telles que la formation de
kystes sur les ovaires transposés, des nécroses tubaires, des douleurs ovariennes chroniques et

le retour de I'ovaire dans sa position originale (Sonmezer and Oktay, 2004).
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I1.2. Traitement hormonal suppresseur
L’objectif d’'un traitement hormonal suppresseur est de bloquer I'ovulation.

La contraception orale cestroprogestative et les progestatifs ne semblent pas avoir d’effet

protecteur (Blumenfeld and von Wolff, 2008).

Le role des analogues de la GnRH (gonadotropin releasing hormone) en cours de traitement
anticancéreux est de limiter le recrutement folliculaire en bloquant les sécrétions de LH et

FSH et ainsi protéger le stock folliculaire (Blumenfeld and von Wolff, 2008).

Ataya et al. ont montré que la perte de follicules primordiaux induite apres traitement par
cyclophosphamide était significativement plus faible chez les singes Rhésus ayant re¢u un
traitement aux analogues de la GnRH p ar rapport aux animaux non traités (65 versus 29 %)
(Ataya et al., 1995b). Cet effet protecteur des analogues de la GnRH n’a toutefois pas été

retrouvé en cas de traitement des singes par radiothérapie (Ataya et al., 1995a).

Chez la femme, les différentes méthodes d’investigation de I'effet des analogues de la GnRH
sur la fonction g onadique font débatetles  conclusions des études cliniques sont

contradictoires (Badawy et al., 2009; Blumenfeld et al., 2008; Munster et al., 2012; Oktay
and Sonmezer, 2008, 2009; Tomao et al., 2012). A ce jour, aucune ¢tude prospective et
randomisée non contestée ne valide lapr escription d’agonistes dela GnRH  avant

I'administration d’'une chimiothérapie (Sonmezer and Oktay, 2004).

I1.3. Fécondation in vitro (FIV) et congélation embryonnaire

La FIV avec cryoconservation embryonnaire représente a ce jour la technique de préservation
de la fertilit¢ fémi nine la plus efficace et s’effectue en routine dans tous les laboratoires

d’AMP (assistance médicale a la proc réation). En France, en 2009, 35 000 embryons ont été
congelés et 2394 enfant s sont nés apres transfert d’embryons congelés/décongelés (environ
10 % enfants nés de | ’”AMP). Le taux de naissances a terme se situe autour de 18 % (rapport
d’activité Assistance Médicale a la Procréation 2009, Agence de la BioMédecine). La FIV
nécessite que la jeune femme soit en age de procréer, avec un projet d’enfant au sein d’un
couple et que le t raitement anticancéreux puisse €Etre retardé de quelques semaines afin d e
réaliser le traitement de stimulation de 'ovulation. Ce n’est pas toujours envisageable quand le

traitement de la pathologie doit étre entrepris le plus ra pidement possible. Par ailleurs, la
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stimulation ovarienne requise pose aussi le pro bléme de I’hormonosensibilité de certaines
tumeurs qui peut contre-indiquer cette méthode de préservation de la fertilité. Certains auteurs
ont ainsi proposé d ’adjoindre au traitement de stimulation de I’ovulation, une administration
d’inhibiteurs de I’aromatase (tamoxiféne, 1étrozole) pour les femmes présentant un cancer du
sein afin de limiter les risques liés a 'hypercestrogénie (Oktay et al., 2003; Oktay et al., 2005;
Oktay et al., 2006b). Si ces protocoles n’ont pas montré d’effets déléteres sur le pronostic du
cancer du sein a court terme, des études randomisées et a plus grande échelle restent

cependant indispensables (Azim et al., 2008; Oktay, 2005).

I1.4. Congélation d’ovocytes matures

La congélation d’ovocytes matures (bloqués en métaphase de 2'“™ division de méiose) est une
alternative qui peut également étre proposée a une jeune femme pour préserver sa fertilité.
Comme la cr yoconservation embryonnaire, la cryoconservation ovocytaire nécessite une

stimulation ovarienne préalable et ne s’adresse donc qu'aux patientes puberes.

Aprés congélation lente, le taux de survie d es ovocytes matures décongelés, est d’environ
70 %. Toutefois, le t aux de naissances par ovocyte décongelé reste faible, aux alentours de
2 % (Gook and Edgar, 2007; Oktay et al., 2006a). Ces résultats sont assez limités et peuvent
étre imputés aux caractéristiques del’ovocyte mature quile rendent trés sensible a la
congélation. Cest en effet une cellule de grande taille, riche en eau a 'origine de la formation
de cristaux susceptibles de 1éser la structure cellulaire ovocytaire (Shaw et al., 2000). Apres
congélation lente, on ob serve également un durcissement de la ZP par expulsion spontanée
des granules corticaux, empéchant a la fois la pénétration du spermatozoide et I'éclosion du

blastocyste, ce qui nécessite souvent le recours aux techniques d'ICSI (Palermo et al., 2003).

Récemment, le développement de la technique de vitrification, utilisant un proc édé¢ de
congélation ultrarapide apreés une exposition a de fortes concentrations en cryoprotecteurs, a
montré des résultats significativement supérieurs en termes de survie ovocytaire, de I'ordre de
80 a 90 % apres réchauffement, de taux de fécondation et de développement embryonnaire en
comparaison avec les ovocytes matures congelés par congélation lente (Fadini et al., 2009;
Smith et al., 2010). De plus, différentes études prospectives randomisées ont rapporté un taux
de fécondation, un développement embryonnaire et des taux d’implantation semblables et de

bonne qualité¢ lorsque I'ICSI est réalisée aussi bien avec des ovocytes vitrifiés que des
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ovocytes frais (Antinori et al., 2007; Cobo et al., 2008; Edgar and Gook, 2012; Rienzi ef al.,
2010).

Compte tenu de ces résultats prometteurs, de nombreuses équipes ont intégré la vitrification
des ovocytes matures dans leur pratique médicale courante (Song et al., 2010). En France,
cette méthode de congélation des ovocytes matures est autorisée récemment depuis la révision

de la loi de bioéthique datant du 7 juillet 2011.

Le pronostic obstétric al et néonatal des grossesses obtenues ap rés congélation/vitrification
d’ovocytes matures est rassurant. Il n’a pas ¢été¢ observé d’augmentation de I'incidence des
malformations congénitales chez les quelques centaines d’enfants nés dans le monde apr ¢s
cryoconservation d’ovocytes matures en com paraison avec les enfants congus naturellement
(Noyes et al., 2009). Un suivi médical a long terme est néanmoins souhaitable, compte tenu

du caractére récent de cette technique.

IL.5. Cryoconservation ovarienne

La CTO constitue une alternative ou un ¢ omplément a la cryoconservation ovocytaire ou
embryonnaire pour la préservation de la fertilité féminine. La loi francaise prévoit en effet que
toute personne peut bé néficier dur ecueil et de la conserv ation de ses gameétes ou tissu
germinal lorsqu'une prise en charge médicale est susceptible daltérer sa fertilité
(art. L.2141-11 de la loi de bi oéthique du 6 aotit 2004). La CTO présente un certain nombre
d’avantages : elle ne nécessite pas de stimulation ovarienne préalable et est donc réalisable
sans délai. De plus, elle peut étre réalisée aussi bien chez la jeune fille prépubere que chez la
femme en 4 ge de procréer. Enfin, elle n e nécessite pas que la patiente ait un conjoint. E n
France, le plus souvent, le recours a la CTO n’est plus proposée au-dela de 35 ans, du fait du
déclin connu de la fertilité féminine au-dela de cet age (Poirot ef al., 2002). A ce jour, la CTO
est la seule alternative possible pour te nter de préserver la fertilit¢ des filles pré pubéres

(Poirot et al., 2007).

Les indications de CTO communément admises sont les patholo gies pour lesquelles le
traitement est a risque d’IOP, notamment les chimiothérapies a base d’agents alkylants, la
radiothérapie abdomino-pelvienne a forte dose et les c onditionnements my¢loablatifs avant
greffe de moelle osseuse. La CTO peut aussi €tre proposée a des patientes atteintes de certains

cancers gynécologiques a des stades précoces (cancer du col, du vagin, de la vulve, de 'ovaire
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Pathologies malignes Pathologies bénignes

Pathologies pelviennes
Non gynécologique :
- Sarcome pelvien
- Rhabdomyosarcome
- Tumeurs sacrées
- Tumeurs rectosigmoidiennes

Gynécologiques :
- Stades précoces des carcinomes cervical,
vaginal et vulvaire
- Cancer de I’ovaire (stade IA)
- Tumeurs borderline de 1’ovaire

Pathologies extra pelviennes
- Cancers osseux
(ostéosarcome-sarcome d’Ewing)

- Cancer du sein

- Mélanome

- Neuroblastome

- Cancers digestifs
- Néphroblastome

Pathologies systémiques
- Maladie de Hodgkin
- Lymphome non hodgkinien
- Leucémies
- Médulloblastome

Ovariectomie uni-/bilatérale
- Tumeurs ovariennes bénignes nécessitant
chirurgie a répétition
- Endométriose sévére et récurrente
- Mutation BRCAI ou BRCA?2

Pathologies a risque d’insuffisance
ovarienne précoce

- Syndrome de Turner

- Antécédents familiaux

Pathologies hématologiques bénignes ou
auto-immunes nécessitant un traitement
par chimiothérapie ou une greffe de moelle
osseuse

- Thalassémie majeure

- Drépanocytose homozygote

- Anémie aplasique

- Lupus érythémateux disséminé

- Polyarthrite rhumatoide

- Maladie de Behget

Tableau 2. Indications de la cryoconservation du tissu ovarien

D’apres Donnez et al., 2006.
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au stade IA ou tumeurs borderline) mais également en cas de kystes ovariens récidivants ou
lors d’'une ovariectomie prophylactique (Anderson et al., 2008) (Tableau 2). La technique de
CTO offre l'avantage de préserver une quantité importante de follicules primordiaux. Ces
derniers ont une faible activité métabolique et I'absence de ZP les rend moins sensibles aux
dommages de la con gélation comparé aux follicules a des stades de développement plus

avancés (Sonmezer et al., 2005).

I1.5.1. La congélation de fragments de cortex ovarien

Le cortex ovarien est le plus souvent conservé sous la forme de fragments. Le prélévement est
réalisé lors d’une ccelioscopie ou d’une minilaparotomie supra-pubienne avant la mise en place
du traitement gonadotoxique. Certaines équipes réalisent cependant le prélévement aprés 1 a 2
cures de chimiothérapie préopératoire, en dehors des phases d’aplasie. Dans ce cas, 1 analyse
histopathologique des tissus prélevés a permis dobserver des follicules primordiaux intacts
dans les ovaires des patientes traitées (Andersen et al., 2008; Meirow et al., 2005). Un hémi-
ovaire de chaque coté est généralement prélevé. L'autre partie est laissée en pla ce pour
permettre une reprise ¢éventuelle de la fonction ovarienne ap rés larrét du tra itement

anticancéreux.

La conggélation de fragments de cortex ovarien est aujourd’hui réalisée dans de nombreux pays
de facon cour ante dans les centr es de biologie et médecine de la repro duction. Toutefois
aucun consensus n’existe concernant le protocole de congélation/décongélation a appliquer

(voir chapitre I'V. Aspects pratiques de la cryoconservation du tissu ovarien humain).

En France, sur le plan réglementaire, le prélévement de tissu ovarien et sa conservation sont
considérés comme une activité de soin, ne pouvant se faire que dans des établissements ayant
une autorisation. Une vingtaine de centres francais  AMP pratiquent cette technique. Ainsi,
1006 patientes ont pu bénéficie r dune CTO surlapériodede 19 95 a2009 (B ilan
autoconservation de gametes et de tissus germinaux 2006-2009, Agence de la BioMédecine)

(Figure 8).
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Figure 8. Evolution du nombre d’autoconservations de tissu ovarien par année sur la

période de 1995 a 2009 en France

De 1995 a 2005 : données du Groupe de Recherche et d’Etude sur la Cryoconservation de

I’Ovaire et du Testicule (GRECOT)

De 2006 a 2009 : données de I’Agence de la BioMédecine www.agence-biomedecine.fr.
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I1.5.2. La congélation d’ovaire entier

La congélation d’'ovaire entier permettrait en cas d’autogreffe, de limiter la perte folliculaire
liée a I’ischémie au moment de la revascularisation du greffon. Le 1% cas de greffe d’ovaire
entier congelé/décongelé ayant permis une re stauration de la fertilit¢ avec une gestation
gémellaire, a été décrite chez la ratte par Wang et al. (Wang et al., 2002). Concernant I’ovaire
humain, comme celui de grands mammiferes tels que la brebis, la congélation d’ovaire entier
est délétere en raison des difficultés liées a la diffusion des cryoprotecteurs dans les tissus et
des altérations vasculaires induites par la cong élation. Chez la brebis, 3 naissances ont été
rapportées apres auto greffe d’ovaire congelé/décongelé (Imhof et al., 2006; Torre et al.,
2012). Chez Tlhumain, la congélationd ’ovaire entier reste expérimentale. L’équipe de
Martinez-Madrid n’a pas observé d’augmentation du taux d’apoptose des follicules et des
structures vasculaires ni de modifications ultrastructurales notables dans 3 ovaires humains

congelés entiers en comparaison avec des ovaires frais (Martinez-Madrid et al., 2007).

I1.6. La production de gametes in vitro, mythe ou réalité ?

Le développement d’'un systéme de production in vitro de gameétes a partir de cellules souches
humaines aurait un impact considérable sur I'évolution des connaissances fondamentales de la
folliculogenese et permettrait d’envisager le développement de nouveaux moyens de

préservation de la fertilité.

I1.6.1. Production d’ovocytes a partir de cellules souches embryonnaires

Chez la souris, Hubner ef al. ont rapporté pour la pr emiére fois I'obtention d’ovocytes dérivés
de cellules souches embryonnaires (mCSE) (Hubner et al., 2003). Dans les mCSE, les auteurs
ont réalisé une ex pression ciblée du facteur de transcription Oct4 [gcOct4-GFP (green
fluorescent protein)], exprimé dans les cellules pluripotentes puis dans les cellules de la lignée
germinale. Aprés 7 jours de culture in vitro des mCSE gcOct4-GFP, une rare population
cellulaire exprimant des marqueurs spécifiques de la lignée germinale précoce tels que c-kit,
Ddx4 (DEAD box polypeptide 4 également appelée Vasa), et SCP3 (synaptonemal complex
protein 3) a été isolée. Apres culture in vitro de ces cellules isolé es durant 12 jours, d es

structures cellulaires similaires aux follicules ont été observées. En effet, ces structures
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cellulaires ont une morphologie tridimensionnelle typique des follicules et les ovocytes sont
entourés d’'une ZP. Les ovocytes expriment les marqueurs ovocytaires ZP1, ZP2 et ZP3 ainsi
que le facteur GDF-9. D’autre part, ils expriment les enzymes de la stéroidogenése et sécretent
de l'cestradiol. Leur stimulation par PMSG ( pregnant mare serum gon adotropin) et hC G
(human chorionic gonadotropin) induit 'extrusion des ovocytes et la formation d’'une structure
de type globule polaire suggérant ’'achévement de la premiére division méiotique. Enfin, un
développement parthénogénétique des embryons jusqu’au stade blastocyste a été observé a

partir de ces ovocytes (Hubner et al., 2003).

Chez T'humain, des structures de type follicule ovarien ont ¢ t¢ obtenues apres 21 jours de
culture de CSE humai nes (hCSE)s ans ajout d’inducteurs spécifiques. Cependant, ces
structures ont rapidement dégénéré (Chen et al., 2007). Plus récemment, Aflatoonian et al. ont
obtenu par culture de hCSE en présence de facteurs testiculaires néonataux, des structures de
type ovocyte ainsi que des structures de type folliculaire exprimant les facteurs GDF-9 et
SCP3. Néanmoins, aucune protéine constitutive de la ZP n’a ét¢ mise en évidence

(Aflatoonian et al., 2009; Lacham-Kaplan ef al., 2006).

Une ¢bauche de diff érenciation en g amétes féminins a partir de CSE  est donc possible.

Cependant, la fonctionnalité des ovocytes ainsi formés reste & démontrer chez 'humain.

I1.6.2. Production d’ovocytes a partir de cellules souches germinales adultes

En 2004, Johnson et al. ont remis en cause le dogme selon lequel chez les mammiferes, la
femelle possede un stock de cellules germinales défini a la naissance. Leurs travaux ont mis
en évidence au niveau de I'épithélium ovarien de souris adultes, la présence de cellules de
forme ovoide, mitotiquement actives et exprimant la protéine Mvh ( murine vasa homologue
¢galement appelée DEAD box polypeptide 4 , Ddx4), marqueur spécifique des cellules de la
lignée germinale (Johnson et al., 2004). Plus tard, Zou et al. ont montré que ces cellules
souches germinales (CSGs) putatives, isolées a partir d’ovaires murins adultes par tri cellulaire
magnétique a I’aide d’'un anticorps anti-Mvh, étaient capables d’étre maintenues en culture in
vitro et de prolifé rer plus de 6 mois. Par a illeurs, la transplantation de CSGs isolées et
infectées par un virus porteur du géne GFP dans des ovaires de souris adultes stérilisées par
chimiothérapie, a permis de restaurer leur fertilit¢ dans 80 % des cas (18/22) avec la naissance

de souriceaux en bonne santé exprimant le transgéne GFP (Zou et al., 2009). Néanmoins, ces
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travaux ont €té discutés en raison de la méthode utilisée pour I'isolement des CSGs. En effet,
le tri cellulaire par billes magnétiques ne garantit pas la pureté de la population cellulaire
isolée. En outre, | ’analyse de |’expression de g énes ovocytaires (Nobox, Zp3 et Gdf-9) a
démontré que la population de CGSs isolées a partir d’ovaires murins adultes par la technique
de tri cellulaire magnétique n’était pas pure mais contaminée par des cellules ovocytaires. De
plus, cette méthode n e prend en compte qu'un seul critére de tri et ne permet donc pas de
distinguer les CSGs viables des CSGs mortes ou altérées (White et al., 2012; W oods and
Tilly, 2012). Trés récemment, White et al. ont optimisé I'isolement des CSGs par la technique
de tri c ellulaire (fluorescence-activated cell sorting, FACS) permettant une sélection plus
spécifique des CSGs vi ables exprimant la protéine MVH. In vitro, les CSGs ainsi isolées
(5-8 um de diameétre) a partir d’ovaires de souris adultes peuvent proliférer en culture plus de
18 mois, et géne rent spontanément de | arges cellules sphériques (35-50 pm de diameétre )
exprimant des marqueurs ovocytaires tels que Gdf-9, Zp1-3 et Lhx8. Aprés transduction par
un rétrovirus exprimant la GFP, les CSGs-GFP" ont été transplant ées dans les ovaires de
5 souris sa uvages. L’analyse histologique a montré la présence de follicules ovariens
contenant un ovoc yte GFP’ dans les ovaires m urins 54 6 mois aprés la transplantation.
23 embryons, dont 8 p orteurs du transgéne GFP, ont été obtenus ap reés fécondation des

ovocytes matures recueillis dans 'oviducte apres stimulation ovarienne de ces souris.

Ces mémes auteurs sont parve nus pour lap remiere foisa isoler des CSGs a partir

d’échantillons ovariens recueillis chez 6 jeunes femmes (22 a2 33 ans). Les CSGs humaines
présentent des caractéristiques morphologiques et d’expression génique similaires aux CSGs
murines avec une prolifé ration observée sur plusieurs mois en culture. Les CSGs isolées par
tri cellulaire, ont été insérées dans un fragment de tissu ovarien hum ain qui a ensuite ¢été
greffé chez des souris f emelles immunodéprimées NOD-SC ID (non-obese diabetic/severe
combined immunodeficient). L’analyse histologique réalisée 7 et 14 jours apres x énogreffe a
montré la présence de follicules primordiaux et primaires contenant un ovoc yte GFP'
démontrant leur provenance des cellules souches injectées dans le tissu ovarien. Néanmoins,
un nombre important d ‘ovocytes ne portaient p as cette marq ue, suggérant qu'ils étaient
probablement déja présents dans le tissu ova rien avant l'injection des cellules souches

(Figure 9).

Ces travaux, sous réserve d’étre confirmés, présentent un intérét thérapeutique majeur puisque
I'expansion et la différen ciation des CSGs isolés a partir de I'épithélium ovarien, permettrait

d’obtenir une quantité importante d’ovocytes qui, apres autogreffe ou maturation in vitro et
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Figure 9. Néo-ovogenése in vitro a partir de cellules souches germinales isolées du cortex
ovarien humain

Des cellules souches germinales (CSGs) mitotiquement actives et exprimant la protéine DDX4
(DEAD box polypeptide 4) ont été isolées de 1’épithélium ovarien par tri cellulaire (FACS,
fluorescence-activated cell sorting), puis infectées par un virus porteur du géne GFP (green
fluorescent protein). Les CSGs-GFP™ ont ét¢ ensuite insérées dans du cortex ovarien puis greffées
chez des souris femelles immunodéprimées NOD-SCID (non-obese diabetic/severe combined
immunodeficient). L’analyse histologique a montré 7 et 14 jours apreés xénogrefte, la présence de
follicules primordiaux contenant un ovocyte GFP* démontrant leur provenance des cellules
souches insérées dans le tissu ovarien.

Modifi¢ d’apres White et al., 2012.
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FIV, permettraient de restaurer la fertilit¢ de patientes a risque d’'IOP. Il faut cependant rester
prudent, il ne peut pas étre exclu que quelques follicules primordiaux aient été prélevés au

moment de I'isolement des CSGs puis transfectés par la GFP.

ITI. Aspects théoriques de la cryoconservation du tissu ovarien humain

Le principe de cryoconservation est la conservation atres basse t empérature de c ellules
vivantes empéchant ainsi toute activité métabolique de ces cellules en préservant leur intégrité
fonctionnelle. Le froid ralentit les réactions enzymatiques intervenant dans les métabolismes
biochimiques cellulaires (Mazur, 1988). A la température de l'azote liquide a pr ession
atmosphérique (-196 °C), les réactions biochimiques s’arrétent et les processus biologiques qui
pourraient donner lieu a des détériorations ou au vieillissement du matériel biologique
s'interrompent. On considere que les seules altérations possibles sont des 1ésions de ’ADN
induites par les radiatio ns ambiantes et les ra yonnements cosmiques (Ashwood-Smith and
Friedmann, 1979; Karlsson and Toner, 1996). To utefois il est estimé que plusieurs centaines

d’années seraient nécessaires pour que ces altérations soient significatives (Mazur, 1980).

I11.1. Bases physico-chimiques de cryobiologie

II1.1.1. Congélation de I’eau pure

Les organes et les tissus étant composés d ’environ 60 a 80 % d ’eau, les phénomenes de
congélation et de déco ngélation sont liés directement aux  propriétés de | ’eau a basse
température. A la pression de 1 atm, la température de fusion de I'eau pure est de 0°C et sa
température de surfusion théorique est d e -49°C. Entre ces 2 températures, 'eau est dans un
¢tat liquide instable ou tout choc (m écanique ou thermique) peut déclencher I'initiation de
cristaux de glace (Meryman, 1966). La formation de cristaux de glace dans une solution est
initiée par un mécanisme de nucléation correspondant a une agrégation de molécules d’eau en
petits groupes thermodynamiquement stables, les centres de cristallisation ou ce ntres
germinatifs, a partir desquels les cristaux peuvent croitre. Le taux de cristallisation dépend de
la cinétique de nucléation et de croissance des cristaux de glace. Ces 2 processus sont ralentis

quand la viscosité du mi lieu augmente. Le nombre de centres germinatifs augmente avec la
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vitesse de refroidissement. Les cristaux étant plus nombreux, leur taille est alors réduite. Les
plus petits cristaux s’observent donc pour des vitesses de refroidissement élevées. Par contre,
un refroidissement graduel est a l'origine de cristaux de grande taille (Karlsson and Toner,

1996).

Concernant I'eau pure, la formation de cr  istaux de g lace se produit a des tempér atures
comprises entre 0 et -103°C. A la température dite de « transition de I’état vitreux » (< -103°C
pour I'eau pure), 'eau reste dans un état métastable avec une structure amorphe non cristalline
appelée I'état vitreux. Etant donné que la formation de glace peut survenir a toute température
inférieure au point de fusion mais supérieure au point de transition de I'état vitreux, la quantité
totale de glace formée pendant la congélation peut €tre modulée en cont rolant la durée qui

sépare le point de fusion de celui de I’état vitreux (Meryman, 1966).

I11.1.2. Principes biophysiques a I’échelle de la cellule

Quand un échantillon biologique est soumis a un refroidissement lent (en dessous de son point
de fusion), des cristaux de glace se forment en premier lieu dans le milieu extracellulaire soit
spontanément, soit délibérément provoqu € par le «seeding » (induction du 1 cristal de
glace). Cette cristallisation entraine une augmentation de la concentration en ¢€lectrolytes dans
la fraction liquide extracellulaire car les cristaux de glace se composent uniquement d’eau
pure. Le déséquilibre des pressions osmotiques entre le milieu intra- et extracellulaire conduit
d’une part a la diffusion de solutés dans la cellule et d’autre parta Iefflux d’eau hors de la
cellule. Il peut en résulter une importante diminution du volum e cellulaire. C ette
déshydratation par effet osmotique peut alors endommager la membrane cellulaire et altérer le
cytosquelette cellulaire si elle induit une contraction importante des ce llules. Les tensions
exercées sur la membrane cellulaire provoquent une diminution du volume cellulaire, jusqu’au
moment ou les cellules atteignent le volume critique, au dessous duquel la mort cellulaire est
engendrée du fait des fortes contraintes mécaniques. Simultanément, les cellules subissent des
modifications biochimiques dites « effet de sels » ou «effet de solu tion » duf ait de

'exposition des membranes cellulaires a des concentrations élevées en électrolytes.

Si le refroidissement est rapide, I'efflux d’eau est faible et des cristaux de glace se forment

majoritairement dans la cellule. Ces cristaux peuvent provoquer une destruction des structures
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internes cellulaires et une augmentation brutale de leur volume, ent rainant leur mort

(Pegg, 2010).

II1.2. Techniques de cryoconservation

I11.2.1. Utilisation de cryoprotecteurs

Par définition, les cryoprotecteurs sont des composés protégeant les cellules des Iésions liées a
la formation de glace et aux chocs osmotiques produits lors de la congélation et également de
la décongélation. Les cryoprotecteurs sont des composés chimiques naturels ou de synthéses
capables d’abaisser la température de congélation. Ils contiennent en effet des groupements
¢lectronégatifs capables de former des ponts hydrogenes avec les molécules d’eau. Ainsi, si
les molécules d’eau sont liées au cryoprotecteur, leur mobilit¢é diminue et la viscosité de la
solution augmente, avec pour ¢ onséquence une diminutionduta ux de cristallisation

(Meryman, 1971).

On distingue 2 catégories de cryoprotecteurs: les cryoprotecteurs pénétrants dits

intracellulaires et les cryoprotecteurs non pénétrants dits extracellulaires.

I11.2.1.1. Cryoprotecteurs pénétrants

Ce sont des substances organiques tres solubles et de petit poids moléculaire. En pénétrant a
I'intérieur des cellules, ces cryoprotecteurs limitent les « effets de solution » en diluant la
fraction liquide intracellulaire (Meryman et al., 1977). Les cryoprotecteurs pénétrants les plus

utilisés en biologie de la reproduction sont :

- Le diméthyl sulfoxide (DMSO, PM : 78 Da). Excellent solvant des corps gras, il traverse

facilement les membranes cellulaires.

