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Résumé : La cryoconservation de cortex
ovarien est la seule technique envisageable pour
les patientes pré-pubéres et les femmes dont la

pathologie  nécessite  I’administration  d’un
traitement  hautement  gonadotoxique  dont
I’initiation ne peut étre différée.

L’autotransplantation est jusqu’a présent la seule
méthode disponible de réutilisation du tissu
ovarien cryoconservé, et a permis d’obtenir plus
de 130 naissances dans le monde, dont trois au
CHRU de
pathologie néoplasique a risque de localisation

Besangon. Toutefois, en cas de

métastatique ovarienne, cette technique peut
présenter un risque de réintroduction de cellules
malignes susceptibles d’étre présentes dans le
greffon. Des méthodes alternatives a I’autogreffe
fondées

de tissu ovarien cryopréservé sur

I’utilisation de follicules ovariens isolés sont
actuellement en développement. L’objectif de
cette thése a ¢ét¢ de développer un protocole
permettant 1’isolement et la qualification de
follicules ovariens qui pourront &tre utilisés en
thérapie cellulaire a usage humain. Dans un
premier temps, une validation de la technique
d’isolement de follicules ovariens a été réalisée a
partir de la dissociation de fragments de cortex
ovarien, issus de patientes ayant subi une résection

perccelioscopique,

a I’aide d’une collagénase NB6 produite selon les
bonnes pratiques de fabrication. Les follicules
ainsi obtenus ont été analysés en termes de
viabilit¢ (immédiate et aprés culture in vitro),
rendement, morphologie et état prolifératif. Dans
un deuxieme temps, la sécurité carcinologique des
suspensions folliculaires obtenues aprés isolement
a été évaluée par cytométrie en flux multicouleurs
a I’aide d’une modé¢lisation ayant consisté en la
contamination de suspensions folliculaires avec
des cellules de patients
souffrant de leucémies aigiies myéloides (LAM)

leucémiques issues
ou lymphoblastiques (LAL) d’immunophénotype
connu. La collagénase NB6 a permis 1’isolement
d’un grand nombre de follicules vivants,
principalement au stade primordial, et dont la
majorité était non activée, méme apres trois jours
de culture in vitro dans un gel de fibrine. La
technique d’isolement suivie de trois lavages a
permis  d’éliminer
préalablement  ajoutées suspensions
folliculaires dans 23 cas sur 24, sans endommager
les follicules isolés. La cytométrie en flux

les cellules leucémiques

aux

multicouleurs est une technique d’analyse efficace
pour évaluer la contamination par des cellules
leucémiques, de contenant des
protocole
d’isolement de follicules ovariens humains, ayant
été¢ réalisé avec la collagénase NB6 de grade
clinique, peut é&tre envisagé pour une
reconstruction ovarienne a visée thérapeutique
humaine.

suspensions

follicules  ovariens isolés. Le




Title : Biological qualification of cryopreserved ovarian tissue grafts. Contribution to
the codification of re-use techniques in cases of neoplastic disease.

Keywords : Collagenase NB6, good manufacturing practices, isolated ovarian follicles, purification,

leukemic cells.

Abstract: The cryopreservation of
ovarian cortex is the only technique available for
prepubertal their
pathology requires the administration of a highly

girls and women when
gonadotoxic treatment whose initiation cannot be
delayed. Autotransplantation has so far been the
only available method to re-use cryopreserved
ovarian tissue, and has resulted in more than 130
births worldwide, including three at the Besancon
Hospital. However, in cases of neoplastic disease
with a risk of ovarian metastatic localization, this
technique may present a risk of reintroducing
malignant cells likely to be present in the graft.
Alternative methods to cryopreserved ovarian
tissue autograft based on the use of isolated
ovarian follicles are currently under development.
The aim of this thesis was to develop a protocol
allowing the isolation and the qualification of
ovarian follicles that can be used in cell therapy
for human purposes. In a first step, a validation of
the technique to isolate ovarian follicles was
carried out from the dissociation of cortical
ovarian  fragments, taken
undergoing a laparoscopic ovarian drilling, using

from patients

collagenase NB6 which is produced according to
good manufacturing practices.

Follicles thus obtained were analyzed in terms of
viability (before and after in vitro culture), yield,
morphology and proliferative state. In a second
step, the carcinologic safety of follicular
suspensions  obtained after isolation was
evaluated by multicolor flow cytometry using a
model involving the contamination of follicular
suspensions with leukemic cells from patients
suffering from acute myeloid leukemia (AML) or
acute lymphoblastic leukemia (LAL) with known
immunophenotype. Collagenase NB6 has allowed
the isolation of a large number of viable follicles,
mostly at the primordial stage and the majority of
which were unactivated even after three days of
in vitro culture in a fibrin matrice. Our isolation
technique followed by three washes has allowed
the elimination of leukemic cells previously
added to follicular suspensions, in 23 out of 24
without damaging isolated follicles.
Multicolor flow cytometry is an effective
analytical technique for assessing leukemic cell
contamination of suspensions containing isolated
ovarian follicles. The protocol to isolate human
ovarian follicles, performed with the clinical
grade collagenase NB6, may be considered for an
ovarian reconstruction to human therapeutic
purposes.
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1. Structure et fonctions de ’ovaire

1.1. Notions d’anatomie microscopique
Dans I’espece humaine, la femme posséde deux ovaires droit et gauche, situés dans la

cavité pelvienne. Ils mesurent environ 4 cm de long et 2 cm de large, et sont divisés en deux

régions : la région corticale et la région médullaire.

Région corticale

La surface de I’ovaire est limitée par un épithélium dit germinatif, sous lequel on trouve le
stroma qui constitue une dense couche de tissu conjonctif appelée albuginée. Sous
I’albuginée, le cortex correspond a la partie qui contient les follicules ovariens a différents
stades de leur croissance, répartis de manicre aléatoire parmi les cellules conjonctives.

La distribution folliculaire au sein du cortex est trés hétérogeéne, pouvant varier du simple au
double dans différentes régions du méme ovaire et entre les deux ovaires d’une méme femme
(Schmidt et coll., 2003). Toutefois, les follicules primordiaux, qui constituent la réserve
ovarienne, sont localisés au niveau de la surface corticale, a 1-2 mm d’épaisseur (Silber,
2016).

Région médullaire

Située dans la partie la plus interne de 1’ovaire, cette région est constituée principalement de
tissu conjonctif plus lache, et renferme de nombreux vaisseaux sanguins, vaisseaux
lymphatiques ainsi que des nerfs (Oktem and Oktay, 2008) (Figure 1). Lors de leur
croissance, les follicules ovariens vont progresser de maniere dynamique de la corticale vers

la médullaire.
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Figure 1. Coupe histologique d'un ovaire de chat apreés coloration au Trichrome de Masson. 1. Cortex; 2. Médullaire;
3. Epithélium germinatif; 4. Couches de follicules primordiaux; 5. Follicule primaire; 6. Follicule secondaire; 7.
Follicule antral; 8. Corp jaune; barre d’échelle : 100 pm (Service de Biologie et de Médecine de la Reproduction,
Cryobiologie - CHRU Besancon).

1.2. Fonctions de I’ovaire

L’ovaire a deux fonctions essentielles : la maturation d’un ovocyte compétent et prét a
étre fécondé (fonction exocrine), ainsi que la sécrétion d’hormones stéroides sexuelles
requises pour la folliculogenése et 1’ovulation qui vont permettre la fécondation,
I’établissement de la grossesse (fonction endocrine) et également agir sur les organes cibles

tels que 'utérus.

2. Réserve ovarienne

Les follicules primordiaux constituent la réserve ovarienne. La dynamique de cette
réserve est déterminée par le nombre de follicules primordiaux formés, et elle est sous

contrdles génétiques et moléculaires (Pelosi ef coll., 2015).
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La folliculogenése commence deés le stade feetal, et continuera jusqu’a ce que la réserve
ovarienne soit épuisée durant la ménopause.

Chez I’Homme, les follicules sont produits a partir de cellules germinales primordiales
localisées au niveau des gonades en développement. En effet, les cellules germinales
primordiales apparaissent pour la premiére fois entre la 3™ et 5™ semaine de grossesse au
niveau du diverticule allantoidien le long du mésentere dorsal (Hirshfield, 1991). Durant la
7°™¢ semaine, les cellules germinales primordiales vont coloniser le tissu gonadique et seront
appelées ovogonies. Leur nombre va augmenter considérablement du fait de plusieurs
divisions mitotiques, passant de 10000 a 600000 a la 8™ semaine, pour atteindre 6x10° a la

20°m semaine de grossesse (Oktem and Urman, 2010) (Figure 2).
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Figure 2. Estimation de la population de cellules germinales dans ’ovaire d’un feetus humain (tiré d’une analyse de
Baker (1963) et Forabosco et Sforza (2007) (Kerr et coll., 2013)).

Les mitoses vont ensuite cesser, et la méiose va commencer. A cet instant, les ovogonies vont
devenir des ovocytes, qui vont progresser dans la méiose jusqu’a finalement s’arréter au stade
diploténe de prophase I (Borum, 1961). Les premiers follicules primordiaux apparaissent a la
15%m¢ semaine de grossesse.

Du 6°™ au 9°™ mois de grossesse, certains ovocytes vont dégénérer par apoptose, tandis que
les ovocytes restant vont s’entourer d’une couche de cellules somatiques pour former les
follicules primordiaux (Grive and Freiman, 2015; Hannon and Flaws, 2015).
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Certains de ces follicules primordiaux vont entrer en croissance avant la naissance et par la
suite mourir par apoptose. A la naissance le stock de follicules primordiaux est de ce fait
estimé a environ 1x10° cependant ce stock va diminuer progressivement jusqu’a environ
400000 a la puberté. Chez les femmes en age de procréer, 99 % des follicules vont subir une
atrésie. Cela signifie que seuls environ 400 follicules vont atteindre le stade ovulatoire chez
une femme (Baker, 1971).

3. Folliculogenése

3.1. Description morphologique

La folliculogenese a deux fonctions principales : la libération d’un complexe cumulo-
ovocytaire nécessaire a la fécondation, et la formation d’un corps jaune qui induit la
production de progestérone et d’cestradiol permettant de maintenir la grossesse (Oktem and
Urman, 2010).
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Figure 3. Coupe histologique de follicules ovariens de chat a différents stade de croissance, aprés coloration au
trichrome de Masson : (A) follicules primordiaux; (B) follicule primaire; (C) follicule secondaire ; (D) follicule antral ;
barre d’échelle = 100 pm (Service de Biologie et de Médecine de la Reproduction, Cryobiologie - CHRU Besancon).

Les follicules primordiaux, d’un diamétre moyen de 35 um, contiennent un ovocyte
d’environ 30 pm bloqué au stade diploténe de la prophase de la premiere division méiotique.
L’ovocyte est composé d’un volumineux noyau central, et il est entouré d’une couche de
cellules folliculeuses de forme aplatie (cellules de la pré-granulosa).

Le recrutement des follicules primordiaux quiescents puis leur activation commence durant la
vie feetale, et continuera jusqu’a ce que le stock de la réserve ovarienne soit épuisé durant la
ménopause. L’activation folliculaire va induire un changement morphologique et les cellules
folliculeuses vont devenir cubiques. Le follicule dit primaire posséde un diameétre pouvant
aller de 40 a 60 um, et ’ovocyte sera délimité par une couche de glycoprotéines appelée zone
pellucide.
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Les cellules de la granulosa vont subir une expansion mitotique et seront positionnées en
multicouches (3 a 4 couches en moyenne en début de croissance), autour de 1’ovocyte dont le
diamétre va également croitre pouvant aller de 60 a 80 um. Les cellules de la granulosa seront
entourées par une fine membrane appelée la membrane de Slavjanski. Ce stade dit pré-antral
(avant la formation de I’antrum) est aussi caractéris¢€ par la formation d’une théque interne en
périphérie du follicule. Le follicule est alors appelé follicule secondaire, et son diamétre est de
60 a 180 pum.

Les follicules vont subir une période de croissance durant laquelle leur diameétre va passer de
0,2 a 10 mm. Les follicules seront caractérisés par la présence d’une cavité centrale, appelée
antrum située au niveau des cellules de la granulosa dont la taille et le nombre va encore
augmenter. La croissance folliculaire observée, jusqu’au stade pré-ovulatoire, s’effectue
essentiellement par I’accroissement du volume de I’antrum. A ce stade, la vascularisation sera
plus importante, et une couche de cellules fibroblastiques va se différencier en cellules
théquales pour former la théque externe qui va délimiter la périphérie du follicule. La
formation de I’antrum folliculaire indique le début du stade antral et donc le développement
du follicule antral (Gougeon, 1986; Oktem and Urman, 2010).

Le follicule antral, ayant atteint 20 mm et composé d’un ovocyte entouré d’une zone pellucide
d’environ 120 pm de diametre, sera le plus mature dans 1’ovaire humain. Chaque cycle
menstruel nécessite la présence d’un follicule antral, dont le recrutement, cyclique, est
gonadotrophines-dépendant (Hannon and Flaws, 2015) (Figure 3).

La maturation folliculaire est cyclique et gonadotrophines-dépendant. En effet, elle est sous
I’influence de 1’hormone lutéinisante (« Luteinizing Hormone », LH) et de I’hormone
folliculo-stimulante (« Follicle-Stimulating Hormone », FSH). La sécrétion de ces hormones
est due a la libération de I’hormone GnRH (« Gonadotropin Releasing Hormone ») au niveau
de I’hypothalamus (Hawkins and Matzuk, 2008).

Cette maturation est caractérisée par la reprise de la méiose au sein de 1’ovocyte, on parle
donc de maturité méiotique. La premiere division de méiose va s’achever et la deuxieéme
division va s’effectuer jusqu’a son arrét au stade métaphase 2. A cet instant, le follicule sera
dit ovulatoire, ou follicule de De Graaf.

L’ovulation a lieu au 14°™ jour du cycle menstruel (pour un cycle de 28 jours), et correspond
a I’expulsion de I’ovocyte bloqué au stade diploténe de prophase I, sous 1’action d’cestradiol,
due a un pic de LH. La structure restante du follicule va se transformer en corps jaune.
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L’ovocyte sera activé lors de la fécondation par le spermatozoide et finira alors sa méiose. S’il
n’y a pas de fécondation, I’ovocyte dégénérera. A la fin du cycle ovarien, les activités de
synthése diminuent et le corps jaune va se résorber pour ne laisser qu’une trace cicatricielle ou
corpus albicans (Hawkins and Matzuk, 2008).

Dans I’espece humaine, il faudra environ trois mois pour qu’un follicule pré-antral atteigne la

taille ovulatoire.

3.2 Dynamique de la folliculogenése

La folliculogenése peut étre divisée en quatre phases : I’initiation de la croissance
folliculaire ou recrutement, la croissance basale, la sélection et la dominance (Figure 4).
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Figure 4. Schéma représentant les quatre phases de la folliculogenése chez I’Homme, décrivant la durée de chaque
phases, la taille des follicules et la sensibilité des cellules de la granulosa aux hormones gonadotropes. GCs : granulosa
cells (Gougeon, 2010).
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3.2.1. L’initiation ou recrutement

L’initiation de la croissance folliculaire est controlée par de nombreux facteurs d’origine
ovocytaire et somatique agissant essentiellement selon un mode paracrine et autocrine.

En effet, une fois la population de follicules primordiaux formée, trois destins différents sont
possibles :

- soit ils vont rester quiescents afin de constituer la réserve ovarienne,
- soit ils vont dégénérer par mort programmée appelée apoptose,

- ou alors ils vont s’activer pour devenir des follicules primaires par un processus appelé
recrutement folliculaire (McGee and Hsueh, 2000).

Le recrutement folliculaire est gonadotrophines-indépendant, il est régulé par des facteurs de
croissance en relation avec différentes voies de signalisation. La perturbation de ces voies de
signalisation due a des changements environnementaux ou génétiques peut avoir des
conséquences irréversibles sur la reproduction (Grive and Freiman, 2015) (Figure 5).
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Figure 5. Schéma récapitulatif des différents éléments pouvant étre impliqués dans I’activation des follicules
primordiaux (Service de Biologie et de Médecine de la Reproduction, Cryobiologie - CHRU Besangon).
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Régulation du développement des follicules primordiaux par les hormones, les facteurs de
croissances et les cytokines

L’hormone anti-miillerienne (AMH) n’est pas exprimée par les follicules primordiaux,
mais elle posséde la capacité de bloquer leur développement (Durlinger et coll., 1999;
Durlinger et coll., 2002). Elle est exprimée par les follicules secondaires, pré-antraux et
antraux au niveau des cellules de la granulosa (Weenen et coll., 2004). Cette hormone est
produite a la 36°™ semaine de grossesse puis atteint son niveau le plus haut a la puberté. Les
taux d’AMH vont diminuer avec 1’age jusqu’a devenir indétectable a la ménopause (de Vet et
coll., 2002) (Figure 6).
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Figure 6. Evolution des taux plasmatiques d’AMH au cours de la vie d’une femme (Visser, 2006).

L’AMH est utilisée comme marqueur d’évaluation de la réserve ovarienne, son taux pouvant

étre détecté dans un échantillon sanguin (Oktem and Urman, 2010).

- Le facteur de croissance et de différentiation 9 (GDF-9) est un membre de la famille des
TGFp, tout comme ’AMH. Il est exprimé par I’ovocyte des follicules primaires. Des
expériences de culture de tissus ovariens humains ont permis de démontrer que le GDF-9
avait un role dans la survie et 1’activation des follicules primordiaux (Hreinsson et coll.,

2002).
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- La protéine morphogénétique osseuse 15 (BMP-15), pourrait aussi jouer un rdle dans le
développement folliculaire, en agissant en synergie avec le GDF-9. La protéine
morphogénétique osseuse 14 (BMP-14) qui, contrairement au BMP-15, est exprimée par les
cellules stromales ovariennes et par les cellules de la théque, serait nécessaire a la transition
du follicule primordial au primaire (Eppig, 2001; Skinner, 2005).

- Le kit ligand (ou facteur des cellules souches SCF) jouerait également un rdle dans la
transition du follicule primordial au follicule primaire, et est exprimé par les cellules de la

granulosa des follicules en croissance (Fortune, 2003; Picton, 2001).

- Le facteur de croissance fibroblastique (bFGF), est lui aussi un régulateur positif. Il est
exprimé par les cellules de la granulosa des follicules pré-antraux, et non par les follicules
primordiaux (Fortune, 2003; Skinner, 2005).

- D’autres facteurs sont impliqués dans la régulation du développement des follicules
primordiaux de manicre indirecte. L’activine A est un membre de la famille des TGFp,
produit par les cellules de la granulosa des follicules primaires aux follicules antraux (Martins
da Silva et coll., 2004). Les effets de I’activine A sur le développement folliculaire sont
controversés car des résultats contradictoires ont été observés au cours d’études in vitro en
fonction de 1’age, de la dose ainsi que du stade de développement des follicules étudiés
(Cossigny et coll., 2012; Ding et coll., 2010). Une étude de Ding et coll., réalisée sur des
follicules ovariens humains a montré que I’activine A aurait un effet inhibiteur dose-
dépendant sur 1’activation des follicules primordiaux humains in vitro. Cet effet serait indirect
car di a I’action d’autres cellules ovariennes notamment les cellules stromales (Ding ef coll.,
2010).

Régulation du développement des follicules primordiaux par les molécules de la voie de
signalisation des phosphatidylinositol kinases 3 (PI3Ks)

Plusieurs ¢études sur des modeles de souris mutantes ont démontré I’implication de
différentes molécules de la voie de signalisation des PI3Ks dans la régulation du
développement des follicules primordiaux. Cette voie de signalisation permettrait de
maintenir les follicules primordiaux a un niveau basal stable. Néanmoins, une élévation de
I’expression des PI3Ks induirait 1’activation des follicules primordiaux, et au contraire une
suppression de cette voie induirait 1’atrésie des follicules primordiaux (Oktem and Urman,
2010; Zheng et coll., 2012) (Figure 7).
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Figure 7. Schématisation de la régulation de la réserve ovarienne par la voie de signalisation des PI3Ks (Zheng et coll.,
2012).

Chez les mammiferes, les PI3Ks sont des kinases lipidiques responsables de la migration,
croissance et prolifération cellulaire. Chez ’homme, les PI3Ks de classe 1a sont activées par
de nombreux facteurs de croissance tels que 1’insuline, le facteur de croissance épidermique
(EGF) ou le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF). Le recrutement des PI3Ks
cytoplasmiques vers la membrane interne cellulaire va engendrer la production de
phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphate (PIP3) a partir de phosphatidylinositol diphosphate
(PIP2) (Adhikari and Liu, 2009).

L’homologue de la tensine et de phosphatase délétée sur le chromosome 10 (PTEN), est un
régulateur négatif des PI3Ks et il est exprimé par les ovocytes des follicules primordiaux.
L’implication de la voie des PI3Ks dans la régulation des follicules primordiaux a d’ailleurs
été démontrée pour la premiere fois au cours d’une expérience visant a inhiber le PTEN dans
un modele murin (Lintern-Moore and Moore, 1979). Le role du PTEN est de convertir le PIP3
en PIP2, et donc induire la mort des follicules primordiaux (Reddy et coll., 2010).

L’action du PIP3 est de recruter les protéines contenant des domaines de liaison aux lipides a
partir du cytoplasme, tel que la protéine kinase B (Akt) (Cantley, 2002).

L’Akt a un rdle clé dans la croissance cellulaire, en inactivant ’action du complexe
sclérotique de la tensine 2 (TSC2). L’inactivation du TSC2 va empécher I’inhibition de la
cible de la rapamycine (mTORC1) et donc induire 1’activation folliculaire.
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Une autre fonction de I’Akt est de supprimer la phosphorylation du facteur de transcription
proapoptotique FOXO3, exprimé dans le noyau des ovocytes des follicules primordiaux. Le
FOXO3 ayant pour role de supprimer 1’activation des follicules primordiaux, son inhibition

permet une régulation positive de leur développement (Figure 8).
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Figure 8. Illustration des principaux éléments de la voie de signalisation des PI3Ks. Les signes « - » correspondent aux
signaux d’inhibition et les signes « + » aux signaux d’activation (Modifiée a partir de Zheng et coll. (318)).

3.2.2. La croissance basale

Cette phase correspond a 1’évolution du follicule secondaire jusqu’au stade pré-antral
vascularisé. En effet, au cours de cette phase de croissance, les follicules sont
progressivement exposés aux facteurs circulant dans le sang, et les cellules de la granulosa
sont tres peu sensibles a la FSH. La production d’AMH, qui était quasiment nulle au niveau
des follicules primordiaux et primaires, augmente dans les follicules pré-antraux pour

atteindre son niveau le plus haut a la fin de la croissance basale.
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Le role de la FSH ne serait que mineur, car il a pu étre démontré que la croissance basale
pouvait €tre maintenue méme en 1’absence de FSH. La croissance ovocytaire est toujours
médiée par les facteurs GDF-9 et BMP-15 principalement. La prolifération des cellules de la
granulosa quant a elle serait principalement due a I’expression de 1’activine A, de I’EGF, du
GDF-9 et du BMP-15 (Gougeon, 2010).