- Le 1,2-propanediol ou propyleéne glycol (PrOH, PM : 76 Da). Dialcool pénétrant rapidement

les membranes cellulaires et montrant une grande stabilité a I'état amorphe.

- L’¢thyléne glycol (EG, PM : 62 Da). Dialcool diffusant rapidement dans la cellule.

56



Introduction bibliographique

- Le glycérol (PM : 92 Da). Trialcool. La pénétration de ce cryoprotecteur a I'intérieur des
cellules se fait par un mécanisme actif et non par simple diffusion. Il augmente la résistance

membranaire a la congélation.

I11.2.1.2. Cryoprotecteurs non pénétrants

Ce sont des sucres ou des polymeres de haut poids moléculaire. Utilisés en combinaison avec
les cryoprotecteurs intracellulaires, ils améliorent la déshydratation cellulaire en entrainant
une hyper-osmolarité extracellulaire et diminuent ainsi les risques de cristallisation
intracellulaire. Ils se co mportent ¢galement comme des « tampons osmotiques » en évitant

une réhydratation cellulaire trop rapide au moment de la décongélation.

Parmi les sucres de haut poids moléculaire, les disaccharides tels que le sucrose et le tréhalose
sont les plus utilisés. Le polyvinylpyrrolidone (PVP), le polyéthyléne glycol (PEG), le ficoll

et le dextran sont les polymeres les plus utilisés.

II1.2.1.3. Toxicité des cryoprotecteurs

Si l'utilisation des cryoprotecteurs est indispensable pour protéger les cellules contre les effets

déléteres de la congélation, ils peuvent étre a I'origine de 2 types de cytotoxicité :

e Une toxicité par stress osmotique, liée a la dé shydratation cellulaire pendant
I'exposition aux cryoprotecteurs. Cette toxicité¢ peut étre réduite par une exposition
progressive des cellules aux cryoprotecteurs avec des bains de concentrations molaires

croissantes.

e Une toxicit¢ biochimique propre ach aque cryoprotecteur. Elle dép end dela
concentration en cryoprotecteurs et de la durée d’exposition. Cette toxicité peut étre
réduite en diminuant la durée et/ou la température d’exposition et en cas d’utilisation de
mélanges de cr yoprotecteurs par diminution de leur con centration respective. Des
¢tudes ont en effet montré que l'utilisation d’'une combinaison de cryoprotecteurs tels
que le formamide et le DMSO, pe rmettait de limiter leur cytotoxicité respective

(Fahy, 2010).

57



Introduction bibliographique

I11.2.2. Vitesse de congélation

A partir dest ravaux réalisés enbi ologie cellulaire, 2 tec hniques principales de
cryoconservation peuvent étre utilisées : la congélation dite «lente » avec descente en

température controlée, et la vitrification exigeant un refroidissement ultrarapide.

I11.2.2.1. Congélation lente

Lors de la congélation lente d’'une cellule, plusieurs étapes sont a distinguer :
- Le refroidissement en phase liquide (pente R1)

- La phase de congé¢lation (pente R2)

- Le refroidissement en phase solide (pente R3) (Figure 10).

Pendant le refroidissement en phase liquide, les cellules sont en suspension dans le milieu
contenant le(s) cryoprotecteur(s). La vitesse de refroidissement ne doit pa s étre trop rapide
(-1 a2 -2°C/min) afin de fa voriser les échanges osmotiques de part et d’autre de la membrane
cellulaire. La température de cette premiére phase descend de la température initiale T1,
jusqu’a la température de surfusion T a une vitesse de 'ordre de -1 a -2°C/min (pente R1). A
ce niveau, les cellules sont en suspension dans le milieu en phase liquide instable. Ainsi, tout
choc mécanique ou thermique provoque la formation du 1 cristal. La cristallisation étant une
réaction exothermique, la température du milieu remonte brutalement jusqu’a la valeur T2,
température de congélation de la solution. La valeur de Ts est imprévisible. Elle ne peut étre
déterminée au préalable et est variable d’'un essai a I’autre. Plus la valeur Ts est basse, plus
I'amplitude du pic de surfusion sera grande et I'écart entre la température T et la température
T2 élevé. Pour limiter cela, la formation du cristal de glace, le seeding, peut étre induite
délibérément a une température Iégérement end essous del a température de
fusion/cristallisation. A cette température les cristaux extracellulaires vont se former avant la
formation de cristaux intracellulaires, la concentration en solutés dissous a ugmente
rapidement dans le compartiment extracellulaire et I'équilibre osmotique se rétablit par un
mouvement d’eau hors de la cellule permettant une déshydratation intracellulaire préalable

(Karlsson and Toner, 1996).

58



Tl RI

“S.-1 4 -2°C/min
“ =2
Pic de stlrflls;icl)r: - S — R
T - _-0.3°C/min
= 13
O :
2
o]
E
=
\a \
=] R3
o {755 enmgns
= 10 & -50°C/min
Ph - ]
. Phase de congélation Phase solide
liquide
. Temps (minutes)

Figure 10. Différentes étapes de la congélation lente

R1 : pente de refroidissement de I’échantillon en phase liquide
T1 : température initiale
Ts : température de surfusion

R2 : pente de la descente en température de 1’échantillon en phase de congélation
T2 : température de cristallisation de 1’échantillon

R3 : pente de la descente en température de I’échantillon en phase solide
T3 : température de fin de cristallisation
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Apres I'étape de seeding, la descente en température est réalisée de facon controlée a vitesse
dite lente (del ’ordre de -0,1 a-2°C/min, pente R2); c’est la pha se de congélation de

I’échantillon.

La déshydratation cellulaire s’arréte lorsque la cristallisation est achevée. Apres la température
de fin de cristallisation (aux alentours de -50°C, T3), la vitesse de refroidissement peut étre
plus rapide (de ’ordre de -10 a -50°C/min, pent e R3) sans effet délétere. En effet, en dessous
de cette température, la membrane devient imperméable a l'eau ; c’est le refroidissement en
phase solide (Karlsson and Toner, 1996). Aprés avoir atteint la temp érature de -150°C,
I’échantillon peut alors étre plongé dans I'azote liquide pour ¢ onservation a -196°C ou e n

vapeur d’azote a -160°C (Figure 10).

I11.2.2.2. Vitrification

La vitrification est une méthode congélation dite « non a I'équilibre » qui consiste en un
passage direct de I’état liquide a I’état solide amorphe. La technique de vitrification nécessite
I'utilisation de cryoprotecteurs a haute concentration (aux alentours de 5 a 8 M ) pour obtenir
une viscosité importante du milie u extracellulaire et intra cellulaire afin de réduir e au
maximum le temps entre le point de fusion et la température de nucléation. Ceci évite la
formation de cristaux de glace lors de lapl ongée dans1’azote liquide et réalise un ét at
amorphe ou état vitreux (Pegg, 2010). La vitesse de refroidissement doit étre tres rapide (entre
15 000 et 30 000°C/min) pour éviter apparition de centres de nucléation. Dans la pratique,
ces vitesses de refroidissement ultrarapide sont atteintes en plongeant I'échantillon dans de

'azote liquide (Camus et al., 2006).

I11.3. Décongélation/Réchauffement

I11.3.1. Décongélation apres congélation lente

Lors de la décongélation, I'échantillon atteint la température ambiante en traversant en « sens
inverse » les points critiques (point de transition de I'état vitreux, surfusion, point de fusion).

La nucléation etla croissance de cristaux peuvent donc se produir e a nouveau p ar un
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phénomene dit de recristallisation (Karlsson and Toner, 1996). Pour i miter cet effet, la
décongélation des échantillons doit donc étre réalisée le plus rapidement possible. Pour cette

raison, les échantillons sont généralement plongés dans un bain-marie a 37°C.

I11.3.2. Réchauffement apres vitrification

L’étape de réchauffement de I'échantillon vitrifié est une étape trés délicate. En effet, a partir
de I'état amorphe, il existe au cours du réchauffement un risque de cristallisation. Apres
réchauffement, la dilution des cryoprotecteurs doit étre réalisée le plus rapidement possible
afin d’éviter un contact prolongé potentiellement toxique avec I'échantillon qui a été vitrifié.
L’¢élimination de ces cryoprotecteurs a en général lieu par étapes de concentration décroissante

pour limiter tout choc osmotique.

IV. Aspects pratiques de la cryoconservation du tissu ovarien humain

IV.1. Congélation lente du cortex ovarien humain

Méme si la cong élation lente représ ente la technique de prédilection pour la CTO a usag e
thérapeutique, il n’existe pasa ce jour de consensus quant au p rotocole a appliquer. Les
protocoles de congélation lente du tissu ovarien décrits dans la littérature sont souvent établis

a partir de protocoles appliqués pour la congélation embryonnaire et ovocytaire.

Dans ce chapitre, les aspects pratiques de la cryoconservation ovarienne seront dé crits au
moyen de protocoles de congélation lente du tissu ovarien humain cités comme référence dans

des revues internationales et présentés dans les tableaux 3 a 5.

IV.1.1. Recueil du tissu ovarien et préparation a la congélation lente

Immédiatement aprés le pré levement, le tissu ovarien est acheminé dans un milie u de
transport jusquau laboratoire. De nombreuses équipes réalisent ce transport « a froid » en
conservant le tissu ovarie n dans un milieu maintenu a 4°C afin de limiter les lésions

cellulaires secondaires a I'ischémie (Schmidt et al., 2003). Concernant la durée du transport, la
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majorité des auteurs préconisent une durée de transport la plus courte possible. Toutefois, il a
¢été montré récemment qu’un temps de transport allant jusqu’a 20 heures n’altérait pas la qualité
et la fonctionnalité ovarienne (Dittrich et al., 2012; Isachenko et al., 2009a). La composition
du milieu utilis€ pour le transport et la préparation du cortex ovarien doit étre la plus proche
possible des conditions biolog iques in vivo. Les milieux de transport et de préparation du
cortex ovarien sont sou vent les mémes milieux de base utilisés pour la préparation des
milieux cryoprotecteurs. Les milieux les plus souvent décrits sont le PBS (phosphate buffered
saline) ou des milieux de culture cellulaire : Leibovitz (L15), HTF (HEPES-buffered human
tubal fluid medium ), TCM199, Brahma [ (Tableau 3). Auparavant, ces milieux ¢étaient
supplémentés avec du s érum de la patiente comme source d e protéines. Aujourd’hui, afin
d’homogénéiser lapport protéique pour chaque échantillon, la majorit¢ des équipes
supplémentent ces milieux en HSA (human serum albumin) (Hreinsson et al., 2003). Certains
auteurs supplémentent les milieux de base avec de la L-glutamine dont les propriétés anti-
oxydantes et anti-apopto tiques ont été démontrées (Donnez et al., 2004; Isachenko et al.,
2009c; Mates et al., 2002). Kruuv et al. ont montré qu'une supplémentation des milieux de
congélation en L-glutamine a une con centration de 20 mM, aug mentait significativement la
protection des cellules mammiferes contre les effet s déléteéres de la cr yoconservation en

comparaison aux cellules contrdles congelées dans les mémes conditions sans L-glutamine

(Kruuv et al., 1988).

Les cryoprotecteurs ayant un degré de pénétration limité dans les tissus, isoler le cortex
ovarien en retirant la m édullaire est une étape importante pour r éduire 1’épaisseur du tissu
ovarien et ainsi obtenir un taux de survie folliculaire optimum. Apres retrait de la médullaire,
le cortex est ensuite sectionné en fragments d’épaisseur proche de 1 mm et de surface variant

de 1 mm? a 0,5-1 cm? selon les études (Tableau 3).

Pour chaque patiente, un examen anatomopathologique est effectué¢ sur un fragment de cortex
ovarien ainsi que sur la médullaire. Il permet d’effectuer un comptage et une classification des
follicules présents et de diagnostiquer une éventuelle invasion néoplasique du tissu ova rien

prélevé.
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IV.1.2. Congélation lente

IV.1.2.1. Milieux cryoprotecteurs

La solution ¢ ryoprotectrice utilisée dans la cadre dune congélation lente contient
systématiquement un cryoprotecteur pénétrant. Les cryoprotecteurs pénétrants les plus
fréquemment utilisés sont le DMSO, le PrOH, et 'EG a une concentration de l'ordre de 10 % a
11 % (v/v) soit 1 a 1,5 M selon la masse mola  ire et la densité du ¢ ryoprotecteur employé
(Tableau 4) (Hovatta, 2000). Une étude comparative a montré que la survie folliculaire
(estimée par comptage histologique des follicules) était supérieure sila congélation du tissu
ovarien humain était réalisée en présence d’EG en comparaison avec le DMSO et le PrOH
(Newton et al., 1996). L’action protectrice du cryoprotecteur pénétrant peut étre complétée par
'addition d’un cryoprotecteur non pénétrant. Le plus fréquemment utilisé est le sucrose a une
concentration de 0,1 M. La préparation ala congélation requiert une étape d’équilibration
d’environ 30 min pour p ermettre aux cryoprotecteurs de pénétrer la totalité du tissu ovarien.
L’incorporation du cryoprotecteur peut se faire en 1 ou plusieurs étapes. Il est en effet fréquent
de réaliser une premicre équilibration en présence du cryoprotecteur pénétrant (diffusible),
puis d’incorporer le cryoprotecteur non pénétrant dans une seconde étape. La température, a
laquelle I'équilibration est réalisée est adaptée en fonction duoudesc ryoprotecteur(s)
utilisé(s). Les fragments ovariens sont ensuite conditionnés en cryotubes stériles contenant 1 a
2 ml de solut ion cryoprotectrice et disposés dans un congélateur programmable dont la
température initiale (T1) e st généralement similaire a la température d’équilibration des

¢chantillons en présence de la solution cryoprotectrice (Tableau 4).

IV.1.2.2. Descente en température

La plupart des équipes cliniques appliquent une descente en température basée sur les travaux
princeps de Gosden et al. chez la brebis (Tableau 4) (Gosden et al., 1994). L’étape de
refroidissement des échantillons en phase liquide depuis la température initiale jusqua la
température de seeding est réalisée a une vitesse de -2°C/min. Le seeding est induit & une
température 1 a 2°C inférieure a la température de cristallisation du milieu de congélation

(T2) quisesituevers -5°C en g énéral pour des concentr ations en cr yoprotecteurs aux
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alentours de 1,5 M et2 M. Le seeding est réalis¢ soit manuellement par application d’une
pince pré-refroidie a 'azote sur chaque cryotube, soit automatiquement par une entrée massive
de vapeurs d’azote liquide (frigories) dans la chambre de re froidissement du cong élateur
programmable équipé de cette option (Tableau 4). Pourl ’étape de congélation des

¢chantillons, une descente en température de l'ordre de -0,3°C/min e st le plus souve nt
appliquée jusqu’a -30/-40°C, température a laquelle la vitesse de descente en température peut
étre accélérée sans effet délétére sur I’échantillon. L’étape de refroidissement des échantillons
en phase solide est réalisée a une vitesse de -10°C/min jusqu ’a la température de
-140°C/-150°C. Certains auteurs s’affranchissent de cette phase de congélation en phase solide
en transférant directement les cryotubes ayant atteint la température de fin de cristallisation (-
35°C) dans 1’azote liquide, (Keros et al., 2009). Cette procédure n e semble pas entrainer

d’altération apparente de la qualité ovarienne (Isachenko et al., 2008b).

A lafindelacon gélation, les cr yotubes sont conservés dans del ’azote liquide ju squ'a

utilisation.
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IV.1.3. Décongélation du tissu ovarien apres congélation lente

Afin de limiter la recristallisation, une décongélation rapide des échantillons est réalisée : les
cryotubes sont rapidement extraits de I'azote liquide et plongés dans un ba in marie a 37°C ou
100°C jusqu’a fonte de la glace. Le retrait du ou des cryoprotecteur(s) et la réhydratation des
tissus sont réalisés au moyen de bains successifs dans un milieu nutritif de base supplémenté
ou non en cr yoprotecteur(s) a concentration décroissante et progressive. Cette étap e est
généralement réalisée sous agitation afin de permettre lefflux descr yoprotecteurs

(Tableau 5).
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I'V.2. Vitrification du cortex ovarien humain

Sur le plan pratique, les principaux avantages de la méthode de vitrification du tissu ovarien

tiennent au fait qu’elle est rapide et ne nécessite pas d’appareil de congélation programmable.

IV.2.1. Recueil et préparation a la vitrification

Les milieux utilisés pour le recueil et la préparation du tissu ova rien sont similaires aux
milieux de base utilisés pour la congélation lente (voir chapitre IV.1.1. Recueil du tissu
ovarien et préparation a la congélation le nte). Les fragments de tissu ovarien sont

néanmoins beaucoup plus fins (quelques mm) a fin de favoriser une pé nétration rapide des

cryoprotecteurs et limiter le temps d’exposition (Tableaux 6 et 7).

IV.2.2. Vitrification

IV.2.2.1. Milieux cryoprotecteurs

Afin de limiter la cytotoxicité des cryoprotecteurs, les milieux utilisés comportent le plus
souvent une combinaison de 2 a 3 cryoprotecteurs pénétrants utilisés a une concentration
finale de 1,5a3 M (Tableau7). Les cryoprotecteurs pénétrants les plus fréquemment
employés sont le DMSO, le PrOH et 'EG. La présence d’acétamide ou de formamide dans le
milieu de congélation diminue la toxicit¢ du DMSO (Fahy, 2010). L’action des
cryoprotecteurs pénétrants peut étre comp 1étée par un cryoprotecteur non pénétrant. Le
cryoprotecteur non pénétrant le plus fréquemment utilisé¢ dans les protocoles de vitrification
du tissu ovarien est le s ucrose, a une con centration de 0,2 M a 0,5 M. D’autres polymeres :
PVP, PEG et ficoll a une concentration de I'ordre de 10 % a 20 % (v/ v), ont aussi été utilisés.
L’équilibration est réalisée en 2 a 4 étapes consistant en une exposition du tissu ovarien a des
concentrations croissantes en cryoprotecteurs. L’exposition aux concentrations les plus ¢levées

en cryoprotecteurs est fréquemment réalisée a 4°C afin de limiter leur cytotoxicité.
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1V.2.2.2. Méthodes de vitrification

La vitrification nécessite une descente en température extrémement rapide afin d’éviter
I'apparition de cristaux de glace et permettre I'induction del ’état amorphe. Il est donc
nécessaire que le dispositif utilisé pour la vitrification du tissu ovarien permette cette descente
en température extrémement rapide. A ce jour, aucun dispositif adapté a la vitrification de
tissu ovarien humain n’est commercialis¢€. Différents systemes ont donc € té rapportés dans la
littérature. Ainsi, I'utilisation de supports de type métallique a été rapportée en raison de leur
excellente conductivité thermique : aiguille d’acupuncture en acier inoxydable, feuille
d’aluminium, lame de métal (Cryotissue) (Tableau 7) (Huang et al., 2008; Kagawa et al.,
2009; Xiao et al., 2010b). Ce type de support pose néanmoins le probleme de stockage des
échantillons vitrifiés dans les cuves d’azote liquide car il s’agit de systémes non fermés et peu
adaptés au st ockage. D’autres auteurs ont préconisé¢ de pl onger directement les fragments
ovariens dans de l'azote liquide (Isachenko et al., 2009¢c; Li et al., 2007). Dans ¢ e cas, le
volume de milieu cryoprotecteur enrobant le tissu a vitrifier doit étre le plus faible possible
(~20 ul) afin d’obtenir des vitesses de refroidissement les plus élevées (Tableau 7). Afin de
limiter les risques potentiels de contamination bactérienne au cou rs de la procédur e de
vitrification des échantillons, les milieux cryoprotecteurs sont fréquemment supplémentés par
des antibiotiques (Huang et al., 2008; Isachenko et al., 2009¢c; L1 et al., 2007). D ’autres
auteurs comme Keros et al., préconisent de stériliser (par filtration ou ray onnement UV)
I'azote liquide utilisée (Tableau 7) (Keros et al., 2009). Néanmoins, seul uns ystéme de
conservation fermé permet d’éviter tout risque de contamination infectieuse (Bielanski, 2012).
Conformément a la directive européenne du 31 mars 2004 et sa mise a jour du 8 février 2006
définissant les exigences du conseil de 'union européenne en matiere de qualité et de sécurité
notamment pour la cons ervation et le stock age des cellules humaines, des systemes fermés
aseptiques ont été développés pour la cryoconservation des gameétes et embryons humains.
Dans l'avenir, le développement de tels systemes concernera le tissu ovarien qui est soumis a

ces risques.
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IV.2.3. Réchauffement aprés vitrification

Afin de réduire tout risque de recristallisation, le réchauffement des échantillons vitrifiés doit
étre rapide. Il est généralement réalisé par plongée des échantillons dans un bain marie a 37°C
jusqu’a fonte de la glace (Tableau 8). La mise en contact du tissu vitrifi¢/réchauffé¢ avec une
solution de sucrose a concentration décroissante permet I'efflux progressif des cryoprotecteurs
pénétrants. Cette étape sacheéve par des lavages successifs du tissu dans un milieu de base afin

d’¢liminer le milieu cryoprotecteur (Tableau 8).
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V. Restauration de la fonction gonadique aprés cryoconservation de tissu

ovarien

V.1. Autogreffe

L’autogreffe de tissu cortical ovarien est un modele de restauration de la fonction ovarienne
utilisé depuis de nombreuses années dans différentes especes animales (Torrents et al., 2003).
I1 a ainsi été¢ démontré que les anastomoses va sculaires ne sont pas nécessaires pour que les
greffons survivent. En effet, la néovascularisation qui apparait rapidement est suffisante pour

assurer la survie et la croissance d’au moins une partie des follicules primordiaux.

V.1.1. Autogreffe orthotopique

L’autogreffe orthotopique est la méthode de ré implantation du tissu ovarien la plus emplo yée.
Le tissu ovarien est implanté dans sa position p elvienne initiale (sur I'ovaire résiduel et/ou
dans la fossette ovarienne) en vue d’une restauration de la fertilit¢ spontanée ou d'une
stimulation secondaire pour la FIV. La faisabilité de cette technique a été établie, il y a
plusieurs dizaines d’années chez les ron geurs (Parrott, 1960). Plus tardivement, la g reffe
orthotopique de tissu o varien congelé/décongelé décrite par Gosden et al., ap ermis une
restauration spontanée de la fonction endocrine chez la brebis et la naissance d'un agneau en
bonne santé (Gosden et al., 1994). La premicre reprise spontanée de la fonction ovarienne
chez la femme apres congélation et greffe orthotopique par ceelioscopie au niveau du péritoine
pelvien, a été décrite en 2000 par Oktay et al. Elle a permis d’obtenir, aprés stimulation de
I'ovulation, un développement folliculaire et une sécrétion d’cestradiol (Oktay and Karlikaya,
2000). La naissance du premier enfant a été rapportée en 2004 par I'équipe de Donnez a la
suite d'une greffe orthotopique de ti ssu ovarien congelé¢/décongelé (Donnez et al., 2004).
Depuis, 16 naissances (chez 13 femmes) ont € té rapportées dans la littérature (dont 2 en
France) et concernent uniquement des greffes orthotopiques (Andersen et al., 2008;
Demeestere et al., 2007; Donnez et al., 2004; Donnez et al., 2012; D onnez et al., 2011;
Meirow et al., 2005; Muller et al., 2012; Piver et al., 2009; Revel et al., 2011; Roux et al.,
2010; Sanchez-Serrano et al., 2010; Silber et al., 2008). Conce rnant les indications, 9

congélations ovariennes ont €té réalisées dans le cadre de pathologies malignes (maladie de
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Hodgkin, lymphome malin non hodgkinien, sarcome d’Ewing, cancer du sein) et 3 ont été

réalisées chez des patientes atteintes de pathologies non cancéreuses (thalassémie,
drépanocytose, périartérite noueuse) nécessitant un traitement par agents alkylants. La
derniére naissance obten ue par I’équipe de Donnez concernait une pa tiente présentant une

pathologie bénigne (abces ovariens inflammatoires) (Tableau 9).

Parmi ces naissanc es, 7 sont issues d 'une grossesse naturelle et 8 ont été obtenues ap res
stimulation ovarienne et FIV (dont une n aissance gémellaire) (Tableau 9). Le temps de
restauration de la fonction ovarienne apres auto greffe varie entre 3 8 9 mo is et correspond au
temps nécessaire a la reprise de la folliculogenese in vivo depuis le sta de de follicule
primordial. L’intervalle de temps nécessaire entre autogreffe de tissu ovarien décongelé et la
premicre naissance varie entre 6 a 13 m ois. Compte tenu du car actére récent de la technique
d’autogreffe ovarienne et du faible nombr e de patientes greffées, il est a ce jour difficile
d’estimer la durée de maintien de la fonction endocrine ovarienne apres autogreffe. Pour 4 des
patientes qui avaient obtenu une naissance, une IOP est survenue 1 a 5 années aprés greffe de
tissu ovarien, probablement en raison d’un épuisement du stoc k folliculaire du greffon
(Demeestere et al., 2007; Donnez et al., 2004; Meirow et al., 2005). Une étude récente
rapporte chez 3 patientes un maintien de la fonction endocrine ovarienne plus de 7 ans apres

autogreffe de tissu ovarien frais et décongelé (Andersen et al., 2012).

Les études réalisées surle s modeles animaux montrent que la greffe de cortex ovarien
entraine une perte de 50 a 65 % des follicules primordiaux et de la totalité¢ des follicules en
croissance. Cette dégénérescence folliculaire serait liée a I'ischémie consécutive au délai
(de 2 a 5 jours) de revascularisation du greffon, mais les mécanismes impliqués n’ont pas été
caractérisés (Baird et al., 1999; Nisolle et al., 2000). Afin de favoriser la revascularisation du
greffon, Donnez et al. ont proposé une pro cédure chirurgicale en 2 étapes. Le premier temps
opératoire vise a favoriser la néoangiogenése en fixant sur I'ovaire restant et en déposant dans
une fenétre péritonéale controlatérale des petites picces d’'un fragment de corticale ovarienne
préalablement décongelé. Le deuxieme temps opératoire, quelques jours plus tard, correspond
a la greffe proprement dite de fragments de cortex ovarien décongelés (Donnez et al., 2004).
Cette méme procédure chirurgicale utilisée par Roux et al., a permis la naissance de 2 enfants

en France récemment (Piver et al., 2009; Roux et al., 2010).
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V.1.2. Autogreffe hétérotopique

Bien qu'aucune grossesse clinique n’ait été rapportée a ce jour, I'autogreffe hétérotopique de
tissu ovarien a prouv ¢ son efficacité pour restaurer la fonction endocrine ovarienne chez la
femme (Kim, 2012; Poi rot et al., 2012). Toutefois elle ne permet pas de s ’affranchir de la

stimulation ovarienne.

A ce jour, aucune autogreffe de cortex ovarien n’a encore ¢té effectuée chez une adulte dont le
cortex ovarien av ait été congelé¢ alors quela patiente était prépubere. Trés r écemment,
I'induction de la puberté s’est avérée effi cace chez une jeune patiente drépanoc ytaire de
13 ans ayant bénéficié d’une cryoconservation d'ovaire avant traitement de conditionnement
pour allogreffe de moelle osseuse. L’autogreffe sous-cutanée (paroi abdominale)d e
3 fragments ovariens congelés/décongelés a pe rmis d’induire sans traitement une pubert é
(développement mammaire et de la pilosité, ménarche) chez cette jeune fille dans les quelques
mois post greffe. Il s’agit du premier cas mondial de restauration d'une fonction ovarienne

endocrine a partir de tissu prélevé avant la puberté (Poirot et al., 2012).