3.2.3. Le recrutement et la sélection

Le recrutement est l'entrée en croissance terminale d'une cohorte de follicules gonado-
dépendants. Les follicules sélectionnables ou recrutés, mesurant de 2 a 5 mm, peuvent étre
observés en échographie tout le long du cycle menstruel. Au cours de cette folliculogenese
terminale, les cellules de la granulosa perdent progressivement leur activité de prolifération et
de synthese de I’AMH, et deviennent sensibles a la FSH (Gougeon, 1998). Leur forte activité
mitotique et leur sensibilité a la FSH les distinguent donc des autres follicules. Le nombre de
follicules sélectionnables et leur taille va augmenter sous 1’action d’hormones gonadotropes.

Le follicule dont les cellules de la granulosa sont les plus sensibles a la FSH sera le premier
de la cohorte des follicules sélectionnables a secréter des cestrogenes. Ce follicule sélectionné,
dit dominant, va mesurer entre 5,5 et 8,2 mm. Les cestrogeénes ont une action de rétrocontrole
négatif via I’axe hypothalamo-pituitaire et vont donc agir en supprimant la sécrétion pituitaire
de FSH. La concentration sanguine en FSH va de ce fait diminuer a un niveau insuffisant pour
permettre le développement des autres follicules dont le seuil de sensibilité a la FSH est plus
¢levé. Ils vont devenir non-ovulatoires et subir une atrésie tandis que le recrutement de

nouveaux follicules sera bloqué (Hillier, 1994).

3.2.4. La dominance

Tandis que le «follicule dominant» va continuer sa maturation et secréter des
cestrogenes, le niveau de FSH va drastiquement diminué et les cellules de la granulosa vont
acquérir des récepteurs a LH.
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La LH va causer I’instabilité des jonctions communicantes présentes entres les cellules de la
granulosa, ce qui va engendrer une expansion du complexe cumulo-ovocytaire, nécessaire a

I’ovulation.

Le follicule pré-ovulatoire devient encore plus vascularisé. En effet, 1’importante
vascularisation observée au niveau des cellules de la théque est une résultante de la
prolifération des cellules endothéliales induite par des facteurs angiogéniques tels que le

facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF).

Le follicule destiné a ovuler est reconnaissable par sa taille. C’est le plus grand des follicules,
qui se développe plus rapidement que les autres, et sa production d’cestradiol et d’inhibine est

croissante (Gougeon, 2010).

4. Les effets de la chimiothérapie et de la radiothérapie sur la fonction ovarienne

Dans le cas de pathologies néoplasiques ou non, I'utilisation de traitements basés sur la
chimiothérapie et la radiothérapie peuvent engendrer une altération de la fonction ovarienne.
En effet, ces traitements dits gonadotoxiques peuvent diminuer considérablement le capital
folliculaire des patientes, et dans ce cas induire une insuffisance ovarienne prématurée ou
précoce (IOP). L’IOP correspond a la réduction de la réserve ovarienne ou 1’accélération de la
perte en follicules avant I’age de 40 ans. Le risque d’IOP sera dépendant de 1’age de la
patiente, de la pathologie associée, du type de traitement utilisé, de sa dose et intensité, ainsi
que du moment de I’administration du traitement (Grive and Freiman, 2015).

4.1. Les impacts de la chimiothérapie sur la fertilité féminine

Les agents thérapeutiques utilisés lors d’un traitement par chimiothérapie ont une toxicité
variable, et les plus toxiques peuvent induire des dommages au niveau ovarien avec comme
mécanisme d’action principal la cassure des brins d’ADN (Familiari et coll., 1993). Les
dommages peuvent avoir un effet direct sur les ovocytes (Kim et coll., 2013) ou indirect via
une altération des cellules de la granulosa (Perez et coll., 1997). En effet, les dommages
causes sur les cellules de la granulosa auront pour conséquence un défaut de communication
entre ’ovocyte et les cellules de la granulosa, et donc une altération de la prolifération ainsi
que de la régulation des follicules primordiaux, ce qui va induire leur apoptose (Morgan et
coll., 2013).
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L’utilisation d’agents chimiothérapeutiques peut avoir deux types d’effets sur la fonction

ovarienne :

Le premier effet est immédiat et moins délétére ; il va provoquer une aménorrhée qui
va induire la perte des follicules en croissance mais qui ne concerne pas directement
I’altération des follicules primordiaux. La réserve folliculaire n’est donc pas atteinte
directement, et les cycles pourront reprendre progressivement, entre 6 a 12 mois apres
I’arrét du traitement (Codacci-Pisanelli et coll., 2017). Cependant, les follicules en
croissance produisent des facteurs tels que I’AMH responsable de la régulation
négative de ’activation des follicules primordiaux. Leur perte va donc générer une
dérégulation consistant en un recrutement massif des follicules primordiaux qui vont
donc s’activer et a leur tour dégénérer par apoptose. Des cycles répétés de
chimiothérapies pourtant considérés comme peu toxiques, peuvent donc affecter le
nombre de follicules primordiaux présent dans la réserve ovarienne de manicre
indirecte (Durlinger et coll., 1999).

Le deuxieme effet est différé et plus grave car il va altérer directement la réserve
folliculaire. Les conséquences de cette altération se feront sentir a plus long terme en
provoquant la dégénérescence des follicules primordiaux, induisant ainsi une
insuffisance ovarienne précoce (Morgan et coll., 2012). Les conséquences de cette
altération peuvent se manifester plusieurs années apres 1’administration du traitement,
en fonction du type de traitement, de 1’intensité du traitement, du nombre de follicules
primordiaux restant chez la patiente au moment de son administration, et ce en
fonction de son age.

La détérioration de la qualité du tissu ovarien peut également étre visible, notamment par

I’apparition de fibrose au niveau du stroma et de Iésions vasculaires importantes (Morgan et
coll., 2012).

Le niveau de dommages causés dépend de plusieurs parametres :

La nature de 1’agent utilisé : la combinaison d’agents chimiothérapeutiques augmente
la gravit¢ des dommages engendrés. Aussi, les agents alkylants tels que le
cyclophosphamide sont les plus toxiques, surtout a forte dose, en fonction de 1’age de
la patiente, tandis que d’autres traitements n’ont aucun impact sur la réserve ovarienne
(Elgindy et coll., 2013; Poirot et coll., 2013) (Tableau 1). Les chimiothérapies
d’intensification dans le cas de traitement conditionnant a une autogreffe sont

¢galement réputées tres toxiques pour la fonction ovarienne.
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Le pourcentage de défaillances ovariennes prématurées observées aprés un traitement
conditionnant a une greffe a été de 92 a 100 % (Decanter and Robin, 2013).

Risque élevé Risque modéré Risque faible ou nul
Agents Alkylants Agents Alkylants Agents Alkylants
Cyclophosphamide Cisplatine Bleomycine (antibiotique)
Ifosphamide Carboplatine Dactinomycine (antibiotique)
Nitrosourée Doxorubicine Antimétabolites
Chlorambucile Méthotrexate
Melphalan Mercaptopurine
Busulfan Fluorouracile
Procarbazine Inhibiteurs des microtubules
Vincristine
Vinblastine

Tableau 1. Tableau représentant le niveau de risque de dommages sur la fonction ovarienne en fonction de I’agent
chimiothérapeutique utilisé (Tiré de I’article d’Angarita ez coll. (15)).

- Le protocole établi : la durée du traitement, la dose a administrer, et la dose totale
recue sont des éléments a prendre en compte.

- L’age de la patiente : plus la patiente est jeune, moins les dommages observés seront
importants pour le méme traitement administré (Abir et coll., 1998).

Un délai allant de 6 a 12 mois est recommandé apres la fin du traitement, surtout par
cyclophosphamide, pour les patientes dont la fonction ovarienne est maintenue, avant
d’envisager une grossesse (Benard et coll., 2016; Rodriguez-Wallberg and Oktay, 2012a). En
effet, les follicules en croissance potentiellement endommagés par le traitement
gonadotoxique seraient ¢liminés durant ce délai (Esposito et coll., 2016).

4.2. Les impacts de la radiothérapie sur la fertilité féminine

La radiothérapie peut étre utilisée seule ou en association a la chimiothérapie ou a de
la chirurgie, afin de traiter les tumeurs localisées par irradiation.
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Elle permet de détruire les cellules cancéreuses, en les empéchant de se multiplier, cependant
elle peut également avoir un effet délétére sur la fonction ovarienne ce qui peut engendrer une

ménopause précoce ainsi qu’une perte de la production hormonale (hormones gonadotropes)
(Thomson et coll., 2002).

Les impacts de la radiothérapie dépendent de la dose de radiation, du fractionnement ou non
des séances, du type de pathologie, de la zone irradié¢e ainsi que de 1’dge de la patiente
(Critchley and Wallace, 2005; Wallace et coll., 1989). 11 a été estimé que méme une dose
d’irradiation inférieure a 2 Gray (QGy) serait suffisante pour induire la destruction de 50 % des
ovocytes immatures (Wallace et coll., 2003). Une relation inversement proportionnelle entre
I’age de la patiente et la dose nécessaire pour induire une altération de la fonction ovarienne a
pu étre établie (Tableau 2).

Age Dose (Gray)
Naissance 20,3

10 ans 18,4

20 ans 16,5

30 ans 14,3

35 ans 13

40 ans 11,6

Tableau 2. Tableau représentant les doses limites (en Gray) estimées a partir desquelles une altération de la
folliculogenése est constatée, en fonction de I’age (Tiré de I’article d’Irtan ez coll. (146); d’aprés les données de
Wallace et coll. (303)).

L’équipe de Wallace et coll. a développé un modéle mathématique, basé sur 1’équation de
Faddy-Gosden (Faddy ef coll., 1992), a partir duquel il est possible de déterminer le nombre
de follicules primordiaux restant aprés une irradiation en fonction de 1’dge de la patiente
(Wallace ef coll., 2003) (Figure 9).
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Figure 9. Le modéle Faddy-Gosden (Wallace et coll., 2003).

Les irradiations a risque le plus élevé d’induire une ménopause précoce sont 1’irradiation
corporelle totale (12 Gy), I’irradiation pelvienne supérieure ou égale a 4 Gy sans transposition
ovarienne préalable, et 1’irradiation cranienne qui a un impact a distance sur la fonction
ovarienne en induisant une perturbation de 1’axe hypothalamo-hypophyso-ovarien (Dillon and
Gracia, 2012; Sudour-Bonnange et coll., 2013). La combinaison des traitements a risque ¢levé
peut avoir un effet additif et aggraver les effets pré-établis (Sudour-Bonnange et coll., 2013).

L’irradiation corporelle totale est effectuée dans le cadre d’un protocole de conditionnement
avant une allo- ou autogreffe de moelle osseuse. Une déplétion des follicules primordiaux a
¢été observée chez 97 % des patientes apres une irradiation corporelle totale de 20 a 30 Gy
durant I’enfance (Wallace et coll., 1989). Une autre étude ayant suivi au long terme des
patientes ayant recu une irradiation corporelle totale a démontré qu’il y aurait une déplétion
ovarienne dans 90 % des cas, que I’irradiation soit fractionnée ou non (Sanders ef coll., 1996).

Les fortes doses d’irradiation, supérieures a 24 Gy, utilisées pour le traitement des tumeurs
cérébrales sont associées a un risque important de retard de la puberté lié au déréglement de
I’axe hypothalamo-hypophyso-ovarien.
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En effet, I’atteinte de cet axe peut étre a I’origine d’un déficit hormonal qui va induire une
aménorrhée, et secondairement une anovulation (Chaput et coll., 2018). Les effets peuvent
étre progressifs et sont parfois difficiles a diagnostiquer. Les jeunes patientes pré-puberes
doivent donc étre suivies a intervalles réguliers apres la fin de ce type de traitement (Bath ef
coll., 2001).

Les irradiations de l'utérus peuvent provoquer des restrictions de la capacité¢ utérine ainsi
qu’une diminution en apport sanguin durant la grossesse. Ceci a pour conséquence des taux
élevés de fausses couches et d’accouchements prématurés, ainsi que la naissance de nouveaux
nés dont le poids de naissance est tres bas. Cependant, aucune augmentation du risque de
malformations congénitales n’a encore été observée. Les dommages seront d’autant plus
importants que le volume utérin irradié sera grand (Green et coll., 2009; Rodriguez-Wallberg
and Oktay, 2012a).

De nouvelles technologies sont utilisées afin de réduire la toxicité des rayons sur les tissus
environnants (Wagner et coll., 2013). En effet, la radiothérapie a intensit¢ modulé est basée
sur la reconstruction 3D de la zone a irradier afin de simuler le traitement et d’effectuer des
calculs de distribution de la dose optimale a administrer. Ceci permet de protéger les tissus
sains en ne les exposant qu’a des doses minimes de radiation. La radiothérapie guidée par
I’image permet quant a elle de pouvoir contrdler et corriger la position de la zone cible lors de
la séance d’irradiation en prenant en compte les variations anatomiques de la patiente (de
Crevoisier et coll., 2009). Ces technologies peuvent étre combinées afin d’améliorer le
traitement.

5. La préservation de la fertilité féminine

Les connaissances acquises concernant I’impact de certains traitements sur la fonction
ovarienne ont permis de développer, depuis plusieurs années, des techniques permettant de
préserver la fertilité des patientes. En France, les lois de bioéthiques de 2011 définissent les
indications de préservation de la fertilité telles que « Toute personne dont la prise en charge
est susceptible d’altérer la fertilité, ou dont la fertilité¢ risque d’étre prématurément altérée,
peut bénéficier du recueil et de la conservation de ses gamétes ou de ses tissus germinaux, en
vue de la réalisation ultérieure, a son bénéfice, d’une assistance médicale a la procréation, ou
en vue de la préservation et de la restauration de sa fertilité¢ » (La loi (n°2011-814) relative a
la bioéthique, 2011).
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5.1. Les indications de préservation de la fertilité féminine

La préservation de la fertilité reste un enjeu majeur, particuliérement dans le cas de
pathologies hématologiques, telles que les lymphomes Hodgkinien et non Hodgkinien, les
leucémies, mais également le cancer du sein. En effet, les patientes présentant ces pathologies
sont le plus fréquemment orientées vers des techniques de préservation de la fertilité, compte-
tenu de la gonadotoxicit¢ des traitements (radiothérapie, chimiothérapie, chirurgie)
nécessaires a leur guérison (Donnez and Dolmans, 2017).

Le risque d’atteinte de la fonction ovarienne des patientes traitées varie en fonction de la
pathologie, du traitement envisagé (type de traitement, dose, durée) ainsi que de leur age. Le
tableau ci-dessous liste les différentes pathologies pour lesquelles une indication de
préservation de la fertilité féminine est nécessaire, ainsi que la gravité du risque d’atteinte de
la fonction ovarienne associées (Tableau 3) :
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Pathologies néoplasiques

Maladies systémiques
Lymphomes (Hodgkinien ou non)
Leucémies
Medulloblastome

Pathologies extra-pelviennes
Cancers osseux (ostéosarcome, sarcome d’Ewing)
Cancer du sein
Mélanome
Neuroblastome
Cancer de I'intestin

Pathologies pelviennes
Sarcomes
Rhabdomyosarcomes
Tumeurs sacrées
Tumeurs recto sigmoidiennes
Cancer cervical primitif
Cancer vaginal primitif
Cancer vulvaire primitif
Carcinome ovarien (stade IA)
Tumeur borderline de I'ovaire

Pathologies non néoplasiques

Ovariectomie unilatérale ou bilatérale
Tumeurs ovariennes bénignes
Endométrioses sévéres et récurrentes
Mutations BRCA-1 ou BRCA-2

Risques de ménopause précoce
Syndrome de Turner
Maladies nécessitant une chimiothérapie:
Lupus érythromateux
Arthrite rhumatoide
Maladie de Behget
Granulomatose de Wegener

Pathologies nécessitant une greffe de cellules souches
hématopoietiques

Maladies auto-immunes ne répondant pas aux

traitements par immunosuppresseur

Maladies hématologiques bénignes:

Drépanocytose

Thalassémie majeure

Anémie aplasique

Risque faible (<20%)

Leucémie aigue lymphoblastic
Tumeur de Wilm

Sarcome des tissus mous : Stage 1
Tumeurs des cellules germinales:
si pas de radiothérapie
Retinoblastome

Tumeurs du cerveau :
siirradiation craniale <24 Gy

Risque modéré (20-80%)

Leucémie aigue myéloide
Hepatoblastome

Osteosarcome

Sarcome d’Ewing non-métastatique
Sarcome des tissus mous : Stage 2 ou 3
Neuroblastoma

Lymphome non-Hodgkinien
Lymphome Hodgkinien

Tumeurs du cerveau :

siirradiation craniale >24 Gy

Risque élevé (>80%)

Irradiation corporelle totale
Irradiation pelvienne
Chimiothérapie conditionnante
pour greffe de moelle osseuse
Agents alkylants pour le traitement
de lymphome d’Hodgkin

Sarcome d’Ewing métastatique

Tableau 3. Les pathologies relevant d’une indication pour la préservation de la fertilité féminine (haut) et la gravité
du risque d’atteinte de la fonction ovarienne associées (bas) (D’aprés Donnez and Dolmans (87)).

I1 faut noter que la préservation de fertilit¢ dite « sociétale », sans motif médical, ne peut pas
étre considéré comme une altération de la fertilité et n’est donc de ce fait pas autorisée
actuellement en France, contrairement a d’autres pays (Benard ef coll., 2016).
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5.2. Les différentes stratégies de préservation de la fertilité féminine (Figure
10)

Petite fille pré-pubere

Femme post-pubere

/N

[ Traitement gonadotoxique ] [ Tmitementgonadutuxique]

ne pouvantpas étre repoussé pouvantétre repoussé
dans le temps dans le temps

Ovariectomie partielle
ou totale

Stimulation ovarienne =
Ovocytes matures

Aspiration folliculaire =
Ovocytes immatures

Maturation in

Absencede
Partenaire

Absencede
Partenaire

Cryopreservation de Cryopreservation Cryopreservation Cryopreservation Cryopreservation
tissu ovarien d’embryons d’ovocytes d’embryons. d’ovocytes

Figure 10. Schéma représentant les différentes stratégies de préservation de la fertilité pour les patientes atteintes
d’un cancer (Modifié a partir d’Anderson et coll. (14) et Chian et coll. (52)).

5.2.1. La cryopréservation d’embryons

La cryopréservation d’embryons a été la premiére technique de préservation de la
fertilité pour les femmes en couple validée et utilisable en routine. Cette technique peut étre
proposée lorsque les indications le permettent, pour les patientes pouvant bénéficier d’une
stimulation ovarienne pour raison médicale. La cryopréservation d’embryons peut étre
effectuée uniquement pour les femmes en age de procréer ayant un conjoint. Les embryons
obtenus sont la propriété du couple, ainsi si le couple se sépare les embryons ne pourront plus
étre utilisés. Dans certains pays, le don de sperme peut également étre possible pour les
patientes seules désirant effectuer une cryopréservation d’embryons (Angarita et coll., 2016;
Courbiere et coll., 2013; Poirot et coll., 2013).

Lorsque les follicules ont atteint la taille appropriée, ils sont aspirés par ponction

transvaginale écho-guidée afin de récupérer les complexes cumulo-ovocytaires (CCO).
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Ensuite, soit les CCO sont mis en contact avec des spermatozoides dans un milieu de culture :
c’est la fécondation /n Vitro (FIV); soit un spermatozoide est directement microinjecté¢ dans
I’ovocyte mature : c’est alors une FIV avec ICSI (« IntraCytoplasmic Sperm Injection »)
(Angarita et coll., 2016)). Les congélations sont souvent effectuées 2 a 3 jours ou 5 a 6 jours
apres que la fécondation a eu lieu (Poirot ef coll., 2013).

Dans une récente étude de Dolmans et coll., le pourcentage de grossesses pour les femmes
ayant eu recours a une cryopréservation embryonnaire était estimé a 66 %, et le pourcentage
de naissance était de 44 % (Dolmans ef coll., 2015).

Une autre étude de Cardozo ef coll., a consisté a comparer les résultats obtenus apres transfert
d’embryons cryoconservés de patientes atteintes de cancer et ceux de femmes en parcours
d’assistance médicale a la procréation d’age similaire, sur une période de 17 ans (1997 a
2014). 11 en résulte qu’il n’y a pas de différence statistiquement significative entre les
patientes traitées et les patientes « contrdles » en ce qui concerne le nombre d’embryons
obtenus (6,6 contre 6,7 embryons pour les femmes saines), le pourcentage de grossesse par
transfert (37 % contre 43 % pour les femmes saines) et également le pourcentage de naissance
(30 % contre 32 % pour les femmes saines) (Cardozo et coll., 2015).

Dans ces deux études, le pourcentage de patientes souhaitant réutiliser leurs embryons
cryopréservés apres leur rémission était respectivement de 33 % et de 23 % (Cardozo et coll.,
2015; Dolmans et coll., 2015).

La cryopréservation d’embryons comporte toutefois certaines contre-indications. En effet,
pour les patientes dont le traitement ne peut €tre repoussé dans le temps, cette technique est
inenvisageable sachant que [’obtention d’embryons nécessite une stimulation ovarienne
préalable qui peut aller de 10 a 15 jours (Angarita et coll., 2016).

5.2.2. La cryopréservation d’ovocytes matures

Depuis 2011, la cryopréservation d’ovocytes matures n’est plus considérée comme
expérimentale en France (La loi (n°2011-814) relative a la bioéthique, 2011; Régles de
bonnes pratiques cliniques et biologiques d’assistance médicale a la procréation, 2017). Elle
permet aux femmes célibataires et aux adolescentes d’avoir une alternative a la
cryopréservation d’embryons.
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Toutefois, la cryopréservation d’ovocytes matures nécessite également une stimulation
ovarienne préalable, et ne peut pas €tre appliquée aux petites filles prépuberes (Angarita et
coll., 2016; Salama et coll., 2016). Afin de pouvoir effectuer une cryopréservation ovocytaire
chez des patientes, le traitement envisagé doit pouvoir étre repoussé d’au moins 10 a 12 jours
(Donnez and Dolmans, 2017). Cette technique ne peut donc pas étre proposée aux patientes
dont I’administration d’un traitement hautement gonadotoxique ne peut étre repoussée dans le

temps.

La congélation lente et la vitrification sont les deux techniques permettant de préserver des
ovocytes matures. La congélation lente a ¢ét¢ la premiere technique utilisée afin de
cryoconserver des ovocytes matures (Chen, 1986). Cette technique consiste a mettre les
ovocytes dans un milieu de congélation contenant des agents cryoprotecteurs, puis a 1’aide
d’un congélateur programmable, de procéder a une congélation progressive dite « lente » pour
¢éviter la formation de glace intracellulaire (Smith ez coll., 2010).