Le choix du site de greffe peut influencer le nombre et la qualité des ovocytes produits par le
greffon ainsi que la duré e du maintien de la fonc tion endocrine. Dans une étude de Yan g et
al., du tissu ovarien mur in a été greffé en différents sites : dans la bourse ovarienne, sous la
capsule rénale ou en position sous-cutanée. Apre s 3 semaines de greffe et une stimulation de
I'ovulation, la portion du greffon sous-cutané a apporté la plus faible quantité d’ovocytes. Le
plus grand nombre d’embryons a 2 c ellules a été obtenu apres FI'V d’ovocytes provenant du
greffon de la bourse ovarienne. Mais quelque soit le site de greffe, les embryons obtenus ont

permis la naissance de souriceaux vivants (Yang et al., 20006).

Parce quelle est simple de réalisation et peu invasive, la greffe hétérotopique de tissu ovarien
chez l'espéce humaine est réalisée le plus s ouvent en sous-cutané au niveau abdominal ou
brachial (Demeestere et al., 2009). Néanmoins, la g reffe sous-cutanée ne permetpasd e
ponctionner un nombre important d’ovocytes aprés stimulation de 1’ovulation. Ainsi, apres
autogreffe sous-cutanée (position abdominale) de tissu ovari en humain congelé/dé congelé,
Oktay et al. ontponctionné un total de 20 ovoc ytes a lissue de 6 stimulations. L e
développement folliculaire semble &tre limité en position sous-cutanée puisque la plupart des
follicules ponctionnés ont une taille inférieure a 15 mm. Le transfert du seul embryon obtenu
n’a pas permis I’obtention de grossesse (Oktay et al., 2004). Pour ex pliquer ces résultats, les

auteurs évoquent le probléme de la température inadaptée en position sous-cutanée, et la
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pression plus importante exercée par le revétement cutané sur le greffon, en comparaison a la
position orthotopique. Une grossesse biochimique a toutefois été rapportée par Rosendahl et
al., apres FIV dun ovocyte provenant dun greffon sous-cutané de cortex ovarien

congelé/décongelé (Rosendahl et al., 2006).

V.2. Risque de transmission de cellules malignes

En cas de p athologie maligne, la congélation du tissu ovarien est le pl us souvent réalisé e
avant administration du traitement anticancé reux. L’un des inconvénients majeurs de

l'autogreffe de tissu ovarien congelé/décongelé est donc le risque pot entiel de réintroduction
de cellules malignes par I'intermédiaire du greffon. Sonmezer et al. ont proposé un classement
des pathologies selon leur risque de localisation ovarienne  secondaire

(Tableau 10) (Sonmezer and Oktay, 2004).

Ces dernieres années, le développement de techniques de bi ologie moléculaire (RT-PCR
quantitative) permettant une détection sensible des cellules malignes disséminées, a permis de
mettre en évidence une contamination néoplasique du tissu ovarien qui n’était pas détectée par
I'analyse histologique. Dans une étude récente, I'analyse par RT-PCR quantitative (mesure de
la quantité de transcrits spécifiques) de biopsies ovariennes humaines a montré la présence de
cellules malignes dans 70 % des cas de leucémies aigués lymphoblastiques (7/10 patientes) et
dans 33 % des cas de leucémies my¢loides chroniques (2/6 patientes), alors quaucune cellule
maligne n’avait été détectée dans ces mémes prélévements aprés examen histologique
standard (Dolmans et al., 2010). Rosendahl et al. ont obtenu les mémes conclusions montrant
par qRT-PCR une loca lisation ovarienne de cellules malignes chez 75 % des patientes

(6/8 patientes) souffrant de pathologies malignes associées a une anomalie chromosomique

(Rosendahl et al., 2010).

En ce qui concerne le cancer du sein, les données actuelles sont plutdt rassurantes
puisqu’aucune analyse moléculaire n’a, a ce j our, démontré une loca lisation ovarienne de

cellules malignes (Rosendahl ez al., 2011).

Si aucun c as de récidive cancéreuse m’a été¢ rapporté aprés autogreffe de tissu ovarien, le
manque de recul et I'absence de concordance des méthodes de détection des cellules malignes,
incitent a la prudence quant a I’indication d’une autogreffe de tissu ovarien apres rémission

d’une pathologie a haut risque de localisation ovarienne.




Risque faible Risque intermédiaire Risque élevé

Sarcome d’Ewing Adénocarcinome cervical Leucémie

Tumeur de Wilms Cancer colorectal Lymphome de Burkitt
Lymphome non hodgkinien = Carcinome mammaire Neuroblastome

Maladie de Hodgkin lobulaire Rhabdomyosarcome génital
Ostéosarcome Cancer du sein (stade IV)
Rhabdomyosarcome non

génital

Tableau 10. Classement des pathologies selon leur degré de risque de métastases
ovariennes
D’apres Sonmezer et Oktay, 2004.
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V.3. Culture in vitro de tissu ovarien

Par la culture in vitro, la maturation des follicules congelés/décongelés est induite tout en
¢vitant le risque de transmission de cellules néop lasiques. La souris est le seul modele chez

qui des naissan ces ont été obtenues grace au développement et la maturation in vitro de
follicules isolés a partir de stades précoces (Eppig and O'Brien, 1996; O'Brien et al., 2003;
Spears et al., 1994). Dans I'espece humaine, le s études sur la folliculogenese in vitro ont
rapporté des succes limités du f ait d'une part, du pe u de matériel biologique disponible, et
d’autre part, de la durée nécessaire a la folliculogenése bien plus longue que chez la souris
(6 mois chez la femme versus 14 jours chez la souris) (Gougeon, 1986). De plus, le manque
de connaissance des m écanismes du développement folliculaire et des régulateurs de la
folliculogenese dans l'ovaire humain pose probléme pour la mise a u point de milieux et

systémes adaptés a la culture in vitro des follicules.

La culture in vitro constitue également une méthode d’évaluation de la fonc tionnalité
ovarienne apres congélation/décongélation, complémentaire aux méthodes in vivo (Cortvrindt
and Smitz, 2002). L’analyse de criteres tels que la survie et le développement des follicules en
culture, permet une éva luation de l'efficacité des procédures de con gélation/décongélation

indispensable pour une optimisation des protocoles thérapeutiques de CTO.

V.3.1. Source d’échantillons ovariens

Les échantillons ovariens utilisés en recherche sont le plus souvent prélevés chez des patientes
devant subir une hystérectomie ou ovariectomie ( Abir et al., 1997; Hovatta et al., 1997; Roy
and Treacy, 1993), oulors de césariennes (Hreinsson et al., 2003; Oktay et al., 1997b).
Compte tenu de la distribution hétérogene des follicules au sein du cortex ovarien adulte et du
déclin de la réserve ovarienne entre 30 et 50 ans, les tissus ovariens feetaux ou prélevés chez
de jeunes patientes prépuberes constituent un matériel biologique de choix pour I’étude de la
folliculogenese in vitro. Leur densité élevée en follicules primordiaux facilite I'interprétation
et augmente la précision des résultats de culture. Néanmoins, les études rapportées sur ce type

de prélévement sont peu nombreuses.

Compte tenu du peu de matériel biologique humain disponible, les travaux de recherche sur la
folliculogenese in vitro humaine sont limités et les modeles animaux apportent des ¢léments

de travail et de réflexion pour les travaux chez I'espéce humaine. Si le modéle murin a permis
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de progresser dans la connaissance de la folliculogenese in vitro, ce modele présente des
différences majeures avec la physiologie ovarienne de la femme. Les systémes de cul ture
adaptés a la croissance in vitro de follic ules murins ne sontdon ¢ pas directement
transposables a I’ Homme. De m aniére intéressante, les primates tels que le singe Rhésus,
présentent de nombreus es similitudes avec | ’espéce humaine en terme s d’anatomie et de
physiologie ovarienne. Ces critéres en font un modele attractif pour le développement et
Ioptimisation des ystemes deculture in vitro avant application chez I'Homme

(Xu et al., 2009).

V.3.2. Systemes de culture in vitro des follicules ovariens

A ce jour, il ex iste 2 approches diff érentes pour la culture in vitro de follicules ovariens
humains. D’une part, elle peut étre envisagée a partir de culture d’explants ovariens (culture in
situ), d’autre part, elle peut étre réalisée a partir de follicules isolés provenant du c ortex
ovarien. La culture in vitro d’ovaire entier n’est pas réalisable chez I'espéce humaine. En effet,
la taille de 'ovaire humain (~4 ¢ m) rend impossible I'apport en nutriments et les échanges

gazeux au niveau de tous les compartiments ovariens.

V.3.2.1. Culture in situ de cortex ovarien

Chez la femme, la taille de la réserve ovarienne diminue de facon drastique avec 'age. Cet
épuisement a pour origine I'entrée des follicules en croissance ou en atr ¢sie. Les mécanismes
moléculaires permettant I’activation des follicules de la réserve restent méconnus. Néanmoins,
diverses études ont prouvé 'importance de maintenir in vitro un environnement cellulaire qui

permette les échanges auto et/ou paracrines entre ovocytes et cellules somatiques.

Les échantillons ovariens frais ou dé congelés sont généralement découpés en fragments
mesurant environ 1 x 1 mm et 0,1-1 mm d’épaisseur (Hovatta et al., 1997; Rahimi et al., 2001;
Sadeu et al., 2006). Une faible épaisseur des fragments en culture est préférable pour assurer
la diffusion des nutrime nts et de 1 ’oxygene au centre de la structure (Picton et al., 1999b;
Telfer et al., 2008). Le milieu a-MEM (minimum essential medium alp ha) est le milieu de
culture de base le plus fréquemment utilis¢ pour la culture de cortex ovarien humain (Abir et

al., 1997; Hovatta et al., 1997; Hreinsson et al., 2003; Wright et al., 1999). Ce dernier est
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généralement supplémenté avec de la HSA et/ou du sérum de la patiente en combinaison avec
de linsuline-transferrine-sélénium favorisant ainsi les activités métaboliques et hormonales
associées a la croissance folliculaire in vitro. Des pl aques
multi-puits en plastique sont généralement utilisées comme support de culture. Les explants
ovariens peuvent étre cultivés dans des inserts de culture nus (Abir et al., 1997; Hovatta et al.,
1997) oure couverts de protéines de la matrice extracellulaire (collagéne I, collagéne IV,

laminine, protéoglycanes.) (Hovatta et al., 1997; Hreinsson et al., 2002b; Scott et al., 2004).

Une activation de la croissance des follicules primordiaux a été observée aprés 6 a 10 jours de
culture d’explants ovariens adultes dans des milieux de culture supplémentés ou non en sérum
comme source de protéines (Hovatta et al., 1999; Hreinsson et al., 2002b; Sadeu and Smitz,
2008; Telfer et al., 2008; Wright et al., 1999). Apres 1 a 3 semaines d e culture, 1’analyse
histologique montre que 30 a 53 % des follicules primordiaux ont atteint le stade de follicule
secondaire (Hovatta ef al., 1999; Hreinsson et al., 2002b; Sadeu and Smi tz, 2008; Telfer et
al., 2008; Wright et al., 1999). La procédure de congélation/décongélation ne semble pas

affecter la survie et l'activation de la croissance in situ des follicules (Hovatta et al., 1997,
Picton and Gosden, 2000; Telfer et al., 2008). Une supplémentation des milieux de culture en
facteurs anti-apoptotiques tels que 1’adenosine 3', 5'-monophosphate (AMPc) et la guanosine
3',5'-monophosphate (GMPc) diminue significativement I'apoptose folliculaire et stimule la
croissance des follicules primordiaux jusqu’au stade de follicule secondaire (Scott et al., 2004;
Zhang et al., 2004). De méme, I’addition d’hormones telles que I'insuline, 'IGF-I/II et de
facteurs de croissance tels que GDF-9 ou BMP15 ont montré un effet bén éfique sur la survie
et I'entrée en croissance des follicules immatures in situ (Hreinsson et al., 2002b; Kedem et
al., 2011; Louhio et al., 2000). Selon W right et al., la croissance folliculaire est initi¢e a
I'issue d'une culture de 15 jours mais n’est pas favorisée par I'ajout de FSH qui, en revanche,
semble améliorer la survie folliculaire (Wright et al., 1999). La culture de cortex ovarien feetal
congelé/décongelé a montré une survie des follicules pe ndant 63 jours. Né anmoins, apres
activation des follicules primordiaux, les follicules restent bloqués au stade de follicule
primaire (Sadeu et al., 2006). L’absence de facteurs régulateurs de la croissance folliculaire

issus de la médullaire pourrait expliquer en partie ces résultats.

La manipulation de voi es de si gnalisation impliquées dans Tactivation de la croissance
folliculaire telle que PI3K/Akt, serait une stratégie originale pour augmenter le rendement des
follicules en croissance a I'issue de la culture in vitro. Ainsi, Li et al. ont montré qu *une

pré-incubation d’échantillons ovariens humains et murins en présence d’un inhibiteur de PTEN
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et dun activateur PI3K, augmentait significativement la croissance folliculaire en
comparaison avec unt issu témoin non traité ( Li et al, 2010). Pa r ailleurs, 'addition
d’activine A (me mbre de la famille des TGFP) au cours de la culture d’explants ovariens
prétraités avec l'inhibiteur de PTEN et 1 activateur PI3K, augmenterait le rendement en

follicules croissants a I'issue de la culture.

La culture in situ de cortex ovarien est surle plan technique plus simple et rapide que la
culture de follicules isolés. Néanmoins, I'épaisseur des tissus e n culture rend difficile
I'évaluation précise du matériel biologique initial et le suivi de la croissance folliculaire in

Situ.

Si les systémes de culture organotypiques ont montré de bons résultats en termes d’activation
et d’'initiation de la croissance de follicules immatures, la poursuite de la folliculogenése

au-dela du stade de follicule secondaire, semble €tre inhibée par 'environnement stromal.

V.3.2.2. Culture in vitro de follicules ovariens isolés

Isolement de follicules ovariens

L’isolement de follicules a partir de cortex ovarien peut étre réalisé soit manuellement a I'aide
de fines aiguilles, soitpa r lutilisation d’enzymes comme lac ollagénase det ype IA.
L’isolement manuel préserve l'intégrité structurale des follicules ovariens (Abir et al., 1997,
Telfer et al., 2008). Une ¢tude a montré des taux de survie folliculaire supérieurs aprés culture
in vitro de follicules murins isolé s manuellement en comparaison avec la méthode
enzymatique (Demeestere et al., 2002). Cependant, I'isolement mécanique des follicules est
une méthode particulierement longue et fastidieuse compte tenu du caractere fibreux du tissu

ovarien humain.

L’isolement enzymatique est une méthode rapide permettant d’isoler un nombre plus important
de follicules frais et congelés/décongelés en comparaison avec la méthode manuelle (Oktay et

al., 1997b; Park et al, 2005; Roy and Tr eacy, 1993; Telfe r et al., 2008). Cependant,
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le traitement enzymatique peut altérer I'intégrité structurale des follicules ovariens

compromettant leur survie in vitro (Hovatta et al., 1999; Wandji et al., 1996).

Systemes de culture 2D

Dans les systemes de culture bidimensionnelle (2D), les follicules isolés du cortex ovarien
sont placés sur un support de culture en plastique ou sur une surfac e (type insert de culture)

recouverte de protéines de la matrice extracellulaire comme le collagéne ou la polylysine.

Ce type de systéme entraine un attachement des follicules au support de c ulture. Les cellules
folliculaires vont franchir la membrane basale folliculaire et proliférer en surface de manicre
bidimensionnelle (Figure 11). Cette expansion importante des cellules folliculaires peut alors
altérer les interactions ovocyte-cellules folliculaires et favoriser une extrusion prématurée
ovocytaire a I’origine d'une interruption du proces sus de maturation (W est et al., 2007a). Cet
effet délétere est d’autant plus important que la taille du follicule est grande et le délai de

maturation est long.

Sur le modele murin, la maturation folliculaire en systéme de culture bidimensionnelle s’est
avérée efficace. En effet, I'utilisation de ce s ystétme a permis 'obtention de follicules antraux
apreés culture in vitro de follicules primordiaux et préantraux isolés et la naissance de

souriceaux apres FIV (Eppig and O'Brien, 1996; Eppig and Schroeder, 1989).

Chez la femme, la culture 2D sur inserts de follicules préantraux isolés manuellement a
montré une croissance folliculaire jusqu’au stade antral associée a une sécrétion croissante en
cestradiol (Abir ef al,, 1997). Siune supplémentation des milieux de culture en FSH
(1,5 U/ml) se mble augmenter la croissance folliculaire, les taux datrésie et d’extrusion
ovocytaire (80-90 %) demeurent élevés. Abir et al. rapportent une d étérioration massive de
follicules primordiaux frais isolés puis c ultivés pendant 24 he ures en systeme 2D sur
différentes matrices (Abir et al., 2001). Aucun travail ultérieu r n’a confirmé une possible
entrée en croissance des follicules primordiaux isolés a partir de cortex ovarien humain frais
ou congelé/décongelé (Ksiazkiewicz, 2006). L’absence apparente d’initiation de la croissanc e
des follicules immatures lorsqu’ils sont isolés, suggere la nécessité d’entretenir un

environnement cellulaire qui permette les échanges auto- et paracrines.
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Figure 11. Mode¢les de culture in vitro de follicules ovariens isolés

i.  Culture bidimensionnelle (2D) d’un follicule ovarien. Ce type de systéme entraine un
attachement du follicule sur le support de culture. Les cellules folliculaires proliférent en
surface de maniére bidimensionnelle (fleches rouges).

ii.  Culture tridimensionnelle (3D) d’un follicule ovarien. Encapsulé dans une matrice 3D, le
follicule en croissance géncre des forces mécaniques vers I’extérieur, sur la matrice
environnante (fleches rouges). La matrice exerce réciproquement des forces de direction
opposée sur le follicule (fleches bleues) contribuant au maintien de la morphologie
sphérique du follicule et des interactions ovocyte-cellules somatiques.

CG : Cellules de la Granulosa
CT : Cellules de la theque
OV : Ovocyte

Modifi¢ d’apres West et al., 2007b.
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Systemes de culture 3D

Les systémes de cultur e tridimensionnels (3D) permettent de pr éserver la morpholo gie
sphérique du follic ule au cours de la culture in vitro. Les interactions ovocytes-cellules
folliculaires sont a insi conservées et une croissance folliculaire radiaire depuis l'ovocyte,

comme elle est observée in vivo, est possible (Figure 11).

Les systémes 3D préservent Iarchitecture folliculaire en limitant 'adhésion des follicules au
support de culture. Ceci peut étre réalisé par : 1) culture sur des supports empéchant I’adhésion
des follicules du fait de leur structure (plaques a fond conique) ou de leur revétement
(membrane de cellulose ou polycarbonate, hydrogel type Ultra Low-Attachment) (Murray et
al., 1998; Murray et al., 2008; Nayudu and Osborn, 1992; Rose et al., 1999; Telfer et al.,
2008) (Sanchez et al., 2012) ; i1) passages multiples des follicules dans de nouveaux puits de
culture (Spears et al., 1994) ; iii) la combinaiso n des 2 méthodes précédentes : culture des
follicules sur support non adhérent et transfert quotidien des follicules dans de nouveaux puits
(Fehrenbach et al, 1998; Vitt et al, 1998); iv)c ulture des follicules encapsulés en

matrice/gel 3D.

A ce jour, la culture de follicules isolés et encapsulés en matrice est la méthode de culture 3D
la plus fréquemment utilisée. En mimant la matrice extracellulaire ovarienne in vivo, les gels
d’encapsulation préservent larchitecture 3D folliculaire et assurent un ma intien des
interactions ovocytes-cellules somatiques indispensables pour la croissance et la maturation

folliculaire.

Les matrices fréquemment utilisées pourla culture folliculaire sont des polymeres
hydrosolubles (hydrogels) d’origine naturelle (collagéne, alginate, agarose.) ou synthétique
(polyéthyléne glycol, polyalcool vinylique.). Ces matrices ont la propriété d’€tre perméables,
permettant une diffusion des nutriments (hormones, facteurs de croi ssance.), les échanges

gazeux et 'efflux des déchets cellulaires produits par le follicule.

Les propriétés mécaniques de la matrice jouent un rdle essentiel pour le dév eloppement
folliculaire. La matrice doita voir une rigidité suffisante pour main tenir la structure
tridimensionnelle du follicule mais doit étre également souple pour permettre une expansion
du follicule due a la croissance ovocytaire, la prolifération des CGs, etla formation d’'un
antrum. La rigidité du gel dépend de la nature du polymeére et de sa concentration. Le follicule

en croissance génere des forces mécaniques vers I'extérieur, sur la matrice environnante. Ces
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forces sontr éciproquement transmises au follicule par la matrice avec une amplitude
dépendante de la rigidité de la matrice et de la force exercée par le follicule. Si elle est trop
¢levée, cette pression résiduelle peut affecter I'organisation du cytosquelette d’actine dans le

follicule et influer sur sa croissance et son intégrité.

L’alginate de calcium est le polymére le plus fréquemment utilis€ pour | ’encapsulation et la
culture de follicules isolés. L’alginate, dérivé naturel d’'une algue brune, polymérise en
présence de calcium so us forme d’un hydrogel (Palginate de calcium) p lus souple que les
modeles utilisant du collagéne ou du pol yéthyléne glycol (West et al., 2007a; West et al.,
2007b). Le gel d’alginate forme un maillage permettant la diffusion d'hormones telle que la
FSH, et autres protéines essentielles pour le développement des follicules. Il présente aussi
I'avantage de maintenir les jonctions communicantes entre 'ovocyte et les cellules somatiques
(Heise et al., 2005). N’interagissant pas avec les intégrines membranaires, l'alginate permet
I'introduction de signaux (protéines ou peptides de la matrice extracellulaire) pour 1'étude des
effets des compos ants spécifiques de la matric e extracellulaire surle développement des
follicules. Apres culture cellulaire, le polymeére peut étre aisément retiré en utilisant un
chélateur du calcium qui peut cependant affecter les jonctions communicantes. Une méthode
alternative consiste a dégrader le polymére d’alginate en utilisant une enzyme spécifique,

'alginate lysase, préservant I'intégrité des follicules.

L'utilisation de ce modele 3D chez la souris p ermet une croissance autonome des follicules
secondaires frais et d écongelés jusqu'au stade antral stimulable par 1’adjonction de FSH dans
le milieu de culture (Kreeger et al., 2005; Xu et al., 2006; Xu et al., 2009). Le traitement hCG
induit une maturation n ucléaire finale des ovoc ytes suivie d’une lutéinisation effective. Les
ovocytes matures ainsi obtenus sont fécond ables et plusieurs naissan ces ont été€ obtenu es

apres FIV (Xu et al., 2006).

Chez le singe Rhésus, 'encapsulation de follicules secondaires dans une matrice d’alginate 3D,
a permis une croissance folliculaire continue jusqu’au stade antral débutant, avec une sécrétion
hormonale effective, en 30 jours de culture (Xu ef al., 2011). Apres traitement a I’hCG, les
quelques ovocytes ayant atteint le stade métaphase I (MII) présentent une disposition du
fuseau méiotique et un alignement des chromosomes en apparence normale. L’injection d’un
ovocyte en métaphase de 2me division de méiose n’a toutefois pas permis un développement
embryonnaire au-dela du stade 2 cellules. Une supplémentation des milieux de culture avec de

fortes concentrations en FSH (15 ng/ml) et de la fétuine bovine, couplée a une tension faible
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en oxygene (5 %) a ugmenterait la survie et la croissance folliculaire du sta de follicule
secondaire au stade follicule antral, ainsi que la viabilité des ovocytes obtenus 10 jours apres
exposition a I’hCG. L’addition de LH n’a pas d’effet sur la croissance ni sur la maturation

ovocytaire induite par 'hCG (Xu et al., 2011).

Chez la femme, la culture de follicules préantraux isolés de fagon enzymatique de cortex
décongelés et encapsulés en gel d’alginate, montre des résultats préliminaires encourageants
avec un taux de survie folliculaire de 90 % et une augmentation significative des diametres
des follicules a I'issue des 7 jours d e culture in vitro (Amorim et al., 2009). Cette étude

nécessite toutefois d’€tre complétée par une analyse fonctionnelle des follicules en croissance.

L'application de techniques d'ingénierie tissulaire a la culture des follicules a donc permis des
améliorations en termes de maintien de I'intégrité des follicules et de maturation folliculaire.
Une optimisation de ces s ystémes reste cependant nécessaire pour permettre la croissanc e

terminale des follicules et une maturation ovocytaire.

V.3.2.3. Culture in vitro en multiples étapes

Pour permettre une fol liculogenése complete il est nécessair e d’adapter I'environnement
physique et chimique pour obtenir un développement folliculaire optimal a chaque étape de

croissance.

Chez la souris, plusieurs naissances ont ¢té obtenues en appliquant un modele de culture en
3 étapes. Une premiere phase, par culture d’ovaires entiers frais pendant 8 jours, a permis la
croissance de follicules primordiaux jusqu’au stade préantral. La deuxiéme phase a consisté en
I'isolement des complexes ovocytes-CGs des follicules préantraux et leur culture pendant 14
jours sur membrane de collagene. Enfin, des ovocytes au stade vésicule germinative ont été
isolés et une maturation de 17 heures a permis lobtention d’ovocytes en métaphase de 2™

division de méiose, qui, apres FIV, ont permis la naissance de souriceaux en bonne santé

(Eppig and O'Brien, 1996; O'Brien et al., 2003).

Chez la femme, un modé¢le de culture de follicules ovariens en 2 étapes développé par Telfer
et al. amontré des résultats encourageants. La premicre étape consistant a la mise en culture
de fins explants ovariens (micro-cortex) frais, permet une activation de la c roissance des

follicules de réserve jusquau stade de follicule secondaire en 6 jours ( Telfer et al., 2008).
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Figure 12. Systéme de culture in vitro en 2 étapes de follicules ovariens humains

L’¢étape 1 consiste en une culture in situ de fins explants de cortex ovarien frais (micro-cortex)
pendant 6 jours, permettant une activation de la croissance des follicules de réserve. Les
follicules secondaires obtenus ont ensuite été isolés manuellement (micro-dissection) et placés en
culture (étape 2) pendant 4 jours en plaque a fonds coniques, dans un milieu supplémenté avec de
lactivine A (100 ng/ml). Au 4¢me jour des cavités antrales ont été observées avec un

accroissement du diamétre folliculaire. Modifié d’aprés Telfer et al., 2008.
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Les follicules secondaires obtenus, d’'un diametre compris entre 66 et 132 um ont ensuite été
isolés manuellement et placés en culture pendant 4 jours en plaque a fonds coniques (en V),
4 iéme

dans un milie u supplémenté avec de lactivine A (100 ng /ml). Au jour des cavités

antrales ont été observées avec un accroissement du diamétre folliculaire dés le 2™ jour de
culture (Telfer ef al., 2008). Aucun travail ultérieur n’a permis un développement folliculaire

in vitro au-dela du stade antral (Figure 12).

L’objectif principal des travaux de recherche surla folliculogenése in vitro humaine est la
production d’ovocytes compétents et ne présenta nt pas de modifications épig énétiques. A ce
jour, aucun s ysteme de culture n’a permis une maturation ovocytaire jusqu’au stade MII a
partir de follicules primordiaux humains. L’établissement d'un systeme de culture permettant
la maturation ovocytaire et I'acquisition de la compétence au développement embryonnaire

reste donc un défi dans I'espéce humaine.
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Objectifs des travaux de these

La cryoconservation du tissu ovarien (CTO) constitue actuellement un des meilleurs moyens
de préserver la fertilité des patientes avant un traitement gonadotoxique a l'origine d’'une IOP
potentielle. Actuellement, il e xiste 2 a pproches concernant les méthodes de CTO: Ia
congélation lente et la vitrification. Ces techniques font appel a des protocoles différents aussi

bien pour les milieux cryoprotecteurs utilisés que pour les descentes en température.

La congélation lente constitue aujourd’hui le moyen le plus utilis¢ pour la CTO a usage
thérapeutique. Néanmoins, méme si une vin gtaine de naissances ont été rapportées dans le
monde apres autogreffe de tissu congelé par cette méthode, les p rotocoles appliqués restent
empiriques aussi bien au niveau dup rotocole de congélation/décongélation qued e la

composition du milieu cryoprotecteur.

Récemment, la vitrification est apparue comme une technique prometteuse de CTO. En raison
de son caractere encore expérimental, cette technique appartient aujourd’hui au domaine de la
recherche. Le bénéfice de la vitrification comparé a la congélation lente est discuté et les
¢tudes comparant ces 2 techniques de cryoconservation ovarienne (congélation lente versus

vitrification) sont peu nombreuses.

Les objectifs de mon travail de thése ont donc été :

Dans un pr emier temps : valider un protocole de congél ation lente du tissu ovarien
applicable en thérapeutique, en continuité¢ avec les travaux préliminaires réalisés dans le

laboratoire de Biologie de la reproduction de Clermont-Ferrand.

Dans un second temps : développer un protocole de vi trification du tissu ovar ien en
¢valuant son efficacité en termes de préservation de la qualité du tissu ovarien par une étude

comparative avec le protocole de congélation lente que nous avons validé au préalable.

Cette étude a ét ¢ réalisée a partir de cortex ovariens prélevés autour de k ystes bénins de
Iovaire. Développé par notre équipe de recherche, ce modele original présente des
caractéristiques morphologiques (densité et qualité folliculaire) similaires au cortex ovarien
normal et constitue une source importante d’échantillons a visée de recherche (Schubert et al.,

2005).
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La qualité du tissu ovarien frais et cryoconservé a été appréciée par des analyses histologiques
et immunohistochimiques permettant d’évaluer les ef fets de la cryoconservation surl es
différents ¢léments constituant le tissu ovarien (follicules, stroma, endothélium vasculaire).
Par ailleurs, la fonctionnalité du tissu ovarien cryoconservé par notre protocole de congélation
lente a été appréciée par culture in vitro au cours de laquelle le développement des follicules

et leur activité fonctionnelle ont été évalués.
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Materiel & Méthodes

Cette étude a été réalisée avec ’accord du Comité Consultatif des Personnes se Prétant a la
Recherche Biomédicale d’Auvergne (CCPPRB, Projet de recherche AU 419, avis favorable du
3 juillet 2001).

I. Modéle d’étude

Les tissus ova riens utilisés dans notre étude ont été recueillis au sein du se rvice de
Gynécologie obstétrique du CHU Estaing de Clermont-Ferrand (Chef de service : Pr Gérard
MAGE).

Des échantillons de cortex ovariens ont € té prélevés autour de kystes bénins de l'ovaire
(dermoides, mucineux, séreux, endométriosiques). Développé par notre équipe de recherche,
ce modele original présente des caractéristiques morphologiques (densité et qualit ¢é
folliculaire) similaires au cortex ovarien normal (Schubert et al., 2005). Durant I'intervention
de kystectomie, un fragment de cortex d’environ 1 cm? attenant a la paroi du kyste est prélevé
par le chirurgien a I’aide d’'une paire de ciseaux, sans ¢lectrocoagulation (Figure 13). Avant
chaque intervention pour laque lle un pr élévement destiné al ’étude est programmé, un

consentement éclairé est signé par la patiente.

I1. Cryoconservation du tissu ovarien

Sauf indication contraire, les réactifs utilisés dans cette étude ont ét¢ fournis par la société

Sigma-Aldrich (France).

I1.1. Recueil et préparation du tissu ovarien a la congélation/vitrification

L’échantillon est recueilli de fagon stérile dans le « milieu A » conservé au préalable a 4°C. La
composition du milieu A est décrite dans le tableau 11. Le transport jusqu’au laboratoire est
réalisé dans un récipien t rempli de g lace. Le délai d’acheminement des échantillons de la

récupération au bloc opératoire jusqu’au traitement au laboratoire n’est pas supérieur a 30 min.

En conditions stériles et sous hotte a flu ~ x laminaire vertical, le prélévement ovarien est

transféré dans une boite de Pétri contenant le milieu A et maintenue sur bloc réfrigéré pendant
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Figure 13. Kystectomie ovarienne intrapéritonéale par voie ccelioscopique et prélevement
de cortex ovarien pour la recherche

Lors de la résection d’un kyste dermoide par ccelioscopie (A), un fragment de cortex d’environ
I cm? attenant a la paroi du kyste est prélevé a 1’aide d’une paire de ciseaux, sans

¢lectrocoagulation (B).

Milieu A
Milieu de base

» Transport

» Préparation des tissus

» Dilution des cryoprotecteurs
» Décongélation/

réchauffement

Sels inorganiques Acides aminés

NaCl 94,7 mM | L-Glutamine 25,0 mM
KCl 48 mM | Taurine 0,5Mm
MO, 08 m
NaH,PO, 1,0 mM

NaHCO, 25,0mM | p_Glycose 5,5mM
CﬂClz 1,8 mM HSA 0,5 %

Antibiotiques :

Na lactate 21,3mM | Streptomycine 50 ug/ml
Na pyruvate 0.3 mM | Lénicilline 50 Ul/ml

pH ajusté a 7,4-7,6. Filtration

Tableau 11. Composition du milieu de base A

HSA : human serum albumin
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toute la durée de préparation du cortex. La médullaire est retirée a I'aide de ciseaux courbes et
de bistouris laissant une épaisseur de cortex d’environ 1 mm. A Taide des bistouris et d "une
pince courbe, les échantillons de cortex ovarien ont e nsuite été sectionnés en fragments
uniformes de 1 cmx 1 cm (Ix L) pour la congélation lente et de 0,5 mmx 0,5mm (I x L)

pour la vitrification.

I1.2. Congélation lente/décongélation du tissu ovarien

La congélation lente des échantillons ovariens a ét¢é réalisée dans le service de biologie et
médecine de la reproduction, AMP-CECOS du CHU Estaing de Clermont-Ferrand (Chef de
service : Dr Laurent JANNY) équipé d’un congélateur programmable (Minicool 40 PC, Air

liquide, France).

I1.2.1. Congélation lente

En conditions stériles et sous hotte a flux laminaire vertical, les fragments ovariens destinés a
la congélation sont dis posés dans un tube (F alcon®, Fisher Bioblock Scientific, France)
contenant 10 ml de milieu A auquel est ajouté le milieu B, de facon progressive, en 3 étapes
de 5 min, pour limiter les chocs osmotiques et sous agitation douce pour faciliter la diffusion
du cryoprotecteur. La composition du milieu B est décrite dans le tableau 12. La dilution
finale estde 1 : 1 (v/v), soit 1,5 M pourle PrOH etde 0,025 M pour le raf finose. Apres
15 min d’équilibration a 4°C, chaque fragment ovarien est transféré dans un cryotube (Nunc,
Fisher Bioblock Scientific, France) contenant 1,5 ml de milieu de congélation. Les cryotubes
sont ensuite déposés dans un con gélateur programmable (Minicool 4 0 PC, Air liquide,

France) préalablement refroidi a 4°C.

La cinétique de refroidissement est adaptée a partir de celle utilisée pour la congélation de
tissu ovarien de brebis (Demirci et al., 2001). Pour chaque con gélation programmée, la
descente en tempé rature est s ystématiquement contrélée au mo yen d'une sonde thermique
placée dans un cryotube contenant 1,5 ml de m ilieu de con gélation seul (Figure 14). La
vitesse de refroidissement est de -2°C/min de 4°C a -11°C, température a laquelle le seeding
semi-automatique est déclenché (entrée massive de fri gories dansl a chambre de

refroidissement). La congélation, processus exothermique, s’accompagne dune Ilégere
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Température (°C)

Milieu B : : : —
Sels inorganiques Acides aminés

L-Glutamine 25,0 mM
Taurine 0,5 mM
NaCl 94,7 mM Glycine 50,0 mM
KCl 4.8 mM
MgSO, 0,8 mM
NaH,PO, 1,0mM PrOH 3,0M
NaHCO;, 25,0mM Raffinose 0,05M
Milieu de congélation
Source d’énergie HEPES 21,8 mM
D-Glucose 5,5mM
Na lactate 21,3mM HSA 0,5 %
Na pyruvate 0,3 mM
Antibiotiques :
Streptomycine 50 pg/ml
Pénicilline 50 Ul/ml

pH ajusté a 7,4-7,6. Filtration

Tableau 12. Composition du milieu B utilisé pour la congélation lente du tissu ovarien

PrOH : 1,2 propanediol
HEPES : acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique
HSA : human serum albumin

4 -2°C/min
Seeding

40 semi-automatique
Figure 14. Descente en température
appliquée pour la congélation lente

ti arien
T du tissu ovarie
-150
0 10 20 30 40

Temps (min)
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augmentation de température. Lorsque cette température atteint -11°C, la descente en
température reprend a une vitesse de -2°C/min jusqu ’a -40°C, puisa -10°C/min j usqu'a
-150°C. A la fin de la cong ¢élation, les cryotubes sont transférés et stockés dans 1’azote liquide

jusqu’a utilisation.

I1.2.2. Décongélation

Une décongélation rapide des échantillons est réalisée : les cryotubes sont rapidement extraits
de l'azote liquide et plongés dans un bain marie a 37°C pe ndant 2 min. Le milieu de
congélation contenant le tissu ovarien est ensuite dilué progressivement (en 2 étapes) p ar le
milieu A préalablement incubé a 37°C. Cette étape est réalisée sous agitation douce afin de
permettre I'efflux du cryoprotecteur et limiter les chocs osmotiques. Les tissus sont ensuite

lavés 2 fois dans le milieu A a 37°C.

I1.3. Vitrification/réchauffement du tissu ovarien

11.3.1. Vitrification

La composition du milieu de vitrification, milieu VS (100 %), est décrite dans le tableau 13.
En conditions stériles et sous hotte a flux laminaire verticale, I'équilibration des fragments
ovariens est réalisée en 3 étapes, consistant en une exposition a des concentrations croissantes
en milieu de vitrification. A température ambiante (TA) et sous agitation douce, les tissus sont
équilibrés dans la solution VS a 25 % puis a 50 % (v/v, da ns milieu A) re spectivement
pendant 5 min. Les tissus sont ensuite transférés et équilibrés pendant 5 min dans la solution
VS a 100 % supplémentée en raffinose, a 4°C et sous agitation douce. La concentration finale

en cryoprotecteurs est de 1,5 M pour le PrOH, 1,5 M pour 'EG et 0,5 M pour le raffinose.

La vitrification des f ragments ovariens a ¢été réalisée parla méthode d ite « en goutte ».
A Taide d’'une pipette, chaque fragment ovarien prélevé avec 50 pl de milieu VS (100 %) est
plongé directement dans 'azote liquide. A I’aide d’'une pince pré-refroidie dans I'azote liquide,
chaque fragment vitrifié est ensuite déposé dans un cryotube pré-refroidi et stocké dans de

'azote liquide jusqu’a utilisation.
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Milieu VS

Milieu de vitrification

Sels inorganiques Acides aminés

L-Glutamine 25,0 mM
Taurine 0,5 mM
NaCl 94,7 mM Glycine 50,0 mM
KCI 4,8 mM Cryoprotecteurs
Mg30, 0.8mM o 1,5M
NaH,PO, 1,0 mM
NaHCO 25,0 mM EG 1> M
3 ’ Raffinose 0,5M
Source d’énergie HEPES 21,8 mM
D-Glucose 5,5mM
Na lactate 21,3mM HSA 0,5 %
Na pyruvate 0,3 mM
Antibiotiques :
Streptomycine 50 pg/ml
Pénicilline 50 Ul/ml

pH ajusté a 7,4-7,6. Filtration

Tableau 13. Composition du milieu VS utilisé pour la vitrification du tissu ovarien

PrOH : 1,2 propanediol
EG : ethyléne glycol

HEPES : acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique

HSA : human serum albumin
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11.3.2. Réchauffement

Un réchauffement rapide des échantillons vitrifiés est réalisé : les cryotubes sont rapidement
extraits de ’azote liquide et plongés dans un bain marie a 37°C pendant 2 min. L’efflux des
cryoprotecteurs est ensuite réalisé en 2 étapes consistant en une incubation successive des
tissus en présence de la solution VS a 50 % puis a 25 % sans raffinose (v/v, dans milieu A)
pendant 5 min, a 37°C et sous agitation douce. Les tissus sont ensuite | avés 2 fois dans le

milieu A a 37°C.

I11. Méthodes analytiques

II1.1. Etude de la viabilité folliculaire

La viabilité folliculaire a été appréciée apres isolement enzymatique des follicules du cortex

ovarien.

II1.1.1. Isolement des follicules du cortex ovarien

A Taide de bistouris et d'une pince, les échantillons de cortex ovarien sont se ctionnés en
fragments uniformes de 2 mm x 2 mm (I x L) et 1 mm d’épaisseur. Les fragments sont ensuite
incubés dans 5 mlde milieu A supplé menté avec 200 U I/ml de collagénase de type IA
pendant 1 heure dans un bain marie a 37°C, sous agitation douce. Apres incubation, ’activité
collagénase est inhibée par ajout d’un volume équivalent de PBS supplémenté avec 0,3 % de
BSA (bovine serum albumin), a 4°C. La suspension est ensuite filtrée a 'aide d’'un filtre de
nylon (diamétre des pores 70 pm, BD Falcon™, BD, USA) puis c entrifugée a 100g pendant
5 min, a 4°C. Apres retrait du surnageant, le culot cellulaire est resuspendu dans du milieu A

afin de procéder a I’étude de viabilité.

1I1.1.2. Etude de viabilité des follicules isolés

Deux méthodes ont été appliquées pour I’analyse de la viabilité folliculaire : le marquage au

bleu trypan (BT) et le marquage a la calcéine AM/éthidium homodimeére-1 (CaAM/EthD-1).
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Pour le marquage BT, les follicules isolés du cortex ovariens sont incubés pendant 10 min a
TA dans une solution d e BT 0,4 %. Le BT pénétre uniquement les cel lules mortes dont la
membrane plasmique est altérée et les colore en bleu. La suspension cellulaire est déposée

entre lame et lamelle et analysée a I’aide d’'un microscope optique au grossissement x 400.

Pour le marquage CaAM/EthD-1, les follicules isolés sont mis en suspension dans une
solution contenant 2 pmol/L de calcéine AM et 5 umol/L d’éthidium homodimeére-1, pendant
45 min dans un bain marie a 37°C.  La calcéine AM (composé invisible ) pénétre dans les
cellules qui, par leur activité estérase, transforment cette molécule en un composé fluorescent
retenu a lintérieur du cytoplasme des cellules vivantes. Elle p roduit ainsi une intens e
coloration verte (excitation/émission : ~495/515). L’¢thidium homodimeére-1 pénétre dans les
cellules dont les membrane s plasmiques et nucl €aires sont altérées et se fixe sur les acides
nucléiques de I’ADN en émettant une fluores cence rouge (excitation/émission : ~495/635
nm). Apres 2 lavages dans du PBS a 37°C, la suspension cellulaire est déposée entre lame et
lamelle et anal ysée a 1’aide d’'un microscope a épifluorescence (Nikon, France) équipé d'un
filtre conventionnel de large bande passante afin de visualiser simultanément les 2 colorants,

au grossissement x 400.

Lors de l'observation et pour ¢ hacun des marqueurs utilisés (BT ou CaAM/EthD-1), un
follicule est considéré comme mort si 'ovocyte et/ou plus de 50 % des cellules folliculeuses
est/sont mort(es). Pour ¢ haque échantillon, 100 follicules ont ét¢ observés. Les ovocytes

extrudés ne sont pas pris en considération dans I’étude de viabilité folliculaire.

I11.2. Analyse histologique

Les coupes et les colorations des tissus ont ¢té réalisés dansl e service d’Anatomie-
Pathologique du CHU Estaing de Clermont-Ferrand (Chef de servi ce : Professeur Pierre
DECHELOTTE).

Apres fixation dans I’AFA (Alcool-Formol-Acide Acétique) pendant une nuit, le s tissus
ovariens sont inclus en paraffine et des coupes sériées de 4 pm d’épaisseur sont réalisées a
laide d'un microtome (Lietz, germany). Les coupes sont ensuite étal ées sur des| ames
silanisées (Lames Starfrost, Microm, France) a raison de 8 coupes consécutives par lame. Une

lame sur 2 est déparaffinée, réhydratée et colorée a ’haematoxyline-¢osine-safran (HES). Les
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analyses sont réalisées a I'aide d'un microscope optique (B X40 ; Olympus Co., Allemagne)

aux grossissements x 100 et x 400.

I11.2.1. Répartition des follicules par stade de croissance

Les stades de croissance folliculaire sontéva lués daprés les criteres de Gougeon
(Gougeon, 1986) : un follicule primordial se caractérise par un ovocyte entouré d’'une assise
de cellules folliculeuses aplaties ; un follic ule intermédiaire se caractérise par un ovo cyte
entouré¢ d'une couche de cellules folliculeuses cubiques et aplaties ; un follicule primaire
présente une couche compléte de cellules folliculeuses cuboidales ; un follicule est qualifié¢ de
secondaire lorsqu’il présente plus d’'une couche de cellules folliculeuses appelées alors cellules
de la granulosa (CGs) ; dans un follicule préantral, de petites cavités liquidiennes apparaissent
entre les CGs et dans le follicule antral ces cavités deviennent coalescentes pour former un
antrum. Un follicule est considéré comme atrétique s’il présente une pycnose des noyaux et/ou
une hyperéosinophilie du cytoplasme (Figure 15) (Gougeon, 1986). Dans cette analyse, les
follicules primordiaux et inte rmédiaires ont été regroupés en une classe unique appelée
« primordiaux-intermédiaires ». Seuls les follicules contenant un ovocy te avec un no yau

clairement identifié sont comptabilisés.

I11.2.2. Etude de 1a morphologie folliculaire

La morphologie folliculaire a été appréciée d’apres les parametres définis par Keros et al.
basés sur 'intégrité des membranes plasmiques et nucléaires, I'intégrité nucléaire, le maintien
de la cohésion ovocyte-cellules folliculeuses (Keros et al., 2009). Un folli cule est considéré
comme intact d’un point de vue morphologique si aucun signe de dégénération n’est observé
dans I'ovocyte et les cellules folliculeuses. L’ovocyte doit étre en étroit contact avec I'assise de
cellules folliculeuses adjacentes et la membrane basale intacte, doit étre a ttachée a la cou che

de cellules folliculeuses.

Un follicule est considéré comme dégradé sur le plan morphologique s’il comporte un ovocyte
intact mais présente une ou plus ieurs altération(s) suivante(s) a plus de 50 % : rétraction du
cytoplasme ovocytaire et/ou vacuolisation du ¢ ytoplasme et/ou détachement de 1a membrane

basale (Figure 16).
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Stade de croissance Caractéristiques

Diamétre : 25-50 pm
Primordial 1 couche de cellules folliculeuses
aplaties

Diameétre : 50 um
Intermédiaire 1 couche de cellules folliculeuses
cubiques et aplaties

Diametre : 50-100 pm
Primaire 1 couche compléte de cellules
folliculeuses cuboidales

Diameétre : 100-200 um

Au moins 2 couches de cellules
Secondaire folliculeuses appelées cellules de la
granulosa (CGs). Zone pellucide
enveloppant ovocyte

Diamétre : ~200 um
Préantral Lacunes remplies de liquide
folliculaire entre les CGs

Pycnose des noyaux et/ou

Atrétique hyperéosinophilie du cytoplasme

Figure 15. Stades de croissance folliculaire d’aprés les criteres de Gougeon (1986)
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111.2.3. Etude de la densité folliculaire

Une analyse quantitative des follicules est réalisée dans le cortex ovarien frais, décongelé, et
réchauffé (article 3). Les sections sont numérisées par une caméra couleur Sony 3CCD DXC
950P (Sony Corporation, Japon) via une carte Matrox Météor MC/4 (Samba technologies,
France). Tous les 60 pm, la surface (en mm?) d’une section est mesurée apres délimitation de
ses bords p ar le logiciel IPS 32, v ersion 4.27 (Samba technologies, France). La densité
folliculaire (nombre de follicules par mm? de cortex ovarien) est le rapport entre le nombre

total de follicules et la surface totale de cortex analysée.

I11.3. Etude de la fragmentation de ’ADN par la méthode TUNEL

La fragmentation de 'ADN dans les follicules et le stroma ovarien a été évaluée par la
méthode TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) au moyen
du kit In situ Cell Death Detection, AP® (Roche, France) conformément aux instructions
techniques préconisées par le fabricant. La technique TUNEL est basée sur le marquage des
extrémités des fragments d’ADN. Lenzyme terminal deoxynucleotidyl transferase (Tdt)
catalyse la polymérisation de nu cléotides, les dUTP (2’-deoxyuridine - 5’-triphosphate),

conjugués a la fluorescéine sur les extrémités 3’OH libres d’ADN.

Aprés déparaffinage et réhydratation, les sections sont perméabilisées a 1’aide d’'une solution
contenant 20 pg/ml de protéinase K dans 10 mM de Tris-HCI pendant 30 min a 37°C. Aprées
lavage dans du P BS, les sections ont ensuite ¢été incubées en p résence de la solution de
marquage du kit contenant les dUTP-fluorescéine et 'enzyme Tdt, pendant 1 heure a 37°C, en
chambre humide et a obscurité. Apres lavages au PBS, une contre-coloration avec 10 pg/ml
Hoechst 33258 (Invitrogen, France) pendant 5 min a TA, est réalisée afin de visualiser les

noyaux.

Pour chaque patiente, un témoin positif est réalis¢ par traitement préalable de sections de tissu
ovarien avec de la DNA se I recombinante (3000 U/ml dans 50 mM de Tris-HCI, 10 mM de
MgCl; et 1 mg/ml de BSA) pendant 30 min a 37°C, pour induire une fragmentation ¢’ ADN.
Pour le témoin négatif, les sections de tissu ovarien ont ét€ incubées en présence de la solution

de marquage sans Tdt.
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Altérations morphologiques

Cytoplasme /o - tion Vacuolisation
ovocytaire

MEITIENE Décollement

basale

Noyau

cellulaire Pyenose

Figure 16. Altérations morphologiques potentielles des follicules aprés cryoconservation du
tissu ovarien
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Les lames sont observées au grossissement x 400 a I'aide d'un microscope a épifluorescence
(BX51TF; Olympus Co., Japon) et contraste de phase, équipé d’'une caméra di gitale Nikon
DSFI-1 (Nikon, Japon). Comme précéd emment décrit, un follicule est considéré comme
positif pour le marquage TUNEL si ’ovocyte et/ou plus de 50 % des cellules folliculeuses
est/sont TUNEL" (fluorescence verte) (Xiao et al., 2010a). Pourle stroma ovarien, la

proportion de cellules stromales TUNEL" a été évaluée sur 3 champs au grossissement x 400.

I11.4. Analyse immunohistochimique de I’endothélium vasculaire ovarien

L’analyse histologique de [Iendothélium vasculaire a ét¢ réalisée par marquage
immunhistochimique du CD31. Le CD31 ou P ECAM-1 (platelet/endothelial cell adhesion
molecule 1) est une molécule d’adhésion cellulaire de I'endothélium vasculaire. CD31 est
exprimée sur tous les endothéliums continus, notamment ceux des artéres, artérioles, veinules,
veines et capillaires non sinusoides. L'immunomarquage a été réalis¢ a laide d'un automate
Ventana Benchmark XT (Ventana Medical System Inc., USA). Aprés déparaffinage et
réhydratation, un démasquage par la chaleur est réalisé en immergeant les sections de tissu
ovarien dans untampon citrate (CC1, Roche) pendant 8 min. Les sections sont ensuite
incubées pendant 30 min a 37°C en prés ence de l'anticorps monoclonal murin anti-CD31
humain (clone J C/70A, Dako, D anemark) préalablement dilué aul : 20. Le complexe
antigene/anticorps est révélé par | utilisation du kit ultra View Universal DAB Detection
(Roche, France) conformément aux instructions du fournisseur. Une contre- coloration a

I’haematoxyline est réalisée afin de visualiser les noyaux.

Le controle négatif est réalisé en omettant d’appliquer I'anticorps CD31 et en le remplacant pas
du PBS sur les coupes de tissu ovarien. De 'amygdale humaine enflammée est utilisée comme

controle positif pour le CD31.

Un vaisseau sanguin ovarien est considéré comme intact si I'endothélium vasculaire est

complet et ne présente aucun signe de détachement.
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IIL5. Culture in vitro de tissu ovarien décongelé

Les cultures in vitro de tissus ovariens décongelés ont été réalisées au cours de not re stage
dans le labor atoire Follicle Biology (FOBI) duc entre hospitalo-universitaire libre

néerlandophone de Bruxelles (UZ-VUB).

Sous hotte a flux laminaire horizontal et en conditions aseptique s, le tissu ovarien décongelé
est sectionné en fragments de 1 mm x 1 mm (1 x L) et 1 mm d’épaisseur a I'aide d’'un bistouri et
d’une pince (Figure 17). Les fragments sont ensuite mis en culture dans des plaques de culture
96 puitsdet ype Ultra  Low-Attachment  (Corning, Escolab, Belgique)
(1 fragment/puit). Chaque puits de culture contient 100 pl de milieu de culture préalablement
équilibré : milieu o-MEM-GlutaMAX (Invitrogen, Belgique) supplémenté avec 10 % de HSA
(Vitrolife, Suede), 100 pg/ml d’acide ascorbique, 5 ng/ml d’insuline, 5 p g/ml-5 ng/ml de
transferrine-sélénium et 25 m [U/ml de FSH recombinante (GONAL-f, Merck, France). Les
tissus ovariens sont ma intenus en culture pendant une durée de 12 jours a 37°C, sous

atmosphere saturée en vapeur d’eau a 5 % de O,, 90 % de N, et 5 % de CO,. Avant la mise en
culture (JO), puis a 6 (J6) et 12 jours (J12), des fragments de tissu ovarien sont prélevés et
fixés pour analyses histologiques et immunohistochimiques (Figure 17). 50 pl de milieu de

culture sont renouvelés tous les 3 jours.