La vitrification quant a elle consiste a mettre les ovocytes en contact avec des agents
cryoprotecteurs a des concentrations €levées, afin de procéder a une congélation ultra-rapide
dans le but d’obtenir un état solide amorphe qui permet également d’éviter la formation de
cristaux de glace (Practice Committee of American Society for Reproductive Medicine,
2013)).

Plusieurs méta-analyses ont montrées que 1 utilisation d’ovocytes vitrifiés permettait d’obtenir
de meilleurs taux de grossesses que I'utilisation d’ovocytes frais (Cobo et coll., 2010; Oktay
et coll., 2006). La survie des ovocytes, la morphologie des embryons obtenus et les taux de
grossesses semblent €également étre meilleurs apres vitrification, en comparaison a la
congélation lente (Glujovsky et coll., 2014; Smith et coll., 2010). Il a été estimé qu’un
minimum de 20 ovocytes vitrifiés était nécessaire afin d’obtenir une naissance (Donnez and
Dolmans, 2013). En effet, la probabilité d’obtenir une naissance augmente exponentiellement
en fonction du nombre d’ovocytes recueillis, avec un maximum atteint lorsque 40 ovocytes
sont recueillis (Cobo et coll., 2016; Cobo ef coll., 2015).

Il existe deux systemes de vitrifications, un systéeme ouvert et un systeme fermé. Le systeéme
ouvert, les ovocytes contenus dans un milieu cryoprotecteur sont en contact avec 1’azote
liquide, ce qui peut poser des problémes quant a la contamination des ovocytes exposés. Alors
que dans le systéeme fermé, les ovocytes sont dans une paillette, il n’y a donc aucun contact
avec 1’azote liquide (Glujovsky et coll., 2014). Le développement de techniques consistant a
utiliser de 1’azote liquide stérilis¢é aux rayons ultra-violets pourrait éviter de potentielles
contaminations d’un systeme ouvert (Parmegiani et coll., 2012).
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Il a récemment été démontré que la survie des ovocytes était similaire apres vitrification dans
un systéme ouvert ou fermé lorsque les mémes agents cryoprotecteurs était utilisés (Gook et
coll., 2016).

Une revue rétrospective de 2015 a répertori€ les cryopréservations d’ovocytes réalisées entre
2005 et 2014 chez des patientes atteintes de cancer. Sur les 176 patientes en rémission, seules
6 % ont souhaité utiliser leurs ovocytes cryoconservés. Le taux de naissance a été de 44 %
pour les patientes atteintes de cancer; ce qui a été comparable au taux obtenu pour les femmes
saines ayant eu recours a une assistance médicale a la procréation (33 %) (Druckenmiller et
coll., 2016), comme cela avait dé¢ja été décrit précédemment par d’autres groupes (Doyle et
coll., 2016; Martinez et coll., 2014).

Malgré de nombreuses interrogations, le risque d’anomalies congénitales chez les enfants
issus de 'utilisation d’ovocytes congelés par congélation lente (Noyes et coll., 2009) ou par
vitrification ne serait pas plus ¢€levé (Chian et coll., 2008), ceci méme aprés une
cryoconservation longue (3,5 ans en moyenne (Goldman et coll., 2015)). Jusqu’a présent, plus
de 3000 naissances ont été reportées apres utilisation d’ovocytes cryoconservés sans avoir
observé une augmentation significative des anomalies congénitales (Druckenmiller et coll.,
2016).

5.2.3. La cryopréservation de tissu ovarien

La cryopréservation de tissu ovarien (CTO) est actuellement la seule technique
envisageable pour les petites filles prépubéres, les femmes dont le traitement hautement
gonadotoxique ne peut étre repouss¢ dans le temps et les femmes pour lesquelles la
stimulation ovarienne est contre-indiquée (Donnez et coll., 2006).

Le préléevement et la conservation de tissu ovarien sont a I’heure actuelle considérés comme
des activités de soin effectuées dans des centres d’assistance médicale a la procréation, tandis
que sa réutilisation par autogreffe est toujours considérée comme expérimentale
conformément aux guides des bonnes pratiques (La loi (n°2004-800) relative a la bioéthique,
2004; La loi (n°2011-814) relative a la bioéthique, 2011).

L’évolution d’une maladie peut parfois étre imprévisible, et il peut étre difficile d’évaluer

I’impact que celle-ci pourrait avoir sur la fertilité de la patiente.
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De plus, certaines patientes peuvent étre classées comme présentant une maladie a faible
risque d’impact sur la fertilité lors du diagnostic, alors que leur état va évoluer et nécessiter
une prise en charge supplémentaire, les faisant passer dans la catégorie a haut risque. La
persistance d’une fonction ovarienne normale apres traitement n’exclut pas un risque
d’insuffisance ovarienne précoce (Jadoul et coll., 2010).

Afin de faciliter la prise en charge des patientes, des critéres d’inclusion ont été établis par des
sociétés savantes afin de déterminer au mieux quelles patientes pourraient bénéficier d’une
CTO. Au sein de notre centre, les recommandations du Groupe de Recherche et d’Etude sur la
Cryoconservation de I’Ovaire et du Testicule (GRECOT) pour I’inclusion des patientes sont :
un age inférieur ou égal a 35 ans, ainsi qu’un risque élevé d’insuffisance ovarienne

prématurée.

La CTO peut étre réalisée alors que la chimiothérapie a débuté quel que soit le moment du
cycle menstruel, ce qui permet de ne pas retarder I’instauration du traitement, méme si il est
préconisé de la réaliser avant la chimiothérapie (Desvignes et coll., 2014). 1l s’agit d’une
procédure assez courte, qui dure 30 minutes en moyenne lorsqu’elle est effectuée par
ceelioscopie (Mayerhofer et coll., 2010). Le prélevement de fragments de tissu ovarien ou
I’ovaire entier peut étre effectué par ccelioscopie. A I’issue de cette procédure, seule la partie
corticale de 1’ovaire est conservée, tandis que la médullaire est ¢liminée. Seule la médullaire
en contact direct de la corticale est conservée. En effet, des études ont montré qu’il y avait un
nombre important de follicules primordiaux plus en profondeur dans 1’ovaire, qui vont migrer
du fait de la croissance folliculaire, provoquant leur enfouissement au niveau de la région
médullaire (Kristensen et coll., 2011; Yin et coll., 2016a). Il est recommandé d’avoir des
fragments d’environ 1 a 2 mm d’épaisseur afin d’obtenir un nombre suffisant de follicules
primordiaux (Silber, 2016) (Figure 11). En effet, des fragments trop fins pourrait étre
dépourvus de follicules. Le nombre de fragments recueillis dépend de 1’age de la patiente et

de la taille de I’ovaire (Donnez et coll., 2015).
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Figure 11. Photos montrant la technique de découpe de I’ovaire aprés ovariectomie. A. Ovaire coupé
transversalement, avant retrait de la médullaire ; B. Ovaire coupé transversalement, apres retrait de la médullaire ;
C. Fragments de cortex ovariens avant la congélation (Service de Biologie et de Médecine de la Reproduction,
Cryobiologie - CHRU Besancon).

La méthode standard pour congeler les fragments de cortex ovarien est la congélation lente,
cependant la vitrification peut également étre utilisée et semble donner des résultats
comparables en termes de préservation de la qualité et viabilité folliculaire (Amorim et coll.,
2011; Keros et coll., 2009; Klocke et coll., 2015). Une fois congelés, les fragments peuvent
étre conservés dans 1’azote liquide durant plusieurs années (Salama ef coll., 2016).

Méme si différentes stratégies, telles que la culture in vitro de follicules ovariens isolés, sont
envisagées, 1’autogreffe de fragments de cortex ovarien est I’unique technique de réutilisation
des fragments cryoconservés appliquée en clinique chez les patientes. La premicre greffe de
tissu ovarien chez I’Homme a été publiée en 2000 par Oktay et coll., (Oktay and Karlikaya,
2000). La quantité¢ de fragments de cortex ovarien nécessaire a la greffe dépend du type de
traitement envisagé 1ié au risque estimé d’insuffisance ovarienne précoce, du volume existant
de fragments cryoconservés ainsi que de 1’age de la patiente (Donnez and Dolmans, 2013). La
greffe des fragments de cortex ovarien peut étre effectuée en site orthotopique ou
hétérotopique.
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La greffe orthotopique

La greffe orthotopique consiste a greffer les fragments de cortex ovarien au niveau de la
cavité pelvienne, soit au niveau de I’ovaire restant soit au niveau de la fossette ovarienne. Les
fragments peuvent étre placés au niveau de la médullaire qui est richement vascularisé puis
fixé a I’aide d’une colle de fibrine ou de points de suture. Les fragments peuvent également

étre placés dans une fenétre péritonéale a proximité de 1’ovaire restant.

La premicre naissance apres greffe orthotopique a eu lieu en 2004 (Donnez et coll., 2004). A
ce jour plus de 130 naissances ont été reportées au monde (Donnez and Dolmans, 2017;
Donnez and Dolmans, 2015; Jensen et coll., 2017), toutefois il reste difficile de répertorier
toute les greffes qui ont pu avoir lieu (Donnez ef coll., 2013) (Figure 12). Une étude a récolté
les résultats de 5 centres (Danemark, Espagne, Belgique, Allemagne, Australie) (Donnez et
coll., 2015). Dans ces centres, au total 111 greffes ont été effectuées, et parmi celles-ci 32 ont
abouti a une naissance. Une récente étude rétrospective de Jensen et coll., a permis de
regrouper de nouvelles naissances ayant eu lieu et ainsi de préciser le taux de naissance post-
greffe a environ 31 %, ainsi qu’un taux de grossesse de 23 a 37 % (Jensen et coll., 2017,
Ladanyi et coll., 2017). D’aprés une méta-analyse de Padecho and Oktay, le taux de
grossesses + naissances, calculé a partir du nombre total de femmes transplantées, serait de 38
% apres greffe orthotopique (Pacheco and Oktay, 2017).
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Publications

Technique de cryopreservation

Nombre de femmes
ayant été autogreffées

Nombre de naissances
(+X) = grossesse en court

(Donnez et coll., 2004; Donnez et coll., 2011) CL 19 8 (+1)
(Meirow et coll., 2005) CL ND 6
(Demeestere et coll., 2015) CL ND 3
(Andersen et coll., 2008) CL 25 8
(Silber et coll., 2008) CL 6 4
(Piver et coll., 2009; Roux et coll., 2010) CL ND 3(+1)
(Sanchez-Serrano ef coll., 2010) CL 33 6 (+3)
(Revel et coll., 2011) CL ND 2
(Dittrich et coll., 2012) CL 20 6
(Revelli ef coll., 2013) CL ND 1
(Callejo et coll., 2013) CL ND 1
(Stern et coll., 2014; Stern et coll., 2013) CL 14 32
(Kawamura ef coll., 2013; Suzuki et coll., 2015) \% ND 2
(Burmeister et coll., 2013) CL 2 1
(Rodriguez-Wallberg et coll., 2015) CL 6 1
(Tanbo et coll., 2015) CL 2 2
Agarwal et al. (Communication personnelle) CL ND 1
Malkolkin et al. et Kalugina et al. CL ND 2
(Communication personnelle)

(D’apreés les données de (Donnez and Dolmans, 2015))

(Silber et coll., 2015) CL (1997-2008) ; V (2008 jusqu’a maintenant) 5 2 (CN)
(Oktay et coll., 2016) CL ND 1
(Meirow et coll., 2016) CL ND 4 (+2)
Les pays nordiques (Rodriguez-Wallberg et coll., 2016) CL (V pour la Suede) 14 7 (+2)
Le réseau FertiPROTEKT (Van der Ven ef coll., 2016) CL 54 11
(Dunlop et coll., 2016) CL ND 1

(Nouvelles publications d’aprés (Jensen et coll., 2017))

Figure 12. Série des 86 naissances publiées et obtenues aprés autogreffe de cortex ovarien cryopréservé au monde. CL
= congélation lente ; V = vitrification ; * = jumeaux ; ND = données non disponibles ; CN = conception naturelle
(D’apreés Jensen ef coll. (150) et Donnez and Dolmans (88)).