IIL.5.1. Analyse immunohistochimique dela prolifération cellulaire au c ours dela

culture in vitro

En cours de culture, la prolifération des cellules folliculeuses a été appréciée par marquage
immunhistochimique du PCNA (proliferating cell nuclear antigen). Aprés déparaffinage et
réhydratation, les sections de tissu ovarien sont immergées dans une solution de méthanol et
d’eau oxygénée a 3 %, pendant 30 min a TA afin de bloquer 1’activité peroxydase endogene.
Les lames sont ensuite traitées avec du sérum de lapin normal a 10 % pen dant 30 min a TA,
puis incubées toute la nuit en chambre humide et a 4°C en présence de I’anticorps monoclonal
murin anti-PCNA (Novocastra, Men arini diagnostics, France) dilu¢ au 1 : 100. Aprés lava ge
au PBS, l'anticorps secondaire (anticorps de chévre marqué a la p eroxydase) dilu¢ au 1 : 20

est appliqué pendant 30 min a TA. Apres lavage au PBS, le substrat DAB (diaminobenzidine,

Vector® NovaRED) est appliqué sur les lames conformément aux instructions du fournisseur.
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¢ Distribution . . . . . .
. . « Croissance folliculaire * Croissance folliculaire
folliculaire

* Prolifération cellulaire
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dans milieux de culture

e Prolifération cellulaire
* Concentration en E2
dans milieux de culture

Figure 17. Mode opératoire pour I’étude fonctionnelle du cortex ovarien congelé/décongelé

en culture
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Apres lavage dans de I’eau distillée, une contre-coloration a ’haematoxyline est réalisée avant

déshydratation et fixation au Neo-Entellan” (Merk chemicals, France).

Le controle négatif est réalisé en omettant d’appliquer I'anticorps primaire et en le remplagant
pas du PBS sur les coupes de tissu ovarien. Du t issu ganglionnaire mésentérique humain est

utilis€ comme controle positif pour le PCNA.

I11.5.2. Dosage de la 17B-cestradiol (E2) au cours de la culture in vitro

La concentration en E2 dans les milieux de culture est mesurée apres 6 et 12 jours de culture
in vitro par radio-immunologie selon les instructions du fabricant (Estradiol 2 de Clinical

Assays/DiaSorin, Sorin Fueter, Belgique) dans le service d ’hormonologie de 1’UZ-VUB,
Bruxelles (Chef de service : Professeur Johan SMITZ). La sensibilité du dosage est de 10 ng/l
et le coefficient de variation intra-essai est < 10 %. Pour chaque échantillon, 2 dosages sont

réalisés et la moyenne des 2 valeurs est rapportée dans notre étude.

IV. Analyse statistique des résultats

Pour ¢tudier la re productibilité et la précision des 2 marqueurs de la viabilit¢ folliculaire
(BT et CaAM/EthD-1), nous avons évalué la co ncordance inter-observateur et inter-méthode
selon la méthode de Bland et Altman (article 1) et nous avons calculé pour chaque analyse le
coefficient de corrélation intra-classe (Intraclass correlation coefficient, 1CC). La
concordance est considérée comme faible ICC < 0,4 ; bonne si 0,4 < ICC < 0,75 ; excellente

510,75 <ICC< 1.

Concernant I'étude de la qualité dutissuova rien aprés congélation lente (article 2) et
vitrification (article 3), les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel StatView
pour Windows (version 5.0, SAS Institute Inc.). Les répartitions des follicules par stade de
croissance dans les tissus frais et décongelés/réchauffés d’'une part et au cours de la culture
in vitro d’autre part, sont comparées a1 “aide dun testde y°. Le testde W ilcoxon (non
paramétrique) est utilis€ pour c omparer les pourcentages moyens (= SEM)de follicules
viables et de follicules intacts d’'un point de vue morphologique ainsi que les pourcentages de

follicules et cellules stromales TUNEL" dans les tissus frais, décongelés et réchauffés. Le test
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de Wilcoxon a également ¢été utilisé pour comparer les concentrations en E2 mesurée au cours

de la culture in vitro des tissus décongelés.

Une valeur de p < 0,05 est considérée comme statistiquement significative.
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Article 1

Viability assessment of fresh and frozen/thawed isolated human follicles: reliability of two

methods (Trypan blue and Calcein AM/ethidium homodimer-1).
Sanfilippo S, Canis M, Ouchchane L, Botchorishvili R, Artonne C, Janny L, and Brugnon F.

Publié¢ dans Journal of Assisted Reproduction and Genetics. 2011;28:1151-6.
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Présentation de ’article 1

L’appréciation de la qualité du tissu ova rien avant et aprés congélation est le plus souvent
envisagée par une analyse histologique. Elle consiste en une analyse morphologique détaillée
des follicules ovariens (répartition par stades de croissance, densité, morphologie folliculaire)
apres coloration histologique standard des tissus préalablement fixés et inclus en paraffine. Si
I'analyse histologique constitue 'examen de référence pour ’évaluation de la qualité des tissus
frais et décongelés, il n’est pas informatif quant a la viabilité des follicules. Or ce parameétre
est essentiel pour prédire la potentialité de reprise de greffe d’un tissu ovarien cryoconservé. Il
est donc important de mesurer la viabilit¢ des follicules par une méthode applicable en

routine, reproductible et précise.

Deux marqueurs sont principalement utilisés pour 1’é¢tude de la viabilité folliculaire : le bleu
trypan (BT) et la calcéine AM/éthidium homodimere-1 (calcein AM/ethidum homodimer-1,
CaAM/EthD-1). Le BT est un colorant vital permettant d’évaluer I'intégrit¢é membranaire des
follicules. Ce colorant pénctre uniquement les cellules mortes dont la membrane plasmique
est altérée et les colore en bleu. La CaAM/EthD-1 est une combinaison de 2 m olécules
fluorescentes : la calcéine AM et I'éthidum homodimere-1. L’éthidium homodimeére-1 péneétre
dans les cellules dont les membranes plasmiques et nucléaires sont altérées et se fixe sur les
acides nucléiquesdel ADN en émettant une fluorescenc e rouge (excitation/emission :
~ 495/635 nm). Quant & la calcéine AM, elle pe rmet de détecter une a ctivité enzymatique
présente dans les cellules vivantes : les estérases. Ces enz ymes sont exprimées dans le
cytoplasme des cellules vivantes et dégradent la calcéine AM (invisible) en cal céine
(excitation/emission : ~495/515 nm) colorant en vert les cellules vivantes. Etant donné qu e
les cellules mortes perdent cette activité estérase, seules les cellules vivantes sont marquées en

vert.

Bien que couramment rapportés dans la littérature, ces 2 marqueurs n'ont cependant jamais
fait Iobjet d’'une étude comparative en termes de reproductibilité et de précision pour

I’évaluation de la viabilité des follicules ovariens.

L’objectif de notre premiére étude a donc été d’évaluer la reproductibilité et la précision de ces
2 méthodes afin de déterminer la méthode la plus appropriée pour I'évaluation de la viabilité
folliculaire avant et apres congélation du tissu ovarien. Pour cela, nous avons réalisé une
analyse de concordance inter-observateur et inter-méthode. Nos résultats ont permis de mettre

en ¢évidence : i)une meilleure reproductibilité (concordance inter-observateur) pour la
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méthode BT en comparaison avec la m éthode CaAM/EthD-1 ; ii) une bonne concord ance

(analyse inter-méthode) entre les 2 méthodes.

— La treés bonne fiabilit¢ du BT, associée a sa facilité d’application technique et son faible

colt, en font un marqueur approprié pour évaluer Iefficacité des procédures de congélation et

le potentiel de follicules viables avant greffe.
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Abstract

Purpose To assess the reliability of trypan blue (TB) and
calcein AM/ethidium homodimer-1 (CaAM/EthD-1) stain-
ing to evaluate the viability of fresh and thawed human
ovarian follicles.

Capsule Trypan blue appears to be a more reliable staining method for
follicle viability evaluation compared with calcein AM/ethidium
homodimer-1

Supported by: an industrial doctoral grant (Convention Industrielle de
Formation par la Recherche, CIFRE) with the Centre International de
Chirurgie Endoscopique (CICE), France (Grant No: 176/2009).

S. Sanfilippo (<)) - M. Canis * C. Artonne - L. Janny - F. Brugnon
Laboratoire de biologie du développement et de la reproduction,
Université Clermont 1, UFR Médecine, E.A. 975,

28 Place Henri Dunant,

63001 Clermont-Ferrand, Cedex 1, France

e-mail: sanfilipposandra@gmail.com

S. Sanfilippo + M. Canis - R. Botchorishvili

Centre International de Chirurgie Endoscopique (CICE),
28 Place Henri Dunant,

63001 Clermont-Ferrand, Cedex 1, France

M. Canis * R. Botchorishvili

CHU Clermont-Ferrand, Gynécologie obstétrique, Estaing,
1 Place Lucie Aubrac,

63058 Clermont-Ferrand, Cedex 1, France

L. Ouchchane

Laboratoire de biostatistiques, télématique et traitement d’image,
Université Clermont 1, UFR Médecine,

28 Place Henri Dunant,

63001 Clermont-Ferrand, Cedex 1, France

L. Janny - F. Brugnon

CHU Clermont-Ferrand, Biologie et médecine de la reproduction,
AMP-CECOS, Estaing,

1 Place Lucie Aubrac,

63058 Clermont-Ferrand, Cedex 1, France

Methods Isolated follicles from fresh and thawed cortex
were stained using TB versus CaAM/EthD-1 methods (n=
10 patients). Measurements were performed by two
independent observers. The reliability was evaluated by
intraclass correlation coefficient (ICC) and the differences
between paired measurements were tested by the Wilcoxon
test.

Results Inter-observer reliability was excellent for each
method. Nevertheless, it was even better with the TB
method (ICC=0.83) compared with CaAM/EthD-1 (ICC=
0.75). Moreover, the ICCs for viability measurements using
the two methods were good for each observer (observer 1:
ICC=0.49; observer 2: ICC=0.40).

Conclusion Compared with CaAM/EthD-1, TB appears to
be more reliable as a staining method for follicle viability
evaluation. TB staining is a quick and useful method,
complementary to histological analysis for quality control
in ovarian tissue cryopreservation.

Keywords Human ovarian tissue - Fresh/thawed isolated
follicles - Viability staining - Reliability - Trypan blue -
Calcein AM/ethidium homodimer-1

Introduction

Recent advances in cancer treatment have significantly
improved the long-term survival rate of young patients.
However many women find themselves facing the prospect
of losing their fertility after aggressive chemotherapy and/or
radiotherapy [1]. By retrieving and cryopreserving ovarian
tissue prior to the initiation of cancer treatment, it is now
possible to offer the option of restoring fertility. To date, 15
healthy babies have been born worldwide after orthotopic
transplantation of frozen/thawed ovarian tissue [2—13].
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Despite these encouraging results, a dramatic depletion of
ovarian follicles has been reported after transplantation and
has affected long-term graft functionality. This severe
follicular loss can be caused by direct cryoinjuries to the
follicles due to a suboptimal freezing/thawing process, but
mainly by ischemic damage during revascularization of the
graft after transplantation [14, 15]. Histological examina-
tion is an important tool to evaluate the morphology of
frozen/thawed follicles before transplantation. However, it’s
time-consuming and requires special skills and equipment.
Furthermore, histological evaluation is not instructive
regarding follicle viability. To evaluate the potential of
viable follicles before grafting, a reliable and rapid method
is essential. Previous studies reported mainly two methods
to measure the viability of these follicles: trypan blue (TB)
and calcein AM/ethidium homodimer-1 (CaAM/EthD-1)
[16—19]. TB is a vital dye which is only able to enter cells
with compromised membranes and color them blue [16,
17]. Cell-permeant CaAM is enzymatically converted into
calcein in the cytoplasm of living cells, turning these
fluorescent green. EthD-1, on the other hand, enters cells
with damaged membranes and takes on a bright red
fluorescence upon binding to nucleic acids [18, 19].
Therefore this work aimed to determine the most appropri-
ate and reliable method for measuring follicles viability (TB
versus CaAM/EthD-1) to assess the quality of ovarian
cryopreservation. For this purpose, we analyzed the inter-
observer and inter-method reliabilities of TB and CaAM/
EthD-1 staining on the one hand and the impact of the
freezing/thawing procedure on the viability of ovarian
follicles by these two staining methods on the other hand.

Materials and methods

All products were purchased from Sigma-Aldrich (France),
unless otherwise indicated.

Ovarian tissue collection and cryopreservation

The study was approved by the regional research ethics
committee (Comité Consultatif des Personnes se Prétant a
la Recherche Biomédicale d’Auvergne). Ovarian cortical
samples from 10 patients were collected during endoscopic
surgery for benign cysts, after obtaining informed consent
to participate in the study. The mean age of the women was
29.7+7.5 years (mean + SD). The specimens were
immediately immersed in “medium A” at 4°C and trans-
ported to the laboratory on ice. “Medium A” was composed
of: NaCl (94.7 mmol/l), KCI (4.8 mmol/l), MgSO,4
(0.8 mmol/l), NaH,PO,4 (1.0 mmol/l), NaHCO;
(25.0 mmol/l), CaCl, (1.8 mmol/l), sodium lactate
(21.3 mmol/l), sodium pyruvate (0.3 mmol/l), D-glucose

@ Springer

(5.5 mmol/l), L-glutamine (25.0 mmol/l), taurine
(0.5 mmol/1), and 0.5% of human serum albumin (Vitrolife
Sweden AB, Sweden) [20]. Slices of about 1 cm? in area
and 1 mm in thickness each were cut. For each staining
assay, one fresh tissue piece per patient was used before
freezing for viability analysis. Other tissue pieces were
frozen.

Freezing/thawing procedure

The freezing medium, “medium B”, consisted of “medium
A” without CaCl, and supplemented with HEPES
(21.8 mmol/l), glycine (50.0 mmol/l), propanediol
(3.0 mol/l) and raffinose (0.05 mol/l) [20]. The “medium
B” was added in 3 steps to “medium A” which contained
ovarian slices, to a final dilution of 1:1 (v/v) under gentle
agitation. After 15 min of equilibration at 4°C, each slice
immersed in the cryoprotective solution was transferred to
a 1.8 ml cryovial (Nunc, Fisher Bioblock Scientific,
France) and loaded in a programmable freezer (Minicool
40 PC, Air liquide, France). The cooling rate was 2°C/min
from 4°C to —11°C, temperature at which nucleation was
induced by semi-automatic seeding. Then, the temperature
was lowered to —40°C at a rate of 2°C/min and to —150°C
at a rate of 10°C/min. Finally the cryovials were plunged
into liquid nitrogen for storage.

For the thawing process, cryovials were rapidly im-
mersed in a 37°C water bath for 5 min and the
cryoprotective solution containing the specimens was
diluted in 2 steps of 5 min by “medium A” under gentle
agitation. The tissue slices were washed twice with
“medium A” before proceeding with the quality analysis.
For each staining assay, one thawed tissue piece per patient
was used for viability analysis.

Follicle isolation and viability assessment

For each patient (n=10), fresh and thawed ovarian slices
were sectioned into uniform-sized pieces of 2x2 mm
(length x width) and 1 mm thickness, placed in “medium
A” supplemented with 200 Ul/ml type Ia collagenase and
incubated at 37°C for 1 h with gentle agitation. Enzyme
activity was inhibited by the addition of an equal volume of
cold phosphate buffered saline medium supplemented with
0.3% of Bovine Serum Albumin. The suspension was
filtered using a 70 pm nylon filter (BD Falcon™, BD,
USA) and centrifuged at 100 g for 5 min at 4°C. The pellet
was further processed as described below. We performed
our analysis on “small” isolated follicles (primordial and
primary) as they constitute the main source of follicles in
the ovary and are a major factor in human fertility potential.

For TB staining, recovered follicles were incubated for
10 min at room temperature with 0.4% final trypan blue.
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Dead cells were stained blue, and live ones were unstained
(Fig. 1A, B). CaAM/EthD-1 staining was performed by
incubating isolated follicles with 2 pumol/L calcein AM and
5 pumol/L ethidium homodimer (Live/Dead® Viability/
Cytotoxicity kit; Invitrogen, France) for 45 min at 37°C in
the dark [21]. Nonfluorescent cell-permeant calcein-AM
enters the cell and is cleaved by ubiquitous esterases in
living cells, producing calcein which is well retained within
live cells and gives an intense uniform green fluorescence
(excitation/emission ~495/515 nm). Ethidium homodimer-I
enters cells with damaged membranes and then binds to
nucleic acids, resulting in a 40-fold enhancement of
fluorescence and producing a bright red fluorescence in
dead cells (excitation/emission ~495/635 nm). A conven-
tional fluorescein longpass filter, by which calcein AM and
ethidium homodimer could be viewed simultaneously, was
used (Fig. 1C, D). The viability of each sample was
simultaneously assessed by two independent observers (an
experienced laboratory technician and a PhD student) using
light microscopes for TB staining or epifluorescence
microscopes for CaAM/EthD-1 staining. For each staining
method, a follicle was classified as dead if the oocyte and/
or >50% of granulosa cells were dead (Fig. 1). Partially or
completely denuded oocytes were excluded. In order to
avoid a potential inter- and intra-patient bias due to a
variable number of analyzed follicles, for each patient we
assessed the viability of a fixed amount of follicles: 100

Cc

Fig. 1 Viability assessment of small isolated human ovarian follicles
using trypan blue (TB) (A,B) and calcein AM/ethidium homodimer-1
(CaAM/EthD-1) (C,D) staining. Live follicle (1A): unstained, and
dead follicle (1B): blue stained with TB dye exclusion test (light
microscope; original magnification x 400). Live follicle (1C): green
fluorescent, and dead follicle (1D): red fluorescence with the test using
two fluorescent probes: CaAM/EthD-1 (epifluorescence microscope;
original magnification x 400)

follicles before and after freezing/thawing, both after TB
and CaAM/EthD-1 staining.

Statistical analysis

Differences between paired measurements were tested by
the Wilcoxon signed-rank test [22]. This test was performed
on the viability measurements made by the two different
observers for each staining method (inter-observer reliabil-
ity) in the same sample; on the viability measurements
made by each observer for each staining method: TB versus
CaAM/EthD-1 (inter-method reliability) in the same sam-
ple; and on average viability measurements made by the
two observers respectively for fresh and thawed follicles
from the same patient for each staining method (for the
assessment of the impact of the freezing/thawing procedure
on the viability of ovarian follicles). A 0.05 type I error was
set as the significant level. After the above-mentioned
discordance test, intraclass correlation coefficients (ICC)
were computed according to Shrout and Fleiss [23] to
assess the reliability of the different observers using
measurements from the same sample. The formula used is
as follows: ICC = (bms — ems)/(bms + ((k — 1)*ems)),
where bms (between mean squares) and ems (error mean
squares) are obtained from an ANOVA table, k being the
number of observations per subject (k=2). These coefti-
cients were based on the usual values to characterize poor
(ICC<0.4), good (0.4<ICC<0.75) and excellent reliability
(0.75<ICC<1) [24-26]. As recommended by the standard
method reference of Bland and Altman [27, 28], the results
of the inter-observer and method reliability analysis are
respectively shown in Figs. 2 and 3 by drawing up the plots
of difference (ordinate) against the mean of the measure-
ments (abscissa). The presentation of the 95% limits of
agreement is to allow visual judgment of how well two
methods of measurement agree. All statistical analyses were
performed using SAS for Windows® v9.2 (SAS institute
inc., Cary, NC, USA).

Results

Inter-observer reliability for TB and CaAM/EthD-1 staining
of follicles

Viability analysis with the TB test, performed on fresh and
thawed follicles, showed an average of 35.1%+14.7% and
36.0%+17.6% viable follicles respectively for observer 1 and
2 (n=10 patients). For CaAM/EthD-1, average percentages
of viable follicles were 36.2%=+10.4% for observer 1 and
36.0%+9.3% for observer 2 (n=10). A comparative study
showed there was no significant difference between viability
measurements made by each observer either for TB (p=0.78)
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A.

TB staining

CaAM/EthD-1 staining

® Fresh follicles A Frozen/thawed follicles

Fig. 2 Inter-observer reliability for TB (A) and CaAM/EthD-1
staining (B) (Bland and Altman method). Viability measurement was
performed by two observers (observer 1 and observer 2) on fresh and

or for CaAM/EthD-1 (p=0.97) staining performed on fresh
and thawed follicles. The Bland and Altman plot for inter-
observer reliability is presented in Fig. 2. Inter-observer
reliability was excellent for each staining method. Neverthe-
less, it was even better with the TB method (ICC=0.83) in
comparison with CaAM/EthD-1 (ICC=0.75).

Inter-method reliability for follicle viability measurement
between TB and CaAM/EthD-1 staining

For each observer, no statistically significant difference
appeared between viability measurements with TB versus

A.

Observer 1

thawed isolated follicles (n=10 patients). The solid line locates the
mean and the dashed lines the upper and lower limits of the 95%
fluctuation interval of the difference between the two observers

CaAM/EthD-1 staining performed on fresh and thawed
follicles (observer 1: p=0.79; observer 2: p=0.99) (n=10).
The ICCs for viability measurements by the two methods
were good for each observer (observer 1: ICC=0.49;
observer 2: ICC=0.40). Figure 3 shows Bland and Altman
plots regarding inter-method reliability for the two observers.

Impact of the freezing/thawing procedure on the viability
of ovarian follicles

For the 10 patients studied, a significantly lower percentage
of live follicles was observed from thawed ovarian tissue

B.
Observer 2

® Fresh follicles A Frozen/thawed follicles

Fig. 3 Inter-method reliability TB and CaAM/EthD-1: Bland and
Altman plot of each measurement performed by observer 1 (A) and
observer 2 (B). Staining with TB and CaAM/EthD-1 was performed
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on fresh and thawed isolated follicles (n=10 patients). The solid line
locates the mean and the dashed lines the upper and lower limits of the
95% fluctuation interval of the difference between the two observers
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compared with those from fresh tissue, after CaAM/EthD-1
(32.6%%9.6% versus 39.7%+10.4%, p=0.02) staining,
while no significant difference appeared after TB staining
(34.8%+15.2% versus 36.2%+16.3%).

Discussion

Transplantation of frozen/thawed ovarian tissue is a
promising strategy to restore fertility in cancer patients
[1]. However, the freezing/thawing procedure and neo-
vascularization of the graft can lead to significant follicular
loss limiting the longevity of transplants [29]. An unequiv-
ocal evaluation of viable follicles in thawed ovarian cortical
slices is therefore required prior to transplantation. This
experiment was designed to assess the reliability of trypan
blue (TB) and calcein AM/ethidium homodimer-1 (CaAM/
EthD-1) staining to evaluate the viability of fresh and
frozen/thawed follicles. To our knowledge, this is the first
study which analyses the inter-observer and inter-method
reliability of these two staining on a human ovarian model.
This work aimed to determine the most appropriate and
reliable method for measuring follicle viability and the most
suitable method for routine clinical application.

In our study we collected ovarian samples surrounding
benign cysts. This type of biopsy is a promising source of
ovarian tissue for research purposes since morphological
and functional patterns are similar to those of the normal
ovarian cortex [20, 30]. Follicle isolation was performed by
the collagenase IA enzyme method because it provides a
suitable and non-deleterious means of recovering large
numbers of small follicles from the human ovarian cortex
[31]. In comparison with mechanical methods, the use of
enzymes is less time-consuming since follicle isolation can
be achieved within 1 h and no special training is required.
Collagenase IA enzymatic digestion was preferred to
Liberase treatment in order to optimize the number of fully
isolated follicles [16]. However, recent studies showed that
this purified enzyme blend allowed a reproducible isolation
of small good quality follicles from human ovarian tissue
[16, 32]. It could be interesting in the future to carry out a
comparative study between the two staining methods, TB
versus CaAM/EthD-1, on follicles isolated using the
Liberase enzymatic treatment.

Assessment of vital staining using microscopy is a
subjective method and no gold standard method exists for
measuring follicle viability. Therefore we evaluated the
reproducibility of the two staining methods used most often
(TB and CaAM/EthD-1) [16-19], by an inter-observer
reliability study. Our data showed excellent agreement
between the two observers’ results for each staining
method. However, a higher ICC was observed for TB
compared with CaAM/EthD-1. Therefore TB seems to be

the most reliable method. Concerning the inter-method
analysis, our results are consistent with previous findings
reported in animal studies showing a good reliability
between the two staining methods [33-35].

TB staining is used to assess the percentage of viable
follicles based on the principle that live cells possess
intact cell membranes that exclude TB. The cell-
impermeant viability indicator ethidium homodimer-1 is
a high affinity nucleic acid stain that is weakly
fluorescent until bound to DNA when it emits red
fluorescence. Non-fluorescent calcein-AM is converted
into intensely fluorescent calcein by cellular esterase,
staining live follicles green when the calcein-AM passes
through the cell membrane. Therefore, the TB test
evaluates one recognized parameter of cell viability: the
plasma membrane integrity, while two parameters are
assessed with CaAM/EthD-1: integrity of the plasma and
nuclear membranes (ethidium homodimer-1) and intra-
cellular esterase activity (calcein-AM). This difference in
staining specificities between the two methods could
explain why inter-method reliability was not excellent
and why the statistical significance was different when
analyzing viability of fresh versus thawed follicles.

The percentage of viable follicles reported in our
findings appeared lower compared to a previous report by
Fauque et al. [17] using TB to assess the viability of
follicles enzymatically isolated from human cortex. How-
ever, the ovarian samples were obtained from two different
clinical contexts: women with polycystic ovary syndrome
(PCOS) versus women with benign ovarian cysts and the
strategies used to evaluate follicle viability between the two
studies were different. These elements could explain the
difference in term of follicles viability recovered from fresh
tissues between the two studies.

Technically TB staining is very simple to perform.
Compared with CaAM/EthD-1, the TB method is less
time-consuming and no specialized laboratory equipment is
required, while CaAM/EthD-1 requires the use of fluores-
cence microscopy. These important features encourage the
use of the former technique for further optimization of
clinical cryopreservation protocols. However, an apparently
viable follicle does not necessarily reflect a healthy,
functional follicle. It would be prudent to complete this
test with morphological analysis of follicles and possibly
functional analysis.

In conclusion, we showed by this study that TB and
CaAM/EthD-1 staining may be considered as applicable for
viability assessment of small isolated human ovarian
follicles. Compared with CaAM/EthD-1, TB appears to be
a highly reliable method. Moreover it is a quick and useful
technique which seems more appropriate for routine
analysis as a quality control in ovarian tissue cryopreser-
vation procedures.
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Reésultats

Présentation de ’article 2

La congélation lente est, a ce jour, la technique de prédilection pour la cryoconservation du
tissu ovarien (CTO) humain. Toutefois, des effets déléteres sur la qualité et la fonctionnalité

du tissu ovarien ont été rapportés apres cryoconservation selon cette méthode.

Notre équipe de recherche a développé un protocole original de congélation lente utilisant un
milieu de congélation contenant des cryoprotecteurs peu cytotoxiques et supplémenté en
antioxydants avec un programme de descente ent empérature rapide. Des travaux
préliminaires réalisés dans le laboratoire de biologie de la reproduction avaient montré des
résultats encourageants en termes de préservation de la qualité du tissu ovarien congelé selon

ce protocole (Schubert et al., 2005; Schubert et al., 2008).

Dans la continuité des travaux initiés dans le laboratoire, les objectifs de cette seconde étude
ont ¢té de valider ce protocole de congélation lente par: i) une analyse statique év aluant
I'impact de cette méthode de congélation sur la qualité des différents compartiments du cortex
ovarien : les follicules, le stroma et 'endothélium vasculaire ; ii) une analyse fonctionnelle par

culture in vitro des tissus ovariens congelés/décongelés.

L’analyse statique comparant les tissus frais et congelés/décongelés, a montré une bonne
préservation de la viabilité et de la morphologie folliculaire. Néanmoins, le stroma semble
plus sensible aux effets délétéres de la congélation comparé aux follicules compte tenu du
pourcentage de fragmentation ¢’ ADN plus €levé observé. L’endothélium vasculaire ovarien ne

présentait pas d’anomalie histologique notable aprés décongélation du tissu.

L’analyse fonctionnelle du tissu dé congel¢ a montré une folliculogenese active avec une
augmentation de la proportion de follicules secondaires au détriment des follicules
primordiaux et intermédiaires apres 12 jours de culture. Les mesures des concentrations en
cestradiol dans les mil ieux de culture et I'étude immunohistochimique du facteu r de
prolifération PCNA (proliferating cell nuclear antigen) témoignent de l'activité fonctionnelle
des follicules décongelés en culture. Il est a noter cependant, qu'un pourcentage important de
follicules atrétiques a ¢été observé lorsde la culture in vitro, suggérant la nécessité

d’optimisation des conditions de culture du tissu ovarien humain.

- Le protocole de congélation lente que nous avons développé permet de préserver la qualité
des différentes structures constituant le tissu ova rien et la fonc tionnalit¢é de ce tissu.

L’application de ce protocole validé permettrait doptimiser la CTO en thérapeutique.
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Abstract

Purpose To evaluate the efficiency of an original slow freezing
protocol on the quality and function of human ovarian cortex.
Methods Human ovarian tissues were cryopreserved using a
freezing medium supplemented with propanediol and raffinose
as cryoprotectants and antioxidants (L-glutamine, taurine).
Samples were then frozen using a faster cooling rate than
the usual one. Viability and morphology of follicles, DNA
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fragmentation in follicles and stroma as well as histology of
the vascular endothelium were analyzed before and after freez-
ing/thawing. Moreover, a functional analysis was performed
based on the evaluation of follicular growth and development
in thawed ovarian tissues that were cultured in vitro.

Results Our freezing/thawing protocol allows preservation of
a high proportion of viable follicles and the preservation of the
different follicle developmental stages (p>0.05 versus fresh
control). 70.5+5.2 % of follicles retained an intact morphology
after cryopreservation (p=0.04). Stroma cells but not follicles
exhibited a slight increase of DNA fragmentation after thawing
(»<0.05). Microvessel endothelium within thawed tissues
appeared to be preserved. Granulosa cells showed signs of
proliferation in follicles cultured for 12 days. Secretion of
173-oestradiol significantly increased during in vitro culture.

Conclusions This protocol leads to good preservation of
ovarian integrity and functionality post-thawing and thus
appears as a suitable technique of ovarian tissue cryopres-
ervation in clinical settings. Further research could be ex-
tended to optimize conditions of in vitro culture.

Keywords Human ovarian tissue - Slow freezing - DNA
fragmentation - In vitro culture

Introduction

Constant progress in the diagnosis and treatments has great-
ly improved the life expectancy of adolescents and young
women at risk of premature ovarian failure (POF) due to
oncological and non-oncological disorders [13, 37]. Ovarian
tissue cryopreservation is the only way to preserve fertility
of patients who cannot delay their treatment or who are not
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sexually mature enough to undergo ovarian stimulation for
oocyte or embryo cryopreservation [31, 32].

Controlled-rate freezing is currently the favored freez-
ing method worldwide for therapeutic ovarian tissue
cryopreservation. Despite encouraging results [9], adverse
effects on structure and functionality of human ovarian
tissue have been reported after cryopreservation [41].
Previous studies reported the beneficial effects of 1,2-
propanediol (PrOH) in ovarian tissue cryopreservation
[11, 14] and raffinose for cold storage of various human
tissues before graft [29, 51]. Moreover, antioxidant sup-
plements such as taurine and L-glutamine in freezing
media have been found to reduce cryoinjuries [4, 40].
In an earlier study, follicular growth was observed after
subcutaneous xenografting of human ovarian tissue cry-
opreserved according an original protocol using a serum-
free freezing medium supplemented with PrOH and raf-
finose as well as antioxidants, and a faster freezing
program than the usual one [15, 39]. Nevertheless, fur-
ther studies of the quality and functionality of thawed
ovarian tissue are needed to support the feasibility of this
freezing protocol in clinical settings.

Cortical ovarian tissue contains many different cell
types such as stroma cells, follicles each formed by one
oocyte and granulosa cells, and blood vessels. Adequate
preservation of stroma and vascular system is of funda-
mental importance due to their critical role in follicular
development and restoration of gonadal function after
grafting [47]. Therefore, the efficiency of a cryopreser-
vation protocol has to be evaluated not only by the
analysis of the follicles but also of other cells contained
in cortical ovarian tissue. In vitro culture of thawed
ovarian tissue provides a complementary approach to
xenograft for appreciating the functionality of ovarian
tissue after thawing [42]. Hence, with the aim to further
evaluate the efficiency of our original slow freezing
procedure, we analyzed the quality of the different cor-
tical ovarian elements (follicles, stroma cells and vascu-
lar system) before and after freezing. In addition, a
functional analysis was performed based on the evalua-
tion of follicular growth and development in thawed
ovarian tissues that were cultured in vitro.

Materials and methods

Unless otherwise indicated, all products were purchased
from Sigma-Aldrich (France).

Ovarian tissue

This study was approved by the regional research ethics
committee. Ovarian cortical samples from 13 patients were

@ Springer

collected during endoscopic surgery for benign cysts, after
written informed consent. The mean age of the women was
28.6+1.5 years [+ Standard Error of the Mean (SEM)].
For each patient, a piece of ovarian cortex overlying the
cyst was excised with scissors and without electrocoagu-
lation. The specimens were immediately immersed in the
basal “medium A” at 4 °C and transported to the labo-
ratory on ice, as previously described [38]. “Medium A”
was composed of: NaCl (94.7 mmol/l), KC1 (4.8 mmol/
1), MgSO, (0.8 mmol/l), NaH,PO, (1.0 mmol/l),
NaHCO; (25.0 mmol/l), CaCl, (1.8 mmol/l), sodium
lactate (21.3 mmol/l), sodium pyruvate (0.3 mmol/l), D-
glucose (5.5 mmol/l), L-glutamine (25.0 mmol/l), taurine
(0.5 mmol/l), and 0.5 % of human serum albumin (Vitro-
life Sweden AB, Sweden). The cortex was cut into slices
of about 1 ¢cm?® in area and 1 mm in thickness. One
fragment was fixed overnight at 4 °C in Alcohol-
Formalin-Acetic acid (AFA) solution for histological
study. One other piece was used to determine fresh
follicle viability, and the other specimens were frozen.

Freezing and thawing

The freezing medium, “medium B”, consisted of “medium A”
without CaCl, and supplemented with HEPES (21.8 mmol/l),
glycine (50.0 mmol/l), propanediol (3.0 mol/l) and raffinose
(0.05 mol/l) [38]. The “medium B” was added in 3 steps to
“medium A” which contained ovarian slices, to a final dilution
of 1:1 (v/v) under gentle agitation. After 15 min of equilibration
at 4 °C, each slice was transferred to a sterile cryovial (Nunc,
Fisher Bioblock Scientific, France) containing 1.5 ml of cryo-
protective solution and loaded in a programmable freezer (Min-
icool 40 PC, Air Liquide, France). The cooling rate was 2 °C/
min from 4 °C to —11 °C, at which temperature nucleation was
induced by semi-automatic seeding. Then the temperature was
lowered to —40 °C at 2 °C/min and from —40 °C to —150 °C at
10 °C/min. Finally, the cryovials were plunged into liquid
nitrogen for storage.

For the thawing phase, cryovials were immersed ina 37 °C
water bath for 2 min and the cryoprotective solution contain-
ing ovarian slices was diluted in two 5-min steps with the
basal “medium A”, at 37 °C. Each slice was washed twice in
“medium A” for 5 min at 37 °C before proceeding with quality
analysis. For each patient, one fragment was fixed overnight at
4 °C in AFA for histological study. One other piece was used
to determine viability of thawed follicles.

Follicle viability assessment

Follicular viability was assessed after Trypan blue staining
of small enzymatically isolated follicles before freezing and
immediately after thawing as previously described [36].
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Developmental stage and morphological analysis of follicles

Fixed samples were embedded in paraffin and cut into 4 um
serial sections. Each set of 8 consecutive sections was
mounted per slide and every second slide was deparaffi-
nized, hydrated and stained with hematoxylin, eosin and
saffron (HES). The HES sections were observed by light
microscopy (BX40; Olympus Co., Germany) at x400 mag-
nification. Follicles were classified per developmental stage
according to Gougeon’s criteria [16]. The follicles were
considered atretic if they had an oocyte with eosinophilic
cytoplasm, contraction and clumping of the chromatin ma-
terial. In the result section, primordial and intermediary
follicles have been pooled into one group and termed as
“resting follicles” as previously described [34].

Morphology of follicles was evaluated on the basis of
parameters previously described by Keros et al. [25]. Fol-
licles were classified as intact if no overt signs of oocyte and
GCs degeneration were noted. The oocyte had to be in
contact with the surrounding GCs with the basement mem-
brane of the follicle intact and attached to the GC layer. The
follicles were regarded as degenerated if they contained an
intact oocyte, but showed more than 50 % of the following
signs: detachment of the oocyte from surrounding GCs and/
or vacuolization of ooplasm and/or partially degenerated
GCs and/or detachment of the basal membrane.

Measurement of DNA fragmentation

DNA fragmentation in follicles and stroma cells was detected
by the In situ Cell Death Detection Kit (Roche, France)
according to the manufacturer’s protocol. After rehydratation
and permeabilization, the sections were incubated with the
labeling solution containing dUTP and enzyme solution (Ter-
minal deoxynucleotidyl transferase, Tdt) for 1 h at 37 °C.
After counterstaining with Hoechst 33258 (Invitrogen,
France), the tissue sections were observed by fluorescence
microscopy at x400 magnification (BX51TF; Olympus Co.,
Japan). A negative control was carried out by omitting Tdt
from the reaction mixture. A positive control was performed
by applying DNAse treatment. Follicles with positive TUNEL
staining of the oocyte and/or >50 % of the GCs were consid-
ered as positive [48]. The proportion of TUNEL-positive
stroma cells was evaluated on three fields at X400 magnifica-
tion per section. Images were captured using a digital camera
Nikon DSFI-1 (Nikon, Japan).

Immunohistochemical study of blood vessels

Histology of vessel endothelium was assessed by CD31 immu-
nostaining. Immunohistochemistry was performed using a Ven-
tana Benchmark XT device (Ventana Medical System Inc.,
USA). After rehydratation, the deparaffinized sections were

submitted to heat-induced antigen retrieval in the presence of a
citrate buffer (CC1, Roche). The sections were then incubated
with (1:20 dilution) monoclonal mouse anti-human CD31 (clone
JC/70A, Dako, Denmark) followed by application of the ultra-
View Universal DAB Detection Kit ([45]). Hematoxylin was
used as a counterstain. For the negative control the primary
antibody was omitted. Inflamed human tonsil was used as pos-
itive control. As previously described, blood vessels were con-
sidered intact if the vascular endothelium was whole and without
any sign of detachment [5]. Vascular anomalies were defined as
follows: endothelial detachment, internal elastic membrane rup-
ture, or smooth muscle cell bloating.

In vitro culture of thawed cortical tissues

Frozen/thawed ovarian samples from 5 selected patients were
cultured in vitro. After thawing, one cortical fragment per
patient was cut into small pieces ~1 <1 mm? in size. Tissue
pieces were individually transferred to a 96-well plate coated
with Ultra Low-Attachment Surface (Corning, Escolab, Bel-
gium) in medium consisting of 100 pl/well of pre-equilibrated
o-Minimum Essential Medium-GlutaMAX (Invitrogen, Bel-
gium) supplemented with 10 % HSA (Vitrolife, Sweden),
100 pg/ml of ascorbic acid, 5 ng/ml of insulin, 5 pg/ml-
5 ng/ml of transferrin-selenium as well as 25 mIU/ml of
recombinant FSH (GONAL-f, Merck). Culture took place
for 12 days at 37 °C in a humidified incubator with 5 %
CO, and 5 % O, in air. The culture medium was refreshed
every 3 days by replacing 50 pl of spent medium with fresh
pre-equilibrated medium. Every 6 days of culture, 4 pieces
were removed from each culture and fixed overnight at4 °C in
AFA for histological and immunohistochemical evaluation.

Immunohistochemical study of cell proliferation

The proliferative status of follicular cells was evaluated by
immunostaining of proliferative cell nuclear antigen
(PCNA). The tissue sections were deparaffinized, rehy-
drated and labeled with a (1:100 dilution) monoclonal
mouse anti-PCNA (Novocastra, Menarini diagnostics,
France) overnight at 4 °C. The second antibody, goat anti-
mouse peroxidase (Amersham, France), was then applied
(1:20 dilution) for 30 min at room temperature. Immunode-
tection was performed with diaminobenzidine (DAB, Vector
NovaRED). Sections were counterstained with hematoxylin.
For the negative control, the first antibody was omitted.
Human mesenteric lymph node was used as positive control.

Assessment of 173-oestradiol (E2) production
during in vitro culture

At the time of culture refreshment, 50 ul of culture medium
were individually collected per plate every 6 days of in vitro
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culture and stored at —20 °C. E2 production was measured
with a direct radioimmunoassay from Clinical Assays (Dia-
Sorin, Sorin Fueter, Belgium) that has an analytical sensi-
tivity of 10 ng/l and a total imprecision profile <10 % (%
coefficient of variation). Cross-reactions with the major
steroid and metabolites mentioned in the package inserts
were minimal, so that the specificity was guaranteed by
the manufacturers for all methods. For each patient, E2
concentration (ng/ml) was measured from two different
medium samples individually collected after 6 and after
12 days of in vitro culture. The control was a fresh culture
medium (day 0).

Statistical analysis

The x? test was used to compare the proportion of
follicles at different developmental stages in fresh and
frozen/thawed tissues. A Wilcoxon signed-rank test was
used to compare the mean percentages (+SEM) of via-
ble follicles, morphologically intact follicles, and
TUNEL-positive follicles and stroma cells in fresh and
frozen/thawed groups. A Wilcoxon signed-rank test was
also used to compare 173-oestradiol (E2) measurements
between the three periods (0 versus 6 days; 0 versus
12 days; 6 versus 12 days).

Results
Quality of frozen/thawed ovarian tissue
Follicle viability

For the 13 ovarian tissue samples collected, the average
percentage of viable follicles (unstained by Trypan blue)
from frozen/thawed tissue (34.9+4.8 %) was not significant-
ly different from samples isolated from fresh tissue (36.3+
5.2 %, p=0.84).

Follicle distribution and morphology

The total count of analyzed follicles was respectively
978 before freezing and 537 after thawing (n=13
patients). The distribution of follicles per growing stage
is shown in Table 1. After freezing/thawing, 71.3 % of
follicles were classified as resting, 22.7 % primary,
4.3 % secondary and 1.5 % atretic. In the fresh group,
73.9 % were classified as resting follicles, 20.4 % pri-
mary, 4.6 % secondary, 0.6 % preantral and 0.4 %
atretic. Moreover no significant difference was found
between fresh and frozen/thawed ovarian tissues in
terms of distribution of follicles at different develop-
mental stages (p>0.05) (Table 1). Overall analysis of
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Table 1 Proportion of follicles in various developmental stages and mean percentages (= SEM) of intact follicles per developmental stage within fresh and frozen/thawed tissues

Follicle distribution

Total follicles

Atretic

Preantral follicles

Secondary follicles

Primary follicles

Res ting follicles

follicles
Total

Intact

Total

Intact

Total

Intact

Total

Intact

Total

Intact

Total

0.4 % (4/978)

100+

4.6 % (45/978)  96.942.8 % 0.6 % (6/

97.6+0.8 % 20.4 % (200/978)  93.1+3.5 %

73.9 % (723/978)

978 95.6+1.3 %

Fresh tissue

0.0 %

978)
0%

1.5 % (8/537)

80.4+6.3 % 4.3 % (23/537) 48.7+14.6 %

22.7 % (122/537)

70.9+6.0 %*

71.3 % (383/537)

70.5+5.2 %*

537

Thawed tis

sue

*p<0.05 versus fresh tissue
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follicles showed that 95.6+1.3 % from fresh tissue and
70.5+5.2 % after freezing/thawing were morphologically
intact (»p=0.04) (Table 1). Pairwise comparisons showed
a significant difference in the percentage of morpholog-
ically intact resting follicles from frozen/thawed tissue
(70.9£6.0 %) versus fresh control (97.6£0.8 %; p=
0.008), but not for the other development stages
(Table 1).

Fig. 1 DNA fragmentation
analysis in follicles and stroma
cells. Pictures on the same line
are of the same sample but
stained using different methods:
the Hoechst 33258 method was
used to check the location of
follicles (leff) and the TUNEL
method was used to detect
DNA fragmentation (right). For
each patient, this co-staining
was performed on fresh ovarian
tissue (a, b) and after slow
freezing/thawing using our
method (¢, d). Cryopreservation
induced a slight increase of
DNA fragmentation (green
fluorescence). e, f DNAse-
treated section (TUNEL posi-
tive control) both after Hoechst
(e) and TUNEL staining (f).
Bar=35 um. The histograms
present the mean percentages (£
SEM) of TUNEL-positive fol-
licles (left panel) and stroma
cells per high power field (right
panel), before (black plots) and
after (white plots) cryopreser-
vation (n=13 patients). *p<
0.05 versus fresh tissue

507 mE Fresh tissue
[ Thawed tissue

40

30 4

% of follicles with fragmented DNA

l_’T ‘ *
T
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Assessment of DNA fragmentation

In situ analysis of DNA fragmentation using the TUNEL
method was performed on ovarian follicles and stroma cells
(Fig. 1). Overall, 171 and 170 follicles were observed on
thawed and fresh sections respectively (n=13 patients) for
this measurement. Pairwise comparisons showed no signif-
icant difference in the percentage of follicles with DNA
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fragmentation in frozen/thawed (14.5+4.5 %) (Fig. 1c and
d) versus fresh tissue (8.8+3.9 %) (p=0.26) (Fig. 1a and b).
DNA fragmentation was assessed in 2423 thawed and 3421
fresh stroma cells. A higher percentage of stroma cells with
DNA fragmentation was observed in thawed tissue (16.6+
2.7 %) compared with fresh tissue (6.2+2.0 %, p<0.05)
(Fig. le and f).

Vascular system histology

In both fresh and thawed samples, the superficial cortical
stroma exhibited blood vessels with a narrow lumen
(Fig. 2). No sign of histologic anomalies were found in
either the fresh (Fig. 2a) or the thawed tissue (Fig. 2b).

Functionality of frozen/thawed human ovarian tissue
Follicular growth in culture

After 6 and 12 days of culture (n=5 patients), the distribu-
tion of follicles in various stages was statistically different

compared with day O control (»p=0.013). We observed a
decrease in the proportion of resting (day 6: 53.6 %; day

Fig. 2 Vascular system from superficial cortical stroma before and
after freezing/thawing. Histology of the vascular system was assessed
before (a) and after (b) freezing/thawing using specific immunostain-
ing with CD31 monoclonal antibody. Fresh and thawed superficial
ovarian cortex showed blood vessels with narrow lumen. The boxed
regions are magnified in the inset (a, b). No major histological anoma-
lies were found after freezing/thawing. Bar=35 um

@ Springer

12: 46.7 %) and primary follicles (day 6: 17.6 %; day 12:
13.3 %). Moreover, an increase in the proportion of second-
ary follicles (day 6: 28.6 %; day 12: 40.0 %) was shown.
The percentage of atretic follicles significantly increased
during in vitro culture, ranging from 1.2 % on day 0, to
62.2 % and 50.0 % respectively after 6 and 12 days of
culture (p<0.001) (Table 2).

Cellular proliferation during follicle growth in culture

No immunostaining of PCNA was observed in the uncul-
tured tissue control (Fig. 3a). In contrast, positive PCNA
immunoreactivity was observed in the GCs of resting, pri-
mary and secondary follicles from day 6 (Fig. 3b) and after
12 days (Fig. 3c) of in vitro culture of thawed tissue (n=35
patients). In addition, several GCs undergoing mitotic divi-
sion of chromosomes were observed on HES stained slides
of cultured tissue (inset Fig. 3b).

E2 production in culture

Compared with day 0 control (90.3+1.2 ng/ml), a signifi-
cant increase of E2 concentration was observed both after
6 days (97.5+£7.7 ng/ml) and 12 days (106.0+11.2 ng/ml) of
culture (p<0.01) (n=5 patients). Moreover, E2 concentra-
tion was significantly higher after 12 days compared to
6 days of culture (p=0.01), suggesting a progressive in-
crease of E2 production throughout the culture period.

Discussion

Cryopreservation of ovarian tissue offers a possibility to
preserve the fertility of young women with a high risk of
POF. Improvement of the freezing/thawing procedure is of
fundamental importance to optimize restoration of gonadal
function after grafting. By this study, we have shown the
effectiveness of an original and simple slow freezing proce-
dure to protect ovarian tissue from cryoinjuries.

For our freezing protocol, we chose a combination of
PrOH and raffinose which are respectively penetrating and
non-penetrating cryoprotectants. The use of PrOH in clinical
freezing protocols gives rise to the birth of healthy babies
following cryopreservation of both embryos and mature
oocytes [3, 26, 44]. Human ovarian tissue cryopreserved
with PrOH as cryoprotectant exhibits a satisfactory morpho-
logical preservation of follicles in comparison with fresh
tissue [11, 14]. Moreover, Abir et al. [1] reported better
survival and development of follicles in grafts when fetal
ovarian tissue was cryopreserved using PrOH compared to
dimethylsulfoxide (DMSO). Raffinose was used in order to
prevent cellular damage due to intracellular crystallization
and avoid osmotic shock especially during the thawing
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Table 2 Distribution of follicles in various developmental stages during in vitro culture of frozen/thawed ovarian tissue

Day of in vitro culture Total follicles Follicle distribution

Resting follicles

Primary follicles Secondary follicles Atretic follicles

n Total % Total % Total % Total %

241 163 68.5 46 19,3 29 12,2 3 1,2

74 15 53,6 5 17,9 8 28,6 46 62,2
12 30 7 46,7 2 13,3 6 40,0 15 50,0

For follicle classification, only healthy follicles (without any sign of atresia) were considered. The results are presented as total number and

proportion (%) of follicles per developmental stage

process. This trisaccharide is one component of the Univer-
sity of Wisconsin solution, reputed to be the most used
solution for perfusion and preservation of livers, kidneys
and pancreases with excellent clinical and experimental
preservation data [22, 29, 51]. Interestingly, a recent study
reported the beneficial effect of raffinose on the post-thaw
survival of metaphase II mouse oocytes [10].

Most investigators use a standard freezing protocol de-
scribed more than 15 years ago for cryopreserving ovarian
tissue of sheep [15]. In this protocol manual seeding is
performed to induce extracellular ice formation and a very
slow post-seeding freezing rate of 0.3 °C/min is applied.
Later studies in sheep reported that using semi-automatic
seeding and increasing the freezing rate from 0.3 to 2 °C/
min was equally effective regarding follicle quality [6, 7].
Applying this freezing rate to cryopreserve human ovarian
tissue would provide a significant time saving compared to
the standard protocol, which would be extremely useful for
routine clinical application.

Our freezing/thawing protocol allows preservation of a
high number of viable follicles and allows the conservation
of the different developmental stages of follicles. The mor-
phology of follicles was well maintained (70.5+5.2 %) by
our original protocol. For morphological examination of
follicles, we used well-defined histological criteria unlike
other investigators who considered atresia as the sole mor-
phological consequence of follicular cryoinjuries [12, 19].
This might explain the significant difference we observed
between fresh and thawed morphologically intact follicles at
resting stage.

Our protocol did not increase the percentage of follicles
with DNA fragmentation after thawing. The follicles were
thus cryopreserved without subsequent irreversible DNA
damage which can be the consequence of apoptosis and/or
oxidative stress activation [43, 48]. These findings show
clearly the beneficial effects of our procedure, since several
studies in human reported a significant increase of DNA
fragmentation in follicles after ovarian cortex cryopreserva-
tion with Gosden’s procedure [12, 33, 48]. Supplementation
of the collection medium as well as the freezing medium

with taurine and L-glutamine, which have been found to
play an antioxidant role by reducing cryopreservation-
induced oxidative stress, might explain this result [4, 18,
40]. Although we observed a higher percentage of stroma
cells with DNA fragmentation after thawing, this effect
remains slight compared with a previous report [49] since
it concerns only 16.6 % of stroma cells. The explanation for
this observation is most likely linked to the higher sensitiv-
ity of these cells to cryoinjuries [11, 28]. A better under-
standing of the cellular pathways activated by the freezing/
thawing process would enable better optimization of pres-
ervation of stroma cells, whose functions are important for
follicular development [47].

In addition to follicle and stroma quality evaluation, we
further investigated whether cryopreservation affects the
histology of microvessels. Preservation of microvessel in-
tegrity during the freezing/thawing process is a key factor
for successful neovascularization of the ovarian transplant,
and indispensable for the survival of ovarian follicles [30,
46]. In our study, the histology of the vascular system in
thawed tissues appeared well-preserved without any mor-
phological sign of cryodamage. However, CD31 immunos-
taining provides only a global approach and is not a highly
conclusive test of the vascular system quality. It would be
necessary in the future to carry out a functional study using
an ovarian grafting method in order to confirm the viability
status of the cryopreserved vessels.

We used in vitro culture to evaluate the functionality of
cryopreserved tissue, because the integrity of the tissue
immediately after thawing may not reflect its true state. In
vitro culture experiments were conducted using thawed
ovarian samples from 5 patients, presenting the higher num-
ber of follicles according to the previous histological exam-
ination. As shown in previous studies, culture of ovarian
pieces allows cellular interactions between follicles and
surrounding stroma indispensable to sustain follicular
growth initiation [8, 25, 34]. In order to retain the 3D
structure of the follicles, a low-attachment culture system
limiting stroma cell adhesion on the culture support was
used. A recent study reported a positive influence of low-

@ Springer



J Assist Reprod Genet

| il @ " v ——
S ’
“ of *
4 ~
‘ »
»
. ®
. @ '8
A
.' .
g * :
~ ' A
v " '
- ‘\“- a '
- -. -y - g ¥ L] ‘
‘, ® 7 NG
- . -y
\ ’ L} ‘ . "_‘.
. K. ; \

@ Springer

4 Fig. 3 Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) immunostaining of

follicles from thawed human ovarian tissue in culture. a Unstained
follicles from uncultured thawed ovarian tissue. PCNA-stained gran-
ulosa cells in follicles after 6 days (b) and 12 days (c¢) of in vitro
culture. The boxed region in (b) is magnified in the inset; note the
mitotic division of a granulosa cell (black arrow) after 6-day culture.
Bar=35 pm

attachment culture conditions on cumulus cell gene expres-
sion and developmental competence of mouse oocytes [35].
To our knowledge, our study is the first which investigates
the feasibility of using this low-attachment system for the
culture of human ovarian tissue.