L’avantage de la greffe orthotopique réside dans le fait que 1’environnement dans lequel les
fragments sont implantés est plus favorable au développement folliculaire en termes
d’oxygénation, de pression et également par la présence de fluide péritonéal. De plus, cette
procédure permet a la patiente de pouvoir concevoir naturellement si les trompes de Fallope
sont toujours intactes. Le pourcentage de femme ayant pu concevoir naturellement apres
greffe orthotopique est estimé a environ 60 % (Dolmans et coll., 2013; Pacheco and Oktay,
2017). Sur toutes les naissances obtenues a ce jour, seule une malformation majeure a été
observée (I’arthrogrypose, une maladie neuromusculaire congénitale non-évolutive), ce qui
équivaut a un taux de malformation de 1,2 %. Ce taux est similaire a celui évalué dans la
population générale, qui est de 1 a 2 % (Meirow et coll., 2016).

La greffe hétérotopique correspond a une implantation des fragments de cortex ovarien en
dehors de la cavité péritonéale, tel qu’au niveau de 1’avant-bras ou de I’abdomen (Donnez and
Dolmans, 2013).
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La greffe hétérotopique au niveau de la cavité abdominale

La premicre naissance apreés greffe hétérotopique a été reportée en 2013 (Stern et coll.,
2013). Une patiente ayant été traitée pour une tumeur des cellules de la granulosa et subit une
double ovariectomie a été greffée deux fois au niveau de la cavité pelvienne et de la paroi
abdominale. La deuxieme greffe a permis la naissance de jumelles apres transfert de deux
embryons. Malgré le succes de cette greffe, sa localisation au niveau pelvien pourrait étre
comparable a une greffe orthotopique (Suzuki and Donnez, 2016).

La greffe hétérotopique au niveau du bras ou sus-pubien

Une deuxieme greffe hétérotopique a récemment été répertoriée dans le cas d’une patiente
ayant souffert d’un cancer du sein. La greffe hétérotopique a eu lieu au niveau supérieur du

ligament sacro-utérin, ce qui a permis la naissance de jumeaux (Kristensen ef coll., 2017).

Des grossesses spontanées obtenues par restauration de la fonction endocrine ont également
¢té observées apres greffe hétérotopique. En effet, trois naissances ont été reportées apres
greffe sous-cutanée au niveau sus-pubien (Oktay, 2006; Oktay et coll., 2011). Méme si
aucune fonction ovarienne n’avait été observée avant la greffe et que les ovaires des patientes
¢taient atrophiés, la possibilité que ces patientes aient €t€ enceintes méme sans la greffe ne
peut pas étre écartée principalement car la reprise d’une fonction ovarienne peut prendre du
temps apres ’utilisation d’un traitement gonadotoxique. De plus, une hypothése a été émise,
selon laquelle les ovocytes pourraient se régénérer a partir de cellules souches germinales
provenant de 1’ovaire restant, ou migrant a partir de la moelle osseuse (Oktay et coll., 2011;
Rodriguez-Wallberg and Oktay, 2012b).

La greffe hétérotopique sous-cutanée est une procédure moins invasive et moins cotiteuse que
la greffe orthotopique. Elle a pour avantage majeur de facilité 1’acceés aux follicules post-
greffe, aussi le nombre de fragments greffés n’est pas limité par la taille du site de
transplantation (Rodriguez-Wallberg and Oktay, 2012a; Rodriguez-Wallberg and Oktay,
2012b). Toutefois, les sites de greffe hétérotopique restent moins optimaux en raison de
parametres tels que la température, la pression, les échanges paracrines et les apports
sanguins, qui ne sont pas les mémes que pour une greffe orthotopique (Kristensen et coll.,
2017).
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Il faut environ 6,5 mois pour observer des signes de reprises de la fonction ovarienne apres
greffe (diminution de la FSH et augmentation des taux d’cestradiol ; (Dolmans et coll., 2013)).
En général, I’observation d’une croissance folliculaire nécessite plus de 120 jours post-greffe.
La durée de vie moyenne du greffon est évaluée entre 4 a 5 ans, il est donc possible pour les
patientes de concevoir plusieurs fois apres une seule procédure (Donnez and Dolmans, 2013).
La longévité moyenne des fragments de tissu ovarien cryoconservés ayant permis d’obtenir
une naissance apres greffe orthotopique est actuellement de 24,9 mois (durée minimum : 4
mois, durée maximum : 144 mois), avec une grande variabilité entre les études publiées
(Pacheco and Oktay, 2017). Cette durée varie en fonction de plusieurs facteurs tels que la
réserve ovarienne, I’administration d’une chimiothérapie avant la cryopréservation, la taille
des fragments, les techniques de congélation utilisée, et la densité folliculaire qui peut étre
tres hétérogene en fonction des fragments et des patientes.

Peu de naissances ont été reportées chez des patientes dont les fragments de cortex ovarien
auraient €té cryopréservés au stade pré-pubere, étant donné que ces patientes sont encore trop
jeunes pour émettre un désir d’enfant. En 2016, la premicre naissance apres greffe de tissu
ovarien, cryoconservé durant I’enfance, a été obtenue chez une femme de 27 ans souffrant a
I’époque d’une anémie falciforme sévére. En effet, ’ovaire droit de la patiente a été retiré et
62 fragments ont pu étre cryoconservés lorsque celle-ci était agée de 13 ans. A 1’époque, elle
n’avait pas encore eu ses menstruations, mais présentait quelques signes de puberté
(développement mammaire a 10 ans). Lorsque la patiente a émis un souhait de grossesse, 15
fragments ont ét¢ décongelés, puis regreffés en sites orthotopique (ovaire restant et bourse
péritonéale) et hétérotopique (sous-cutané). Ces greffes ont donné lieu a une grossesse
spontanée suivie d’une naissance 2 ans apres les greffes (Demeestere et coll., 2015).

Il a également été possible d’induire la puberté apres autogreffe de fragments de cortex
ovarien cryoconservés avec succes chez plusieurs fillettes pré-puberes (Ernst et coll., 2013;
Poirot et coll., 2012). Malgré les résultats prometteurs d’induction de la puberté par
transplantation de tissus ovariens cryoconservés, les thérapies actuelles de traitements
hormonaux substitutifs restent les méthodes recommandées, car elles permettent une
distribution en hormones progressive et modifiable au cours du temps. Un récent rapport a
indiqué que la greffe engendrerait une production importante et soudaine en estrogenes, qui a
terme pourrait provoquer des troubles de la puberté tels qu’une prise de poids anormale, un
arrét prématuré de la croissance ainsi que des problémes cutanés (von Wolff et coll., 2016).
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Plus de 50 % des follicules primordiaux sont perdus aprés la greffe, ceci du fait de leur
activation prématurée. En effet, 1’activation des follicules primordiaux peut induire un
décalage de maturation entre 1’ovocyte et les cellules de la granulosa et donc favoriser la

présence de follicules vides.

La revascularisation des fragments ne commence que 5 jours apres la greffe. L’existence d’un
réseau vasculaire en amont de la greffe a proprement dite améliore les taux de
revascularisation, c’est ce qu’on appelle la greffe en deux temps (Van Eyck et coll., 2010). La
greffe en deux temps consiste a effectuer une incision au niveau du site de greffe afin de
stimuler la néoangiogenése et d’y placer quelques fragments en préparation de la greffe a
proprement-dite (Donnez et coll., 2004; Roux et coll., 2010). Afin de stimuler Ia
vascularisation, 1’injection de facteurs angiogéniques (VEGF) ou anti-apoptotiques (IGF,
GDF-9) a ¢été proposée. Cependant, 1’efficacité de cette technique n’a pas encore pu étre
démontrée chez les patientes (Van Eyck et coll., 2010).

La transplantation d’un ovaire entier avec son pédicule vasculaire permettrait d’éviter
I’ischémie post-greffe et pourrait étre la meilleure approche pour limiter la perte folliculaire
(Martinez-Madrid et coll., 2004; Martinez-Madrid and Donnez, 2007). Cette technique n’a
pas encore permis d’obtenir une naissance par autogreffe d’un ovaire entier cryopréserve,
cependant une naissance par allogreffe d’un ovaire entier frais entre deux sceurs jumelles

monozygotes a pu étre obtenue (Bedaiwy ef coll., 2006; Silber et coll., 2008).

La greffe d’ovaire entier cryoconservé a plusieurs inconvénients : d’un point de vue
chirurgical, 1’anastomose vasculaire s’avére étre compliquée a cause de la petite taille du
pédicule ovarien et des artéres ovariennes. De plus, la congélation d’un ovaire est plus
difficile et peut ne pas étre homogene. Elle nécessite une perfusion ex vivo de 1’ovaire, a
travers ’artere, afin d’y diffuser le milieu de congélation (Ali Mohamed, 2017). Enfin, il y a
un risque plus important de complications post-opératoires telles qu’une hémorragie, un
anévrisme, une sténose ou une thrombose. Sans oublier le risque encore plus élevé de
réintroduire des cellules malignes chez la patiente en cas de pathologie cancéreuse a haut

risque de localisation métastatique ovarienne (Martinez-Madrid et coll., 2004).
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5.2.4. La maturation in vitro des complexes cumulo-ovocytaires des follicules antraux

La maturation in vitro (MIV) consiste a récupérer des ovocytes immatures a partir de
la ponction de follicules antraux visibles, pour les faire maturer in vitro (Segers et coll., 2015;
Uzelac et coll., 2015) (Figure 13). La MIV a pour avantage de pouvoir étre effectuée quelle
que soit la phase du cycle menstruelle, et d’€tre associée a la cryopréservation de tissu ovarien
(CTO) afin de maximiser les chances de réussite, sachant que la CTO ne permet de conserver
que les follicules primordiaux a secondaires (Berwanger et coll., 2012; Chian et coll., 2013).
Cependant, le pourcentage de grossesses aprés MIV, d’environ 20-30 %, reste plus faible que
les techniques conventionnelles de fécondation in vitro classiques (Chang ef coll., 2014).

Figure 13. Photo montrant la technique d’aspiration des follicules antraux au niveau cortical de I’ovaire (Service de
Biologie et de Médecine de la Reproduction, Cryobiologie - CHRU Besancon).

Il existe actuellement trois protocoles de culture pour la MIV:

- la premic¢re méthode consiste a mettre directement les ovocytes dans le milieu de
maturation sans ajout d’hormones,
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- la deuxieéme consiste a enrichir le milieu de maturation avec de la FSH afin
d’augmenter le taux de maturation des ovocytes immatures, cette technique s’appelle
« FSH priming » (Mikkelsen and Lindenberg, 2001),

- la troisieéme technique correspond a 1’ajout d’hCG, dit « hCG priming », et permettrait
d’induire la reprise de la méiose in vivo (Chian et coll., 2000). La méthode d’ « hCG
priming » est la plus utilisée car elle permet d’augmenter significativement les taux de

grossesses (Chang et coll., 2014) (Figure 14).

Figure 14. Photo d’un ovocyte immature aprés aspiration (a gauche) ; photo d’un ovocyte mature aprés 24 heures de
maturation in vitro (au centre) ; photo d’ovocytes aprés décoronisation suite a la maturation in vitro durant 24 heures
(a droite) (Walls et coll., 2015).

Les indications principales pour la MIV sont, les femmes a risque de syndrome
d’hyperstimulation ovarienne, les femmes souffrant de syndrome des ovaires polykystiques
(SOPK), ainsi que celles dont le traitement hautement gonadotoxique ne peut étre repoussé
dans le temps, et enfin les petites filles prépuberes (Chang et coll., 2014; Xia et coll., 2015).

Les premiéres naissances issues de MIV sans stimulation ovarienne aprés une assistance
médicale a la procréation ont été reportées dans les années 90 (Cha et coll., 1991; Trounson et
coll., 1994). Depuis, le nombre d’enfants issu de MIV est estimé a environ 2500, avec la
majorité des naissances obtenue hors-contexte de cryopréservation. Cependant, de
nombreuses données ne sont pas publiées ce qui rend les résultats difficiles a répertorier. Des
analyses ont permis de montrer que 1’incidence d’anomalies congénitales chez les enfants
issus de MIV était comparable a celle des enfants issus des techniques conventionnelles avec
stimulation ovarienne (Fadini ef coll., 2012).
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5.2.5. La transposition ovarienne

La transposition ovarienne consiste a déplacer 1’ovaire hors du champ d’exposition
aux radiations ionisantes lorsqu’une radiothérapie pelvienne ou abdominale est programmée
(Figure 15). La transposition ovarienne s’effectue chirurgicalement par laparotomie ou par
ceelioscopie. L’ovaire est généralement déplacé latéralement a la paroi pelvienne, ou derriere
I’utérus (Salama et coll., 2016).

Figure 15. Vue ceelioscopique de la cavité pelvienne : A gauche, avant la transposition; A droite, ’ovaire gauche
transposé par suture non-résorbable a la paroi de la cavité abdominale (D’aprés Irtan ef coll. (146)).

La transposition ovarienne est souvent effectué¢e apres 1’administration d’une chimiothérapie
afin de contréler I’invasion tumorale. Les principales indications pour les femmes sont les
cancers du rectum et du col de I'utérus. Pour les petites filles néanmoins, la transposition
ovarienne devrait étre envisagée pour toute pathologie impliquant la région pelvienne (Irtan et
coll., 2013).

La transposition ovarienne est considérée comme une technique simple et fiable (Gubbala et
coll., 2014). Le risque d’induire le développement de métastase au niveau de 1’ovaire non-
irradié peut amener a certaines interrogations sur cette technique (Han ef coll., 2011).
Cependant, il semblerait que le pourcentage de cancer de I’ovaire soit trés faible dans ce cas
(Bisharah and Tulandi, 2003).

Le taux de réussite de la transposition ovarienne varie donc en fonction de 1’age de la patiente,
de la dose et du site d’irradiation, ainsi que de 1’administration ou non d’une chimiothérapie

au préalable (Salama et coll., 2016).
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5.2.6. La protection hormonale : les analogues de la GnRH

Depuis une trentaine d’années, différentes études ont montré que [ utilisation
d’analogues de la GnRH pourrait permettre de préserver la fertilit¢ féminine avant
I’administration d’un traitement gonadotoxique. L’administration d’analogues de la GnRH est
simple et peu onéreuse. Contrairement a la congélation d’embryons, d’ovocytes et de tissu
ovarien d’une part, ou a la transposition ovarienne d’autre part, cette approche ne nécessite ni

stimulation ovarienne ni procédure chirurgicale (Turner et coll., 2013).

Les mécanismes d’action des analogues de la GnRH restent inconnus, cependant plusieurs
hypotheses ont été¢ émises (Blumenfeld, 2007):

- L’utilisation d’analogues de la GnRH pourrait diminuer le nombre de follicules
primordiaux entrant en stade de différenciation en inhibant I’expression d’hormones
stéroides tels que 1’cestradiol et I’inhibine ; les follicules en état d’activation étant plus
vulnérables a la chimiothérapie (Figure 16).

- L’état hypoestrogénique due a cette inhibition diminuerait la perfusion ovarienne et
donc la distribution de la chimiothérapie dans 1’ovaire. Cependant, ceci pourrait avoir
comme effet de diminuer I’efficacité de la chimiothérapie et donc avoir un impact sur

la guérison méme de la patiente.

- Les analogues de la GnRH pourraient agir sur la régulation de molécules anti-
apoptotiques telle que la sphingosine-1-phosphate (S1P) et donc réduire 1’atrésie
folliculaire.

- 1l a également été suggéré qu’ils pourraient avoir un effet protecteur sur les cellules
souches germinales ovariennes, qui pourraient ainsi générer la production de follicules

primordiaux de novo (Moreno et coll., 2015).
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Figure 16. Schéma représentant un potentiel mécanisme d’action des analogues de la GnRH, via I’inhibition de
P’ceestradiol (E2) et de ’inhibine, ayant pour effet une diminution de la concentration en FSH et donc une diminution
de I’atrésie des follicules primordiaux provoquée par la chimiothérapie (Blumenfeld, 2007).

Jusqu’a présent, 28 études cliniques consistant a évaluer ’effet de la co-administration
d’analogues de la GnRH en parallele a la chimiothérapie ont pu étre répertoriées (Tableau 4).
Parmi celles-ci, 20 études ont permis d’obtenir des résultats en faveur de [’utilisation
d’analogues de la GnRH (Blumenfeld and Evron, 2015). En effet, dans 91 % des cas, les
patientes co-traitées ont pu préserver leur fonction ovarienne, comparé a 41 % pour les
groupes controle. Pour les patientes traitées, le taux de grossesse a été de 19 % (Blumenfeld
and Evron, 2015).
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Etudes en faveur de I’utilisation Nombre de femmes Etudes en défaveurs de I’utilisation Nombre de femmes

d’analogues de la GnRH pour la ayant participé d’analogues de la GnRH pour la ayant participé
préservation de la fertilité féminine al’étude préservation de la fertilité féminine al’étude
(Ataya et coll., 1995) (Waxman ef coll., 1987) 17
(Blumenfeld ef coll., 2011) 42 (Azem et coll., 2008) 17
(Pereyra Pacheco et coll., 2001) 16 (Munster et coll., 2012) 49
(Somers et coll., 2005) 40 (Nitzschke et coll., 2010) 20
(Recchia et coll., 2006) 100 (Behringer et coll., 2010) 19
(Del Mastro et coll., 2006) 28 (Leonard et coll., 2010) 227
(Castelo-Branco et coll., 2007) 56 (Gerber et coll., 2011) 60
(Giuseppe et coll., 2007) 31 (Elgindy et coll., 2013) 100
(Blumenfeld et coll., 2008) 85

(Falorio et coll., 2008) 61

(Imai et coll., 2007) NA

(Huser et coll., 2008) 117

(Urruticoechea et coll., 2008) 51

(Badawy et coll., 2009) 78

(Sverrisdottir et coll., 2009) 285

(Del Mastro et coll., 2011) 281

(Behringer ef coll., 2012) 331

(Wong et coll., 2013) 125

(Demeestere et coll., 2013) 84

(Moore et coll., 2015) 227

Total 2038 Total 509

Tableau 4. Tableau représentant les différentes études effectuées dont les résultats sont en faveur ou non de la co-
administration d’analogues de la GnRH lors de la chimiothérapie, et le nombre de patientes incluses dans 1I’étude
(D’aprés Blumenfeld and Evron (34)).

Les criteres des études réalisées sont toutefois trés hétérogénes; notamment, 1’age des
patientes, les protocoles des chimiothérapies administrées, le suivi des patientes, les facteurs
d’évaluation de la réserve ovarienne (AMH, FSH, inhibine) et de I’efficacité de la reprise
ovarienne utilisés différent d’une étude a I’autre (Bildik et coll., 2015). Selon Oktay et coll., la
reprise des reégles ne devrait pas €tre un €élément suffisant en faveur de I’efficacité de
I’administration des analogues de la GnRH. L’apparition d’une grossesse reste le plus précis
des facteurs attestant de 1’efficacit¢ d’une thérapie de préservation de la fertilit¢ féminine
(Oktay et coll., 2015).

Une récente étude au cours de laquelle des patientes souffrant de lymphomes ont été suivies
pendant une période allant de deux a sept ans (contre un a trois ans de suivi pour les études
précédentes (Blumenfeld and Evron, 2015)) a montré que I’administration d’analogues de la
GnRH n’aurait pas d’effet significatif sur le taux de grossesse obtenu, qui a été de 53,1 %
chez les patientes traitées avec des analogues de la GnRH contre 42,8 % chez les patientes
« contrdles » (Demeestere et coll., 2016).
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De plus, [utilisation d’analogues de la GnRH ne semble pas efficace lorsque la
chimiothérapie envisagée est trés agressive comme dans le cas de traitement conditionnant a
la greffe de moelle osseuse. Dans le cas de radiothérapie, cette technique reste également sans
effet (Blumenfeld, 2007).

5.2.7. Les agents protecteurs : la protection chimique

De nouvelles stratégies de préservation de la fertilit¢ fondées sur 1’utilisation de
drogues en co-traitement de la chimio- ou radiothérapie sont en développement.

L’AS101 (ammonium trichloro (dioxo ethyléne-0,0’) tellurate) est un immunomodulateur
dont I’implication dans la régulation de la voie PI3K/PTEN/Akt a ¢ét¢ démontrée chez la
souris. Une étude de Kalich-Philosoph et coll. a consist¢ a co-traiter des souris avec
respectivement 1’AS101 et le cyclophosphamide (Cy) par injection intra-péritonéale. Le Cy
est un agent alkylant dont I’utilisation en chimiothérapie est établie chez les patientes atteintes
de cancer. Dans un premier temps, cette étude a permis de montrer que le Cy induisait une
perte en follicules ovariens par des flux d’activation des follicules dormants, qui une fois
activés vont dégénérer du fait de I’effet apoptotique de la drogue (Kalich-Philosoph et coll.,
2013). Cependant, lorsque 1’AS101 est injectée en parallele du Cy, une réduction de
I’apoptose et donc un maintien du nombre de follicules primordiaux a pu étre observé (Figure
17).

B -As101
B +As101

Primordial follicles per ovary

75 mg/kg Cy 100mg/kgCy 150 mg/kg Cy 75 mgx4 Cy

Figure 17. Variation du compte de follicules primordiaux au sein d’un ovaire de souris aprés 1 semaine de traitement
avec des doses variables de cyclophosphamide, avec (en rouge) ou sans co-traitement a I’AS101 (en bleu) (Kalich-
Philosoph ef coll., 2013).
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Cette ¢tude a dans un deuxieéme temps permis de montrer que 1’action de I’AS101 permettrait
de bloquer I’activation anormale des follicules primordiaux induite par le Cy. L’AS101 est
actuellement testée en essais cliniques de phase 2 (Kalich-Philosoph et coll., 2013) (Figure
18).

Cyclophosphamide + AS101 cotreatment
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Figure 18. Schéma représentant I’effet d’AS101 sur la voie PI3K/PTEN/Akt lors du traitement d’un ovaire par le
cyclophosphamide (Kalich-Philosoph et coll., 2013).