Our results demonstrate a decrease in the proportion of
early stage follicles and an increase in the proportion of
secondary follicles suggesting an activation of follicular
growth during in vitro culture of frozen/thawed tissue. How-
ever, the decrease in the total number of secondary follicles
observed over the culture period calls into question the real
physiological significance of this follicular growth. Never-
theless, the enhanced 17(3-oestradiol (E2) concentration in
the medium during in vitro culture is an indicator of follic-
ular growth and secondary follicle viability. Indeed, aroma-
tase activity, which is required for the synthesis of E2, is
present only from secondary follicular stages onwards [17].
Our data are in agreement with previous findings showing a
correlation between E2 secretions and follicular growth in
cultures of frozen/thawed tissues [2, 21, 24]. PCNA is a
nuclear protein that plays an essential role in cell cycle
regulation [50]. Positive PCNA staining of follicles, togeth-
er with the presence of mitoses in granulosa cells provide
evidence for the viability of growing follicles in culture.
Taken together, these results indicate that frozen/thawed
follicles can remain functional over the period of culture.
Despite encouraging results regarding functionality and de-
velopmental capacity of follicles under low-attachment con-
ditions, the increasing atresia rate suggests that conditions
for in vitro culture of frozen/thawed ovarian tissues still
need to be optimized. Changes in the composition of the
culture medium such as a supplementation with GDF-9,
BMPI15 and IGF-I which have been found to improve sur-
vival rate and promote follicular growth in culture, should
be considered [20, 23, 27].

In conclusion, the present study shows that after freezing/
thawing according to this protocol, human ovarian cortex
retains its post-thaw integrity, plus functionality markers
during in vitro culture. These promising results tend to show
that this freezing/thawing protocol is efficient and may be a
suitable technique for ovarian tissue cryopreservation in
clinical settings. Further research could be extended to op-
timize in vitro culture of thawed ovarian tissue.
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Article 3

Vitrification versus slow freezing: what is the better method to preserve human ovarian tissue

quality?
Sanfilippo S, Canis M, Artonne C, Bourgeois E, Pouly JL, Janny L, and Brugnon F.

Manuscrit en cours de préparation.

Les résultats de cette ¢tude feront I'objet d'une communication affichée au prochain congres
de TASRM (American Society for Reproductive Medicine) du 20 au 24 Octobre 2012, a San
Diego (USA).
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Reésultats

Présentation de ’article 3

Ces derniéres années, la vitrification est ap parue comme une technique prometteuse pour la
cryoconservation du tissu ovarien (CTO). A la différence de la congélation lente, elle permet,
par lutilisation de concentrations élevées en cryoprotecteurs associée a une descente en
température ultrarapide, d’'induire la formation d’'un état amorphe et d’éviter une cristallisation
intra- et ex tracellulaire. Sur le plan technique , les principaux avantages de la méthode de

vitrification du tissu ova rien tiennent au fait qu’elle est rapide et peu c oliteuse car elle ne
nécessite pas d’appareil de congélation programmable. En termes d’aptitude a prése rver la
qualité ovarienne, le bénéfice de la vitrification par rapport a la congélation lente, reste a ce
jour discuté. En effet, compte tenu du peu de matériel biologique humain disponible, les
¢tudes systématiques comparant la qualité d'un méme tissu ovarien humain cryconservé en
parallele par les 2 méthodes (congélation lente versus vitrification) sont peu nombreuses et les

conclusions peuvent étre contradictoires.

Dans le but d *étudier le béné fice potentiel de la technique de vitrification par rapport a la
congélation lente, nous avons développé une procédure de vitrification consistant d'une part
en une équilibration des tissus en présence d'un mélange de cryoprotecteurs peu cytotoxiques
et d’autre part, a leur vitrification par la méthode dite « en goutte » assurant une descente en
température ultrarapide. L’objectif de cette 3™ étude était donc d’évaluer Pefficacité de cette
procédure de vitrification du tissu ovarien hum ain enla comparant avec le protocole de
congélation lente que nous a vons validé au préalable (voir Article 2). Afin de minimiser la
variabilité interindividuelle, les échantillons de tissu ovarien d'une méme patiente ont & té

congelés et vitrifiés en parallele.

L’analyse statique comparant les tissus ovariens frais, décongelés et réchauffés montre une
excellente préservation de la morphologie et de 'intégrité nucléaire des follicules et du stroma
ovarien apres cryoconservation selon les 2 méthodes (con gélation lente versus vitrification)
(n=5 patientes). Au cune différence significative n’a été observée entre les 2 méthodes de

cryoconservation en termes de préservation de la qualité des follicules et du stroma ovarien.

— La procédure de vitrification que nous avons développée préserve la qualité des follicules
et du stroma ovarien de fagon similaire a la technique de con gélation lente. Ces résultats
encourageants en termes de préservation de la qua lit€¢ ovarienne, associés a sa facilité
d’application technique, en font une technique prometteuse pour I’optimisation des techniques

de CTO.
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Introduction

La vitrification permet, par l'utilisation de concentrations importantes de cr yoprotecteurs
associée a une descente en température treés rapide, d’induire la formation d’un état vitreux ou
amorphe. A la différence de la congélation lente, cette méthode d e cryoconservation permet
d'éviter la formation de c ristaux de glace intra- e t extracellulaires a lorigine de Iésions
cellulaires. La vitrification est actuellement en plein essor en biologie de la reproduction pour
la cryoconservation des embryons et des ovoc ytes matures avec la publication de plusieurs
centaines d’enfants nés grace a cette technique (Song ef al., 2010). Cest pourquoi, de plus en
plus d’équipes soulévent la question du potentiel bénéfice de la vitrification comme technique
de cryopréservation du tissu ova rien. Différentes études ont dé montré la faisabilité et
lefficacité de la méthode de vitrification pour préserver la qualité des tissus ovariens chez
divers mode¢les animaux tels que la ratte, la souris, la brebis et le singe (Courbiere et al., 2006;
Kagabu and Umezu, 2000; Ting et al., 2011). Des naissances ont été rapportées chez la souris
apres culture in vitro de follicules préantraux vitrifiés (dela Pena et al., 2002; Wang et al.,
2011) et 1’autogreffe d’hémi-ovaires vitrifiés/réchauffés a conduita la naissance de quatre
agneaux (Bordes et al., 2005). Chez la femme, la faisabilité de la méthode de vitrification du
tissu ovarien a été rapportée mais aucune naissance n’a été publiée a ce jour compte tenu du

caractére expérimental de cette technique (Isachenko ef al., 2002).

Le bénéfice de la vitrification comparé a la congélation lente reste discuté (Isachenko et al.,
2009b). En effet, apres greffe de tissus ovariens humains vitrifiés/réchauffés chez des souris
SCID, un taux d’apoptose cellulaire (évalué par immunomarquage de la caspase-3) supérieur a
¢été observé dans ces tissus comparé aux tissus congelés selon un protocole de congélation
lente (Rahimi et al., 2009). Par ailleurs, Oktem et al. ont observé une diminution de la densité
en follicules primordiaux et un pourcentage de follicules intacts sur le plan morphologique
significativement inférieur apres vitrification/réchauffement des tissus o variens humains en
comparaison ala congélation lente (Oktem et al, 2011). D ’autres études montrent au
contraire, une préservation de la morphologie folliculaire et des taux d’apoptose des follicules
et cellules stromales, similaires entre les 2 méthodes (Huang et al., 2008; Li et al., 2007).
Enfin, le bénéfice de la méthode de vitrification concernant la préservation de l'ultrastructure
du stroma a ét ¢ démontré par microscopie €lectronique a transmission (Keros et al., 2009;

Wang et al., 2008).
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Compte tenu du peu de matériel biologique humain disponible, les étu des comparant les
méthodes de vitrification et de con gélation lente a partir d’'un prélévement ovarien provenant

d’'une méme patiente sont peu nombreuses.

Dans ce cont exte, I'objectif de notre travail a ét¢ d’évaluer lefficacit¢ d’un protocole de
vitrification du tissu ovarien humain en le comparant a un protocole de congélation lente dont
efficacité¢ a été démo ntrée (Schubert et al., 2005). Afinde minimiser la va riabilité
inter-patiente, les échantillons de tissus ovariens d'une méme patiente ont é té& vitrifiés et

congelés en parallele.

La qualité¢ des tissus o variens réchauffés et décongelés a été appréciée parune étude
histologique (distribution de s follicules par stade de croissance, morphologie, densité

folliculaire) et par une mesure de la fragmentation d’ADN tissulaire.

Matériel et Méthodes

Cette ¢tude a été réalisée a partir de tissus ovariens prélevés chez 5 patientes [d4ge moyen :
28,0 = 1,1 ans (25-31 ans)] présentant un kyste bénin de I'ovaire. Les patientes ont signé un
consentement éclairé pour la réalisation de cette ¢tude lors d’un entretien avec un m édecin
biologiste. Cette ¢tude a été approuvée par la Comité de protection des personnes du CHU de

Clermont-Ferrand.

Pour chaque patiente, la vitrification et la congélation lente du tissu ont été menées en

paralléle a partir d'un méme échantillon sectionné en 2 parties.
La qualité des tissus frais et cryoconservés selon ces 2 protocoles, a été appréciée par :

1) une analyse histologique (répartition des follicules par stade de croissance, la morphologie

et la densité folliculaire).

i) une analyse du taux de fragmentation d’ADN dans les follicules et le stroma ovarien par la
technique TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nic k end labeling)
(Figure 1).

Les protocoles de congélation lente/décongélation et vitrification/réchauffement, les méthodes
analytiques et statistiques sont décrites dans le chapitre Matériel et méthodes du manuscrit

de thése.
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Recueil tissu ovarien (n=5 patientes)

Tissu frais Cryoconservation (n=>5)
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Vitrification Conggélation lente
(n=5) (n=5)
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Réchauffement Décongélation
\4 l l

Etude qualitative

Classification par Morphologic Fragmentation Fragmentation
stade de croissance TPROToE d’ADN d’ADN
L Follicules j L Cellules |
ovariens stromales

Figure 1. Schéma expérimental

Cette ¢tude a été réalisée a partir de tissus ovariens recueillis chez 5 patientes. Les échantillons
ovariens d’une méme patiente ont été vitrifiés et congelés en parallele. La qualité des tissus frais
et cryoconservés selon les 2 méthodes a été appréciée par une analyse histologique (répartition
des follicules par stade de croissance, densité, morphologie folliculaire). De plus une mesure de
la fragmentation d’ADN dans les follicules et le stroma ovarien a été réalisée par la méthode
TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling).
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Résultats
Distribution et analyse morphologique des follicules ovariens

Le nombre total de follicules analysés est de 249 pour le tissu frais, 374 apres congélation
lente/décongélation et 482 apres vitrification/réchauffement (n=5 patientes). La distribution
des follicules par stade de croissance est présentée dans le tableau 1. Parmi les follicules frais
analysés, 81,5 % sont primordiaux -intermédiaires, 15,7 % primaires et 2,8 % secondaires.
Apres congélation lente, 97,6 % des foll icules sont primordiau x-intermédiaires et 2,4 %
primaires. Les tissus vitrifiés présentent 96,7 % de follicules primordiaux-intermédiaires,
2,3 % de follicules primaires et 1,0 % de follicules secondaires. Aucun follicule préantral n’a
¢été observé dans les tissus frais, décongelés et réchauffés. Aprés cryoconservation selon les
2 protocoles (congélation lente et vitrification), la répartition des follicules par stade de

croissance n’est pas différente (p > 0,05) (Tableau 1).

L’analyse globale montre que le pourcent age de follicules intacts sur le plan morpholog ique
(tous stades confondus) est significativement inférieur apres congélation lente (80,3 + 5,3 %)
et vitrification (82,2 + 3,3 %) en comparaison au tissu frais (98,9 £ 1,1 % ; p <0,05). Aucune
différence significative n’a toutefois ¢té observée pour ce parametre entre les 2 protocoles de
cryoconservation (Figure 2). L’analyse comparative des pourcentages de follicules intacts par
stade de développement ne montre pas d e différence significative entre les tissus fra is,

réchauffés et décongelés (Tableau 1).

La densité folliculaire moyenne (nombre de folliculess/mm?) n’est pas différente apres
décongélation (0,540, 2 follicules/mm?) et réchauffement (0,6 £0,3 follicules/mm?) en

comparaison au tissu frais (0,7 = 0,3 follicules/mm?).

Evaluation de la fragmentation d’ADN

Les pourcentages de follicules et de cellules stromales présentant une fragmentation de TADN
ont été évalués par la technique TUNEL. Pour cette é¢tude, 155 follicules ont été analysés : 62
avant congélation (tissu frais), 29 aprés congélation lente/décongélation et 64 apres

vitrification/réchauffement. Le taux de fragmentation ' ADN dans les follicules ovariens n’est

statistiquement ~ pas différ ent dans les tissuscr yoconservés  (congélation
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Total follicules

Distribution folliculaire

Primordiaux-intermédiaires | Primaires Secondaires Préantraux Atrétiques
Total Intact Total Intact Total Intact Total Intact Total Intact Total
. . 81,5% 15,7% 2,8%
T fr 249 | 98,9+1,1% ’ 100,0+0,0% , 97,2+2,8% ’ 100,0+0,0% 0% 0%
fssu frais TER0 N (203/249) I Gonagy | TN (7049 R 0 - 0
Tissu 97,6% 2,4%

374 | 80,3£5,3%* ’ 83,9+8,7% , 100,0+0,0% 0% 0% 0%
congelé/décongelé RN (365/374) ’ * | (9374) ’ ° - ’ - ’
Tissu 96,7% 2,3% 1,0%

0/ % > +5 (2 > 4+ 0, 4 0, 0, 0,
vitrifig/rechaufis | H2 |83 yeagay | BN | (11 agn) [ 607N 580y | S000.0% | 0% - 0%

Tableau 1. Répartition des follicules par stade de croissance et pourcentages moyens
(x SEM) de follicules morphologiquement intacts par stade de croissance dans le tissu frais
et cryoconservé selon 2 protocoles : vitrification versus congélation lente (n=5 patientes)

*p < 0,05 en comparaison au tissu frais.

Figure 2. Photographies coupes tissulaires de cortex ovarien frais, congelé/décongelé et

vitrifié/réchauffé

-

Les tissus frais (A), congelé/décongelé (B) et vitrifié/réchauffé (C) sont principalement composés
de follicules au stade primordial-intermédiaire et primaire. Les follicules intacts sont caractérisés
sur le plan morphologique par leurs membranes nucléaires et plasmiques intactes, un cytoplasme
ovocytaire uniforme et un noyau proéminent. La fléche noire indique un follicule réchauffé
dégradé, présentant un détachement de la membrane basale supérieur a 50 %. Echelle : 35 um
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lente : 31,3+ 12,6 % ; vitrification : 20,8 £9, 0 %) en com paraison avec le tissu frais

(35,0 £ 17,4 %).

La cryoconservation n’induit pas d ’augmentation significative du pour centage de cellules
stromales a ADN fra gmenté aussi bien pour la ¢ ongélation lente/décongélation (3,3 + 1,6 %)
que la méthode de vitrification/réchauffement (8,9 + 3,5 %) en comparaison avec le tissu frais

(4,2 +2,1 % ;p > 0,05).

Aucune différence significative n’a été observée entre les 2 protocoles de cryoconservation
(congélation lente et vitrification) en termes de pourc entages de follicules et de cellules

stromales présentant une fragmentation ¢ ADN (Figure 3).

Discussion

Récemment, la vitrification estapp arue comme unet echnique prometteuse pour la
cryoconservation de systémes biologiques complexes tels que le tissu ovarien. Son principe
repose sur | utilisation de cryoprotecteurs a ha utes concentrations. Ainsi, la viscosité des

milieux extra- et intracellulaires fortement augmentée, réalise un état vitreux (amorphe), ce
qui évite la formation de cristaux de glace lors de la plongée dans 1’azote liquide. Un des
problémes soulevé par cette technique est celui de la toxicité de ces solutions cryoprotectrices,
d’autant plus importante que les concentrations utilisées sont élevées et le temps d’exposition
long. Des ¢tudes ont montré, que I’utilisation d'une combinaison de cryoprotecteurs permettait
de réduire leur toxicité individuelle en diminuant leurs concentrations respectives, sans altérer
les propriétés vitrifiantes de la solution cryoprotectrice (Fahy, 1986). Le milieu cryoprotecteur
que nous avons développé pour la vitrification de s tissus ovariens, contient de 1 ’éthyléne
glycol (EG) et du 1,2-propanediol (PrOH) comme cryoprotecteurs pénétrants, et du raffinose
comme cryoprotecteur non pénétrant. Couramment utilisés en pratique clinique pour la
cryoconservation d’ovocytes et d’embryons, 'EG et le PrOH ont été choisis en raison de leur
faible toxicité cellulaire (Bautista and Kana gawa, 1998; Pegg, 2007). Une étude récent e
comparant l'efficacité de différentes combinaisons de cryoprotecteurs pour la vitrification de
tissu ovarien murin, a montré une supériorit¢ de la combinaison [EG (20 %, v/v) + PrOH (20
%)] en com paraison aux combinaisons [EG (20 %) + DMSO (20 %) ] et [PrOH (20 %) +

DMSO (20 %)], en termes de préservation de I'intégrité et de la fonctionnalité de ces tissus

(Zhang et al., 2010). L ’addition de raffinose ala  solution cryoprotectrice contribue a
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Figure 3. Mesure de la fragmentation d’ADN dans les follicules et le stroma ovarien

Les histogrammes présentent les pourcentages moyens (£ SEM) de follicules (panneau de
gauche) et cellules stromales (panneau de droite) a ADN fragmenté dans les tissus frais et
cryoconservés selon les protocoles de congélation lente et vitrification.
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augmenter la viscosité du milieu extracellulaire indispensable pour I'obtention de I’état vitreux,
et permetd ’éviter les chocs osmotiques notamment au cours de la procédu re de
réchauffement. L’équipe de dela Pefia et al. a rapporté pour la premiére fois, la naissance d e
six souriceaux en bonne santé apres culture in vitro de follicules préantraux
vitrifiés/réchauffés. Le milieu cryoprotecteur utilis¢é pourla vitrification des follicules
préantraux contenait de ’EG (6 M) et du raffinose (0,3 M) comme cryoprotecteurs (dela Pena
et al., 2002). Bagis et al. ontmontré¢ le bénéfice d'une supplémentation du milie u
cryoprotecteur [DMSO (2,75 M) + PrOH (2,75 M)] avec 1 M de raffinose en comparaison au
sucrose ou tréhalos e, surlasurvie de s embryons murins ( stade pronucléaire)
vitrifiés/réchauffés et le ur potentiel de développement in vitro, jusqu’au stade blastocyste

(Bagis et al., 2004).

Sur le plan technique, les principaux avantages de la méthode de vitrification du tissu ovarien
tiennent au fait qu'elle estrapide et peu coliteuse car elle ne nécessite pas d’appareil de
congélation programmable. A ce jour, il n’existe pas de dispositif commercialisé adapté a la
vitrification de tissus ov ariens. Dans notre étude, la méthode de « vitrification en goutte »,
consistant a plonger I'échantillon directement dans l'azote liquide, a ¢été appliquée. Cette
méthode permet, par I'utilisation d'un volume minimal de milieu cryoprotecteur, d’assurer une
descente ent empérature ultrarapide. Chez la femme, une ét ude récente a m ontré quele
pourcentage de follicules intacts sur le plan morphologique, était significativement supérieur
en cas de vitrification des tissu s ovariens par la méthode dite en goutte en comparaison a
2 autres méthodes de vitrification couramment décrites dans la littérature : la méthode de

vitrification par contact direct de I'échantillon ovarien avec un support en métal pré-refroidi
dans l'azote liquide et la méthode d’immersion de paillettes scellées (systeme fermé¢) contenant
le milieu cryoprotecteur et le tissu, dans l'azote liquide (Amorim et al., 2011). Und es
inconvénients majeurs de la vitrifi cation en systéme ouvert estle risque potentiel de

contamination bactérienne et/ou virale puisque le conta ct avec l'azote liquide est direct

(Bielanski et al., 2003). Afin de sé curiser en terme de risque septique le contact direct de
I’échantillon a vitrifier avec l'azote liquide, certaines équipes ont récemment développé des
systemes de stérilisation de l'azote liquide soient manuels, par I'utilisation de filtres adaptés,
soient automatiques par actions de rayons ultra-violets (Keros et al., 2009; Parmegiani et al.,
2009). Toutefois ces méthodes sont couteuses et techniquement fastidieuses et ne préviennent
pas le risque potentiel de contaminations croisées au cours du stockage a long terme des tissus

ovariens dans l'azote liquide (Bielanski, 2012; Kyuwa et al., 2003). 1l serait donc nécessaire
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de développer dans I’avenir, un systéme assurant une totale pr otection et isolation du cortex

ovarien de I'azote liquide pendant la procédure de refroidissement et le stockage.

Notre procédure de vi trification/réchauffement du tissu ovarien indu it une dim inution
significative du pour centage de follicules intacts sur le pla n morphologique mais aucune
différence significative entre les protocoles de vitrification et de congélation lente n’a été
observée. Les résultats obtenus sont en accord avec des études précédentes comparant les 2
méthodes de cryoconservation a partir des échantillons ovariens d'une méme patiente (Huang
et al., 2008; Keros et al., 2009). L’analyse statistique des résultats n’a pas montré de différence
significative en termes de densité¢ folliculaire (nombre de follicules/mm?) entre les 2
protocoles de cryoconservation. Une étude réc ente d’Oktem et al. réalisée a partir du méme
modele détude (cortex entourant la paroi de kystes ovariens bénins) et utilisant des
cryoprotecteurs pénétrants identiques aux notres pour I'équilibration des échantillons [EG (15
%) +PrOH (15 %)], a conclual a supériorité dela congélation lente par rapport a la
vitrification pour ce par ametre (Oktem et al., 2011). Le dispositif utilisé par cette équipe,
consistant en I'immersion de cryotubes contenant le milieu cryoprotecteur et le tissu, pourrait

étre inapproprié€ a la vitrification de tissu ovarien et expliquer la divergence de nos résultats.

Notre étude montre que la procédure de vitrification/réchauffement n’augmente le pourcentage
de follicules et de cellules stromales présentant une fragmentation ¢ ADN en comparaison aux
tissus frais et congelés/décongelés. Récemment, I'équipe de Xi ao et al. aobservé un

pourcentage de fragmentation de ’ADN folliculaire et stromal évalué par la méthode TUNEL,
significativement supérieur en cas de congélation lente en comparaison avec la vitrification.
Toutefois, dans cette étude, la répartition aléatoire des échantillons ovariens dans un groupe
donné (frais, congélation lente ou vitrification) pourrait étre a l'origine d’'une importante

variabilité interindividuelle pour le parametre considéré (Xiao et al., 2010b).

Notre ¢étude est préliminaire et devra étre complétée avec un nombr e plus important de
patientes. D’autre part, une évaluation de la fonctionnalité des follicules par culture in vitro ou

xénogreffe de tissu vitrifié/réchauffé serait nécessaire afin de valider notre procédure.

En conclusion, la procé dure de vitrification/réchauffement du tissu ovarien que nous avons
développée, présente une efficacité similaire a la procédure classique de congélation lente en
termes de préservation de la morphologie et de I'intégrité nucléaire des follicules et du stroma

ovarien. Ces résultats encourageants en termes de préservation de la qua lité ovarienne,
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associés a sa facilit¢ d’application technique et son fa ible colt, en font une technique

prometteuse pour I'optimisation des techniques de CTO.
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A. Modéle d’étude

Les travaux de recherche concernant la cryoconservation du tissu ovarien (CTO) nécessitent
'analyse d’échantillons provenant de jeunes femmes (moins de 38 ans) dont le tissu ovarien
présente des c aractéristiques similaires aux conditions physiologiques. Pour des questions

¢thiques et pratiques, 1 ’obtention de tissu ovarien humain a vi sée de recherche pr ésente des
limites. Le recueil d'un fragment de cortex ovarien nécessite un g este opératoire qui ne peut
étre réalisé que dans le cadre du traitement d’'une pathologie. La pathologie peut alors retentir

sur la qualité du tissu ovarien.

Nos travaux ont été réalisés a partir d’échantillons de cortex ovarien prélevé autour de kystes
bénins de |’ovaire. Développé par notre équipe de recher che, ce modele orig inal d’étude
présente d’'importantes similitudes avec le cortex ovarien normal notamment en termes de
densité, de morphologie et de viabilit¢ folliculaire (Schubert et al., 2005). Le traitement
opératoire des k ystes nécessite un geste opérat oire sur l’ovaire avec la section du corte x
ovarien. Le prélévement de cortex destiné a la recherche, réalisé au cours de I'intervention de
kystectomie, ne nécessite donc pas de second geste opératoire sur 'ovaire. Les kystes ovariens
bénins constituant une cause fréquente d’interventions chirurgicale chez la jeune femme, ce

modele original constitue une source importante d’échantillons a visée recherche.

B. Validation d’un marqueur de viabilité folliculaire

L’analyse histologique basée sur I’appréciation de la morphologie et de la densité folliculaire,
constitue a ce jour I’examen de référence pour I'évaluation de la qualité du tissu ova rien
cryoconservé. Toutefois, cette analyse n’est pas instructive quant a la viabilité des follicules
ovariens. En c omplément de l'analyse histologique, une mesure de la viabilité¢ folliculaire
fiable et facile d’application en routine c linique est utile pour évaluer lefficacité de la

procédure de CTO.

Parmi les marqueurs de viabilité décrits dans la littérature, le bleu trypan (BT) et la calcéine
AM/éthidium homodimere-1 (CaAM/EthD-1) sont les plus fré quemment utilisés pour
I’évaluation de la viabilité des follicules ovariens. Ces 2 méthodes sont différentes aussi bien
concernant leur particularit¢ de marquage que de leur méthode de dét ection. Le BT est un
colorant vital permettant d’évaluer I'intégrit¢é membranaire des follicules. Ce colorant pénetre

uniquement les cellules mortes dont la membrane plasmique est altérée et les colore en bleu.

133



Discussion générale
Perspectives

La CaAM/EthD-1 est une combinaison de 2 m olécules: la calcéine AM et I'éthidium
homodimeére-1. La calcéine AM permet de détecter une activité enzymatique : les estérases.
Exprimées dans le cytoplasme des cellules vivantes, les estérases dégradent la calcéine AM
(invisible) en c alcéine émettant une fluor escence verte. L’éthidium homodimeére-1 pénetre
dans les cellules dont les membranes plasmiques et nucléaires sont altérées et se fixe sur les
acides nucléiques de TADN en émettant une fluorescence rouge. La lecture des follicules
marqués est réalisée en microscopie optique pour le BT et en microscopie a fluorescence pour

la CaAM/EthD-1.

\

Bien que couramment rapportés dans la littérature, ces 2 ma rqueurs n’avaient a notre
connaissance, jamais fait I'objet d'une ¢tude comparative en termes de fiabilité¢ et de

reproductibilité pour I'étude de la viabilité des follicules ovariens humains.

Le tissu ovarien humain est majoritairement composé de follicules au stade primordial et
primaire (diamétre : 25-100 pm), situés dans la zone périphérique du cortex ovarien. Compte
tenu du c aractére dense et fibreux du cortex ovarien humain, I'étude de la viabilité a été
réalisée apres traitement enzymatique (collagénase) des cortex ovariens frais et décongelés.
Cette méthode permet un isolement des follicules primordiaux et primaires plus e fficace et
rapide que la méthode dite « manuelle » (micro-dissection) davantage appropriée a I'isolement
de follicules de plus grand taille (dés le stade de follicule secondaire). Pour isole r les
follicules ovariens du cortex, nous avons utilis¢ de la collagénase de type IA. Partiellement
purifiée a partir de la fermentation de la bactérie Clostridium histolyticum, la collagénase 1A
permet une désagrégation de la matrice extracellulaire ovarienne et I'isolement d'une quantité
importante de follicules primordiaux et primaires sans altération ultrastructurale (Oktay et al.,
1997b). 1l est a noter cependant qu'une étude réalisée a partir d’extraits pancréatiques humains
a montré que la qualité et la viabilité¢ des d’ilots de Langerhans isolés apres traitement a la
collagénase IA pouvait varier en fonction des lots de réactif utilisés (McShane ef al., 1989).
Une étude a montré q ue lutilisation dela Libérase, un mélan ge d’enzymes hautement
purifiées, permettait un isole ment des follicules primordiaux et primaires humains plus
reproductible en termes de qualit¢ et de viabilit¢é en comparaison avec la collagénase 1A
(Dolmans et al., 2006). En pe rspective, il serait intéressant de comparer la fiabilité et la
reproductibilit¢ des 2 marqueurs de viabilit¢ (BT versus CaAM/EthD-1) analysés apres

1solement des follicules de cortex ovariens frais et décongelés traités a la Libérase.
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Dans notre étude, la reproductibilité des 2 marqueurs de viabilité a été évaluée en utilisant le
coefficient de corrélation intraclasse (Rienzi ef al) et la méthode de Bland et Altman,
méthode statistique standard fréquemment utilisée pour évaluer la concordance entre 2
méthodes de mesure (Myles and Cui, 2007). No s résultats ont permis de mettre en évidence
une meilleure reproductibilit¢ (concordance inter-observateur) pour lamé thode BT en
comparaison avec la méthode CaAM/EthD-1. De fagon similaire a des études précédemment
réalisées chez l'animal, notre étude montre une bonne concordance (analyse inter-méthode)
entre les 2 marqueurs de viabilité (Lopes ef al., 2009; Merdassi et al., 2011). Les différences
en termes de spéci ficités de m arquage et des méthodes de détecti on pourraient ex pliquer
pourquoi la concordan ce entre ces 2 marqueu rs (BT versus CaAM/EthD-1) n’est pas

excellente.

Sur le plan technique, le marquage des follicules isolés au BT est simple et rapide
d’application (10 min po ur le BT contr e 45 min pour la CaAM/EthD-1) et ne nécessite pas
d’équipement technique particulier, contrairement au marquage CaAM/EthD-1 dont la lecture

nécessite I'utilisation d’'un microscope a fluorescence.

La bonne fiabilit¢ du BT, associée a sa facilit¢ d’application et son faible colt, en font un
marqueur utilisable en routine clinique pour I'évaluation des procédures de CTO et du
potentiel de follicules viables avant greffe. Néanmoins, la seule analyse de la viabilité
folliculaire ne semble pas suffisante pour évaluer Iefficacit¢ d'un protocole de CTO. En
complément, une an alyse histologique voir fonctionnelle est néc essaire pour apprécier de

manicre exhaustive la qualité des tissus cryoconservés.

C. Validation d’un protocole de congélation lente du tissu ovarien humain

Les protocoles de CTO décrits dans la littérature sont le plus souvent établis a partir de
protocoles appliqués pour la c ongélation embryonnaire et ovocytaire. Il n’existe pas a ce jour
de consensus quant aux protocoles appliqués aussi bien au niveau des milieux
cryoprotecteurs, que des programmes de refroidissement et décongélation. Le protocole de
congélation lente développé par notre équipe utilise un milieu cryoprotecteur chimiquement

défini et un programme de descente en température plus rapide que celui classiquement utilisé

(Schubert et al., 2005).
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1. Mise au point d’'un protocole de congélation lente

Milieu de congélation

A ce jour, aucun milieu cryoprotecteur adapté a la CTO et répondant aux normes sanitaires
frangaises en vigueur, n’est commercialisé. Notre équipe a développé un milieu de congélation
chimiquement défini, utilisant le PrOH et le raffin ose comme cryoprotecteurs et supplémenté

en antioxydants (Schubert et al., 2005).

Compte tenu de la cytotoxicité potentielle du DMSO,le PrOHa ¢été choisi comme
cryoprotecteur pénétrant pour notre protoc ole (Shaw ef al., 2000). En effet, d es études
préliminaires ont rapporté une bonne préservation de la qualit¢ des follicules provenant de
tissus ovariens cryoconserveés avec du PrOH en comparaison a I'état frais (Fabbri et al., 2010;
Gook et al., 1999). De plus, une étude rapporte untaux de survie et de dév eloppement
folliculaire apres xénogreffe, supérieur en cas de congélation de tissus ovariens feetaux en
présence de PrOH en comparaison au DMSO (Abir et al., 2003). Notre milieu de congélation
contient du raffinose comme cryoprotecteur non pénétrant, permettant de limiter les chocs
osmotiques notamment au mome nt de la décongélation. Ce trisaccharide est un des

composants de la solutiondel ’Universit¢ de Wisconsin, solution de réfé rence pour la
préservation d’organes tels que le rein, le foie ou le pancréas (Muhlbacher et al., 1999; Zheng
et al., 2008). De plus, des études ré centes ont montré le bénéfice d’'une supplémentation des
milieux de congélation en raffinose concernant la survie des ovocytes humains cryoconserveés

(Eroglu, 2010; Younis et al., 2009).

Depuis son prél évement et jusqu’a sa revascularisation apres greffe, le tissu ovarien est en
ischémie et est soumis aux lésions d’ischémie/reperfusion dues en particulier a une production
excessive de dé rivés actifs del ’oxygene (Nugent er al, 1998). La procédure de
congélation/décongélation peut aussi €tre a l'origine d’un stress oxydant. Afin de limiter le s
lésions secondaires a ce stress ox ydant, notre milieu de congélation e st supplémenté en
taurine et L-glutamine dont les propriétés anti-ox ydantes et anti-apoptotiques ont été
démontrées (Cabrita et al., 2011; Shiva Shank ar Reddy et al., 2010). Kruuv et al., ont
notamment montré quune supplémentation des milieux de congélation en L-glutamine a une

concentration de 20 mM, augmentait significativement la protection des cellules mammiferes
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contre les effets déléteres de la cryoconservation en com paraison aux cellules contrdles

congelées dans les mémes conditions (Kruuv ef al., 1988).

Programme de refroidissement

La plupart des équipes cliniques utilisent une descente en température basée sur les travaux
princeps de Gosden et al. (Gosden et al., 1994). Ce protocole app lique une vitesse de

refroidissement de -0,3° C/min aprés I’induction du 1% cristal de glace (seeding). Des études
précédentes réalisées chez la brebis ont montré quel ’augmentation del a vitesse de
refroidissement de 0,3°C/min a 2°C/min, était sans conséquence sur la qualité du tissu ovarien
cryoconservé (Demirci ef al., 2001; Demirci ef al., 2002). De plus, des tr avaux préliminaires
réalisés dans notre équipe ont montré que I’application de ce programme de refroidissement
plus rapide, apportait des résultats encourageants en termes de préservation de la qualité du

tissu ovarien cryoconservé (Schubert et al., 2005; Schubert et al., 2008).

Le seeding est une étape importante du prog ramme de congélation lente (Isachenko et al.,
2008a) : il doit étre rapide et maitrisé. Dans notre étude, la tempér ature de seeding a été
déterminée expérimentalement a partir de 1’enregistrement des courbes de refroidissement.
A la températur e correspondante (-11°C), le seeding aét ¢ réalisé selon un m ode semi-
automatique consistant en une injection d’azote dansla chambre de refroidissement du
congélateur programmable. Contrairement a la méthode dite man uelle, le seeding

semi-automatique permet un tra itement simultané de tous le s échantillons appartenant au

méme programme de congélation et limite donc les risques de variation de température.

Notre protocole de congélation requiert un conditionnement des tissus ovariens en cryotubes.
Ce dispositif de conservation n’étant pas soudé, une absorption d’azote liquide est possible au
cours du stoc kage des échantillons en azote liquide (B ielanski, 2012; Cla rke, 1999).
Récemment, un systéme de cryotube thermosoudable dit « haute sécurité » a été d éveloppé
(Cryobiosystem, France). Ce dispositif qui permettrait d’exclure tout risque de contamination
infectieuse au cours du stocka ge des tissus ovariens a long terme, est a ce jour a I’état de test
au sein du service de B iologie et médecine de la reproduction du CHU E staing a Clermont-
Ferrand. Une autre alternative en voie de développement consisterait a stocker les échantillons
cryoconservés en vapeurs d’azote ouen cuves dites seches (Bielanski, 2005; Cobo et al.,

2010). Ce systeme de stockage des échantillons biologiques en cuve seéche est a ce jour a I'état

137



Discussion générale
Perspectives

de test au sein du servi ce de Biologie et médecine de la repr oduction du CHU Estaing a

Clermont-Ferrand.

2. Evaluation de lefficacité de notre protocole de congélation lente du tissu ovarien

Analyse statique

L’appréciation de la qualité des follicules ovariens est 'examen de référence pour I’évaluation
des procédures de c ongélation, puisqu’ils représentent le capital fertilit¢ (Isachenko et al.,
2010). Toutefois, il nous semblait important d’étudier, outre les follicules, la qualité du stroma
et de 1’endothélium vasculaire ovarien compte tenu de leur implica tion respective dans la

folliculogenese et la reprise de la greffe.

L’analyse statique comparant les tissus frais et congelés/décongelés, a montré une bonne
préservation de la viabilité et de la morphologie folliculaire. Néanmoins, le stroma semble
plus sensible aux effets déléteres de la congélation en comparaison aux follicules. Une
augmentation significative (de I'ordre de 10 %) du taux de fragmentation ’ADN évalué par la
méthode TUNEL, a en effet ¢été observée dans les cellules stromales. La technique TUNEL
appliquée sur coup es histologiques permet un e appréciation globale de la fr agmentation
d’ADN. Une meilleure compréhension des mécanismes mis en jeu dans la fragmentation
d’ADN est nécessaire avant d’envisager une optimisation de notre procédure de congélation
lente au regard de la qualité du compartiment stromal. L’analyse de ’expression de marqueurs
plus précoces de I'apoptose tels que le systéme Fas/Fas ligand appartenant a la voie dite
« extrinséque » (Xiao et al., 2010a) et Bax, Bcl2 appartenant a la voie « intrinséque » (Fabbri
et al., 2003; F auque et al., 2007), associée a une analyse en microscopie électronique a
transmission (MET) devraient étre envisagées afin de définir sila fragmentation ’ADN
observée dans le stroma cryoconserveé est la conséquence d’une mort cellulaire par apoptose

ou par nécrose.

L’étude de la qualit¢ de l'endothélium vasculaire ovarien a ¢ té réalisée par ma rquage
immunohistochimique du CD31, molécule d’adhésion cellulaire de I’endothélium vasculaire.
En comparaison autissu frais, aucune anomalie histologique notable n’a été¢ observée au

niveau de I'endothélium vasculaire des tissus décongelés. Toutefois, l'immunomarquage CD31
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n’offre qu'une approche globale de la qualit¢ de I'endothélium vasculaire et une analyse

fonctionnelle par xénogreffe serait nécessaire afin d’évaluer sa fonctionnalité.

Analyse fonctionnelle

Des travaux préliminaires réalisés dans notre équipe avaient montré des résultats
encourageants en termes de reprise du développement folliculaire aprés xénogreffe de tissus
ovariens congelés/décongelés selon notre protocole (Schubert ef al., 2008). Toutefois, d’autres
¢tudes sur la fonctionna lité des tissus décong elés étaient n écessaires afin de démontrer la
faisabilit¢ de notre protocole de congélation a visé e thérapeutique. Complémentaire aux
études in vivo, la culture in vitro est une méthode d’évaluation de la fonctionnalité ovarienne
aprés congélation/décongélation. En outre, elle constitue une approche pour comprendre les
mécanismes de régulation de la croissance folliculaire. Ces derniéres années, la maturation de
follicules ovariens in vitro est également apparue comme une alternative prometteuse de

restauration de la fertilité féminine sans risque de transmission de cellules néoplasiques.

Le systéme de culture (milieu et support de culture) utilisé pour la culture d’explants ovariens
humains a été établi a partir de travaux réalisés sur le modele murin (laboratoire Follicle

Biology, UZ Bruxelles) avec quelques adaptations.

L’interaction follicules-stroma étant indispensable a I'activation et I'initiation de la croissance
des follicules primordiaux, la méthode de culture d’explants ovariens a été choisie (Hovatta et
al., 1999; Sadeu and Sm itz, 2008; Telfer et al., 2008). La culture sur plaq ue recouverte dun
hydrogel (Ultra Low-Attachment plate) limite I’adhésion du tissu au support, permettant ainsi
un maintien de 1’architecture 3D du tissu en culture. Techniquement plus simple d’utilisation
quune matrice 3D d’alginate, ce systtme de culture avait fourni d ’excellents résultats en
termes de maturation de follicules secondaires murins isolés (Sanchez et al., 2012). A notre
connaissance, notre étude est la premicre rapportant l'utilisation d’'un systéme de type « Low-

attachment » pour la culture d’explants ovariens humains.

Le milieu de culture utilisé est supplémenté en HSA et insuline-transferrine-sélénium
favorisant les activités métaboliques et hormonales associées a la croissance folliculaire
in vitro (Wright et al., 1999). La supplémentation en acide ascorbique permettrait de réduire
I'apoptose et préserverait la structure sphérique des follicules en maintenant I'intégrité¢ de la

membrane basale (inhibition des métalloprotéases matricielles) (Murray et al., 2001; Telfer et
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al., 2008). Le milieu de culture contient également de la FSH dont I’effet bénéfique sur la

survie des follicules humains en culture a été rapportée (Wright et al., 1999).

Dans notre étude, 1’analyse histologique standard montre, une aug mentation de la proportion
de follicules secondaire au détriment des follicules primordiaux et primaires, suggérant une
activation de la croissance folliculaire au cours de la culture. L’augmentation de la
concentration en E2 dans les surnag eants de culture témoigne non seu lement de 1’activité
fonctionnelle des follicules décongelés en culture mais également de leur croissance ; 'E2
¢tant séerétée des le stade de follicule secondaire. L'immunomarquage positif pour I’antigéne
PCNA, associée a la présence de mitoses dans les cellules folliculeuses, attestent du sta tut

prolifératif de ces cellules au cours de la culture des tissus décongelés.

Compte tenu du faible nombre de follicules observés a I'issue de la culture in vitro, cette étude
fonctionnelle devra étre complétée en incluant un nombre plus important de patientes afin
d’augmenter la significativité de nos résultats. L’analyse de la croissance folliculaire pourrait
étre complétée par I’étude de I’expression de marqueurs de transition tels que le facteur de
croissance GDF-9 ou les récepteurs a la FSH respectivement exprimés par 1’ovocyte et les
cellules folliculeuses dés le stade de follicule primaire. De plus, une étude de I'expression du
marqueur KGF (keratinocyte growth factor), facteur de croissance sécrété par les cellules de
la pré-théque nouvellement recrutées, permettrait une évaluation de la qualité du stroma au
cours de la culture. L’étude de I'expression de ces marqueurs pourra étre envisagée soit par une
approche immunohistochimique sur les t issus, soit transcriptomique (RT-qPCR) permettant

une analyse quantitative de 'expression des genes correspondants.

Compte tenu du taux ¢élevé d'atrésie folliculaire observé au cours de la culture (62 et 50 %
respectivement apres 6 et 12 jours de culture in vitro), une optimisation de notre s ystéme de
culture d’explants ovariens décongelés est nécessaire. Des modifications dans la composition
du milieu de culture tels qu'une supplémentation en GDF-9, BMP15 et IGF-I, devraient étre
envisagées afin d’améliorer la survie des follicules et I'entrée en croissance des follicules en
culture (Hreinsson et al., 2002b; Kedem et al., 2011; L ouhio et al., 2000). De plus, une

manipulation (utilisation d’activateurs/inhibiteurs) des voies de signalisations impliquées dans
I'activation de la croissance folliculaire telle que la voie PI3K/Akt/mTORCI, serait une
stratégie originale pour augmenter le rendement des follicules en croissance au cours de la

culture (Li et al., 2010).
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Si la culture in situ est requise pour permettre une activation de la croissance des follicules de
réserve au sein du cortex ovarien, une modification de systéme de culture semble nécessaire
pour poursuivre la folliculogenése au-dela du stade de follicule secondaire. Sur le modéle de
Telfer et al., un systéme de culture en 2 étapes pourrait étre envisagé (Telfer et al., 2008). La
premicre étape, consistant a la culture d’explants ovariens permettrait une activation de la
croissance folliculaire jusquau stade de follicule secondaire en 6 jours. Les follicules
secondaires obtenus pourront étre ensuite isolés du cortex et mis en culture en systéme 3D de

type Ultra Low-Attachment.

En conclusion, le protocole de congélation lente que nous avons développé permet de

préserver la qualité des différentes structures constituant le tissu ovarien et la fonctionnalité de
folliculaire. En perspective, il serait intéressant de réaliser une étude comparant la qualité d'un
méme tissu ovarien congelé en par allele selon notre protocole et ¢ elui de Gosden et al.,
classiquement appliqué en thérapeutique (Gosden ef al., 1994). Une étude préliminaire
réalisée dans notre équipe a partir d’échantillons ovariens recueillis chez 5 pa tientes, n’a
montré aucune différence significative entre les 2 prot ocoles de congélation lente (notre
protocole versus Gosden) en termes de préservation dela morphologie etd e lintégrité
nucléaire des follicules et du stroma (résultats non présentés). Compte tenu du faible nombre
de follicules analysés, cette étude préliminaire, devra étre complétée par un nombre plus
important de patientes. De plus, 1 ’analyse statique devra étre complétée par une étud e

fonctionnelle par culture in vitro des tissus cryonservés selon les 2 protocoles.

Compte tenu de 1’absence de consensus quant aux protocoles appliqués aussi bien au niveau
des milieux cryoprotecteurs, que des programmes de refroidissement, une standardisation de
la procédure de CTO a usage thérapeutique est nécessaire. La validation de notre étude
permettrait d’envisager dans I'avenir une prise de brevet sur notre procéd ure de con gélation

lente du tissu ovarien et/ou 'obtention de la norme CE pour le milieu de congélation.

D. Mise au point d’un protocole de vitrification du tissu ovarien humain

Ces derniéres années, la vitrification est ap parue comme une technique prometteuse pour la

cryoconservation de systémes biologique complexes tels que le tissu ovarien. Toutefois, les
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¢tudes systématiques comparant la qualité d'un méme tissu ovarien cryoconservé en parallele

par congélation lente et vitrification, sont peu nombreuses et les conclusions contradictoires.

1. Mise au point d’un protocole de vitrification

La procédure de vitrification que nous avons d éveloppée consiste d’une part en une mise en
contact des tissus en présence d'un milieu chimiquement défini cont enant un mélange de

cryoprotecteurs et d’autre part, a leur vitrification par la méthode dite « en goutte ».

Milieu cryoprotecteur

Le principe de la vitrification repose sur 1 "utilisation de cr yoprotecteurs en concent rations
¢levées permettant d’augmenter la viscosité des milieux extra- et intracellulaires indispensable
a lobtention d'un état vitreux (amorphe). Afin de réduire latox icité dela solution
cryoprotectrice, nous a vons utilis€ une combinaison de 3 c ryprotecteurs permettant de
diminuer leurs concentrations respectives, sans altérer les propriétés vitrifiantes de la solution
(Fahy, 1986). Couramment utilisés en pratique clinique pour la cryoconservation d’embryons
et dovocytes, le PrOH et 'EG ont été choisis comme cryoprotecteurs pénétrants en raison de
leur faible toxicité cellulaire (Bautista and Kanagawa, 1998; Pegg, 2007). Une étude récente
comparant l'efficacité de différentes combinaisons de cryoprotecteurs pour la vitrification de
tissu ovarien murin, a montré une supériorité¢ de la combinaison [EG (20 %, v/v) + PrOH (20
%)] en com paraison aux combinaisons [EG (20 %) + DMSO (20 %) ] et [PrOH (20 %) +
DMSO (20 %)], en termes de préservation de I'intégrité et de la fonctionnalité de ces tissus
(Zhang et al., 2010). L ’addition de raffinose ala  solution cryoprotectrice contribue a
augmenter la viscosité du milieu extracellulaire indispensable pour I'obtention de I'état vitreux,
et permetd ’éviter les chocs osmotiques notamment au cours de la procédu re de
réchauffement. L équipe de dela Pena et al. a rapporté pour la premicere fois, la naissance de 6
souriceaux en bonne san té apres culture in vitro de follicules préantraux vitrifiés/réchauffés.
Le milieu cryoprotecteur utilisé pour la vitrification des follicules préantraux contenait de
I'EG (6 M) et du raffinose (0,3 M) comme cryoprotecteurs (dela Pena et al., 2002). Bagis et
al. ont montré le bénéfice d’'une supplémentation du milieu cryoprotecteur [DMSO (2,75 M) +

PrOH (2,75 M)] avec 1 M de raffinose en comparaison au sucrose ou tréhalose, sur la survie
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des embryons murins (stade pronu cléaire) vitrifiés/réchauffés et leur potentiel de
développement in vitro, jusqu’au stade blastocyste (Bagis et al., 2004). Méme si ces résultats
ont été rapportés sur un systeme cellulaire, il nous semblait intéressant d’utiliser le raffinose

comme cryoprotecteur pour la vitrification du tissu ovarien.

Afin de limiter les chocs osmotiques, la mise en contact des tissus a vec le mélange de
cryoprotecteurs a ¢été¢ réalisée par augmentation progressive (en 3 étapes) de leur

concentration.

Vitrification des tissus ovariens

La vitrification nécessite une descente en température extrémement rapide afin d’éviter
I'apparition de cristaux de glace et permettre I'induction de I’état amorphe. A ce jour, il n’existe
pas de dispositif commercialisé adapté a la vitrification de tissu ovarien. Dans notre étude
nous avons utilisé la technique de vitrification des tissus dite « en goutte ». Cette technique
permet une de scente en température ultrarapide par contact direct de I’échantillon et d’'une
quantité minimale de milieu cryoprotecteur avec l'azote liquide. Compte tenu du c aractere
expérimental de cette méthode et du risque de contamination infectieuse par contact direct
avec l'azote liquide, cette procédure de vitrification ne peut €tre réservée qu’a une application
en recherche clinique. Dans I'avenir, il serait donc nécessaire de développer un systeme fermé
« haute sécurité » assurant une totale p rotection et isolation du cort ex ovarien d e I'azote

liquide pendant la procédure de vitrification et le stockage.

2. Evaluation de lefficacité de notre protocole de vitrification du tissu ovarien

L’efficacité de notre protocole de vitrification a été évaluée par comparaison au protocole de
congélation lente pré alablement validé. Les 2 méthodes de cr yoconservation ont été
appliquées en parallele sur le tissu ovarien provenant d'une méme patiente (n=5) afin de

minimiser la variabilité inter-patiente.

Compte tenu de la quant ité¢ de tissu requise pour appliquer les 2 méthodes de congélation en
parallele, I'étude de la viabilité folliculaire avant et aprés cryoconservation n’a pu étre réalisée.
Toutefois, I'analyse histologique de référence présente des résultats prometteurs puisqu’aucune

différence significative n’a été observée en termes de préservation de la morphologie et de la
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densité folliculaire entre les 2 mé thodes de cryoconservation (congélation lente versus
vitrification). De plus, notre procédure de vitri fication n’augmente pas le pourc entage de
follicules et de cellules stromales présentant une fragmentation ’ADN en comparaison aux

tissus frais et congelés/décongelés.

Cette ¢tude préliminaire devra étre poursuivie en incluant un nombre plus important de

patientes. En perspectives, il serait intéressant de compléter cette étude comparative par une
analyse en MET des tis sus frais et ¢ ryoconservés selon les 2 mét hodes (congélation lente
versus vitrification). La MET permettrait une évaluation de I’'impact de la cryoconservation
sur l'ultrastructure des différents compartiments ovariens : follicules, stroma et endothélium
vasculaire. De plus, [’étude statique devra €t re complétée par une an alyse fonctionnelle par
culture in vitro etx énogreffe des tissus ovar iens cryoconservés selon les 2 méthodes

(congélation lente versus vitrification) afin de mieux évaluer son retentissement sur la qualité

du tissu ovarien cryoconserve.

En conclusion, le protocole de vitrification que nous avons dé veloppé présente des résultats
trés encourageants en termes de préservation de la qualité du tissu ov arien humain. Ces
résultats associés a sa facilité d’application technique, en font donc une technique prometteuse
pour Poptimisation des techniques de CTO. Dans l'avenir, des études complémentaires de la
qualité des tissus ovariens vitrifiés et le développement d’'un systéme fermé aseptique adapté a
la vitrification de ces tissus devront étre réalisés avant d’envisager la vitrification comme une

alternative a la congélation lente pour la CTO a visée thérapeutique.
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Résumeé

La cryoconservation du tissu ovarien (CTO) permet aujourd’hui de préserver la fertilité des
femmes et jeunes filles devant subir un traitement potentiellement gonadotoxique ou souffrant
de pathologie a l'origine d'une insuffisance ovarienne prématurée. En vue d’optimiser les
procédures de CTO, | ’objectif de notre trav ail aport ¢ d’'une part sur la validation d’un
protocole original de congélation lente du tissu ovarien applicable en thérapeutique et d’autre

part, sur le développement d’un protocole de vitrification.

L’analyse statique du tissu ovarien congelé selon notre protocole de con gélation lente montre
des résultats similaires en comparaison a ceux obtenus avec le tissu frais en termes de qualité
des follicules et de I'endothélium vasculaire ovarien. Néanmoins, le stroma semble plus
sensible aux effets d ¢léteres de la con gélation. L’analyse fonctionnelle montre que le tissu
ovarien congelé/décongelé présente une folliculogenese active apres 12 jours de culture
in vitro. Les mesures des concentrations en cestradiol dans les milieux de culture et I'étude
immunohistochimique du facteur de prolifération PCNA (proliferating cell nuclear antigen)

témoignent en effet de l'activité fonctionnelle des follicules décongelés en culture.

Dans un second temps, nous avons développé un protocole de vitrification du tissu ovari en.
Pour évaluer son e fficacité, nous avons réalis¢ une analyse statique du ti ssu ovarien vitrifié
selon ce protocole versus notre protocole de congélation lente validé. Les résultats obtenus ne
montrent aucune différence significative entre les deux méthodes, en termes de prése rvation

de la morphologie et de I'intégrité nucléaire des follicules et du stroma ovarien.

En conclusion, notre p rotocole de congélation lente prés erve la qual ité des diffé rents
compartiments constituant le tissu ovarien et la fonctionnalité de ce tissu. Ces donné es
viennent compléter des travaux préliminaires de I'équipe et permettent de valider ce protocole

envisageable maintenant en thérapeutique.

La procédure de vitrification développée présente une efficacité similaire a la procédure de
congélation lente en termes de préservation de la qualité des follicules et du stroma ovarien.
Néanmoins, il serait nécessaire de poursuivre I'étude de I’efficacité de ce protocole par une

analyse fonctionnelle.

Mots clés : cryoconservation du tissu ovarien h umain e congélation lente e vitrification e

culture in vitro