La sphingosine-1-phosphate (S1P), qui agit également comme un agent anti-apoptotique,
pourrait aussi étre utilis€¢ a des fins de préservation de la fertilit¢. Une étude de Li et coll.,
dans laquelle des fragments de tissu ovarien ont été xénogreffés chez des souris
ovariectomisées a eu pour but d’évaluer la capacité de la SIP a inhiber 1’apoptose des
follicules ovariens humains. La S1P a été administrée 24 heures avant I’administration de Cy,
puis en continu 72 heures apres la chimiothérapie (Figure 19).
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Figure 19. Pourcentage de follicules au sein d’un tissu ovarien humain exprimant la caspase 3 activée (AC3, un
marqueur de I’activation de I’apoptose), aprés traitement au cyclophosphamide (Cy) avec ou sans sphingosine-1-
phosphate (S1P), par rapport au controle (Li et coll., 2014).

L’administration de S1P permettrait de diminuer ’apoptose des follicules ovariens présents au
sein du greffon, cependant le processus par lequel se fait cette action reste a ¢lucider (Li et
coll., 2014). De plus, I’administration de S1P, par injection directement au niveau de 1’ovaire,
implique que les patientes devraient subir une procédure plus invasive qu’avec
I’administration d’AS101.

6. Le risque de réintroduire des cellules malignes apres la greffe de cortex ovarien
cryoconservé en cas de leucémies

6.1. Les leucémies

6.1.1. Définition

Les pathologies hématologiques représentent les indications majeures de
cryopréservation de tissu ovarien, soit 37,5 %. Parmi celles-ci, les leucémies aigiies
lymphoides (LAL), les leucémies aigiies my¢loides (LAM) et les leucémies myéloides
chroniques (LMC) sont les pathologies les plus représentées chez les patientes jeunes, de
moins de 20 ans (Dolmans et coll., 2013). Les plus fréquentes chez les patientes pré-pubéres
sont les LAL qui représentent 75 % des cas de leucémies et les LAM avec 15 % des cas de
leucémies (Ward et coll., 2014).
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Les traitements de choix en cas de leucémies consistent en une chimiothérapie comportant
une phase d’induction avec ou sans intensification, suivie d’une phase de consolidation et
enfin une phase de maintenance. Pour les patients a haut risque de rechute, la greffe de

cellules hématopoiétiques peut également étre envisagée (Chung and Ma, 2017).

Les leucémies sont dues a des altérations des mécanismes de renouvellement, de prolifération
et de différenciation des cellules progénitrices hématopoiétiques. Les anomalies génétiques
résultantes sont diagnostiquées par profilage cytogénétique (caryotype) et biologie
moléculaire («real time-quantitative polymerase chain reaction » ou RT-qPCR) (Chung and
Ma, 2017).

6.1.2. Anomalies cytogénétiques et moléculaires associées aux LAM

Les anomalies chromosomiques les plus fréquentes en cas de LAM sont les anomalies
de translocations t(15;17) et les LAM-CBF ou « core binding factor », qui incluent également
les translocations t(8;21), les t(16;16) et les inversions inv(16). Des mutations géniques sont
¢galement observées : la mutation du géne NMP1 (nucleophosmin-1) observée dans 25 a 35
% des cas de LAM, du géne FLT3 (Fms-like tyrosine kinase) dans 25 a 45 % des cas, du geéne
CEBPA (CCAAT-enhancer binding protein A) dans 4 a 9 % des cas et du KIT chez 2 a 8 %
des patients (Chung and Ma, 2017).

6.1.3. Anomalies cytogénétiques et moléculaires associées aux LAL

Le chromosome de Philadelphia (P#4) résulte de la translocation t(9;22)(q34;q11) qui
induit une fusion du gene BCR-ABLI. Cette anomalie est la plus fréquente chez I’adulte (25-
33 %) contrairement a I’enfant (2-5 %). Les réarrangements du géne MLL (mixed lineage
leukemia) localisé sur la bande chromosomique 1123 représente 7 % des cas adultes, tandis
que d’autres réarrangements tels que t(4;11)(q21;q23) sont observés chez 60 % des enfants
agés de moins d’un an. La translocation t(12;21)(p13;922) codant pour le géne de fusion
ETV6-RUNXI représente 20 a 25 % des cas chez les enfants atteints de LAL.

Les récentes avancées en génomique ont permis la découverte d’'une mutation secondaire
appelée LAL Ph-like ou BCR-ABLI like, présente chez 10 a 15 % des enfants atteints.
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Le profil d’expression génique de cette mutation est similaire a celui des LAL BCR-ABLI
positives, mais de gravité plus importante en termes de diagnostic. Ces patients ont souvent
une mutation du géne /KZF1 qui code pour la protéine IKAROS, ou une dérégulation de
I’expression du gene des récepteurs de cytokines CRLF2. La surexpression de CRLF2 va
induire une mutation de la voie de signalisation des JAK-STAT (notamment de JAK2) (Chung
and Ma, 2017).

6.1.4. Immunophénotypages associés aux leucémies aigiies

Des anticorps monoclonaux dirigés contre les antigenes exprimés a la surface des
cellules leucémiques sont utilisés pour le diagnostic des leucémies aigiies. En effet, certains
marqueurs spécifiques de la maladie ont été observés : le CD33 est exprimé sur les cellules
leucémiques dans 85 % des cas de patients atteints de LAM, le CD19 est exprimé de maniére
ubiquitaire sur les cellules leucémiques en cas de LAL pour la lignée B, le CD20 est exprimé
dans 30 a 50 % des cas de LAL pour la lignée B, le CD22 est exprimé dans plus de 90 % des
cas de LAL pour la lignée B, et le CD52 est exprimé dans environ 60 % des nouveau cas
diagnostiqué de LAL (Chung and Ma, 2017).

6.2. Les différentes techniques de détection de la maladie résiduelle

Malgré un taux de survie a 5 ans chez les jeunes patients souffrant de leucémie supérieur a
60 %, il a été constaté que chez des patients en rémission morphologique compléte, jusqu’a
10'° cellules leucémiques résiduelles pouvaient encore étre présentes dans la moelle osseuse.
La maladie résiduelle en hématologie est de ce fait définie comme la présence de cellules
leucémiques résiduelles non détectées par les méthodes d’observations morphologiques
conventionnelles (Chung and Ma, 2017).

Meirow a été le premier a détecter des cellules leucémiques dans des fragments de tissu
ovarien cryoconservés de patientes souffrant de LMC par RTq-PCR (Meirow et coll., 2008).
Depuis, la notion de risque de réintroduire des cellules malignes par greffe de tissu ovarien
cryoconserve pour les pathologies métastatiques a localisation ovarienne a été établie.
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Le risque de réintroduction de la maladie dépend du type de pathologie, de son stade, du
nombre de cellules malignes potentiellement transférables, ainsi que de 1’initiation ou non du

traitement gonadotoxique avant la cryopréservation des fragments de cortex ovariens (Greve
et coll., 2012; Rosendahl et coll., 2010).

6.2.1. Evaluation morphologique

Plusieurs techniques sont actuellement disponibles afin d’évaluer le niveau de maladie
résiduelle au sein des fragments de tissu ovarien humain cryoconservés. L’histologie et
I’immunohistochimie ont longtemps été utilisées a ces fins (Figure 20). Cependant, ces
techniques sont qualitatives et peuvent engendrer de faux positifs ou faux négatifs (Rauff et
coll., 2016). En effet, plusieurs études ont permis d’observer que ces deux techniques ne
permettaient pas de détecter la présence de cellules malignes tandis que des techniques de
biologie moléculaire le permettaient lorsque celles-ci étaient associées (Dolmans et coll.,
2010; Kyono ef coll., 2010; Rosendahl ef coll., 2010).

Figure 20. Coupe histologique de tissu ovarien apreés xénogreffe, sur laquelle un envahissement par des cellules
malignes autour d’un follicule secondaire est clairement visible, apreés coloration a I’hématoxyline éosine (Dolmans e?
coll., 2010).
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6.2.2. La xénogreffe

La xénogreffe consiste a greffer des fragments de tissu ovarien cryoconservés issus de
patientes a risque chez des souris immunodéprimées (Figure 21). Le but est de tester la
capacité de ces fragments a induire une prolifération de cellules malignes chez I’hdte et donc
de provoquer des signes physiologiques caractéristiques de la maladie. Cette technique est
beaucoup plus sensible que les techniques histologiques classiques et reste la seule technique
permettant d’évaluer le potentiel prolifératif des cellules cancéreuses in vivo. Cependant elle
demande une longue période d’incubation (environ 6 mois) et les résultats obtenus ne sont pas
toujours pertinents. En effet, I’apparition d’une maladie chez une patiente est un procédé long
qui ne peut pas étre transposable aux résultats obtenus chez la souris (Lotz et coll., 2011;
Meyer and Debatin, 2011).

Figure 21. Vue macroscopique de la procédure de xénogreffe de tissu ovarien humain, au niveau de la cavité
péritonéale, sur une souris immunodéficientes (Dolmans e coll., 2010).

6.2.3. L’analyse moléculaire

La détection moléculaire par la technique de « Polymérase Chain Reaction »
quantitative (QPCR) ou en temps réel (« Real Time quantitative-Polymérase Chain Reaction »,
RT-qPCR) est utilisée afin d’évaluer le niveau de maladie résiduelle sur des échantillons de
sang et de moelle osseuse au moment du diagnostic. Cette technique repose sur
I’amplification des réarrangements des genes codant pour les chaines des immunoglobulines

IgH, des récepteurs des cellules T (ou TCR) ainsi que des transcrits de génes de fusion.
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En utilisant les mémes marqueurs, il a été possible de détecter des cellules leucémiques
présentes au sein de fragments de tissu ovarien cryoconservés. Le transcript BCR-ABLI1
(Breakpoint Cluster Region/proto-oncogeéne tyrosine kinase ABL1), est fréquemment utilisés
afin d’identifier la présence de cellules leucémiques par RTq-PCR (Amiot et coll., 2013;
Dolmans et coll., 2013; Donnez and Dolmans, 2013; Jahnukainen et coll., 2013). Les
techniques de biologie moléculaire sont trés sensibles, avec un seuil de détection de 10 (van
der Velden et coll., 2003). Néanmoins, cette forte sensibilit¢ implique que certains matériels
génétiques provenant de cellules non viables puissent également étre détectés, ce qui engendre
des résultats faussement positifs (Bastings et coll., 2013). De plus, les marqueurs moléculaires
nécessaires a ces techniques de détection ne sont pas toujours disponibles, ce qui rend les
fragments en question inexploitables pour la détection de la maladie résiduelle dans le cortex
ovarien (Donnez et coll., 2013).

6.2.4. La cytométrie en flux multicouleurs (CFM)

La CFM repose sur I’identification d’immunophénotypes exprimés a la surface des
cellules leucémiques, mais absents des cellules hématopoiétiques et ovariennes saines
(Campana and Coustan-Smith, 1999). Ces immunophénotypes associés a la leucémie (ou
« leukemia associated immunophenotype », LAIP) peuvent ensuite étre identifiés a 1’aide de
technique d’immunomarquages avec des anticorps conjugués a différents fluorochromes. Afin
d’évaluer le risque de maladie résiduelle par CFM, il est important d’obtenir au préalable le
LAIP de la patiente au moment du diagnostic, I’absence de LAIP restant rare.

L’évaluation du risque de maladie résiduelle par CFM chez les patientes est influencée par le
nombre de marqueurs identifiés au diagnostic. Il est donc important d’inclure une
combinaison de marqueurs différents, non-exprimés ou trés peu exprimés a la surface des
cellules ovariennes, afin d’affiner les résultats et donc améliorer 1’analyse (Ommen, 2016;
Theunissen et coll., 2017; Zver et coll., 2014).

La sensibilité et la reproductibilité de la CFM sont proportionnelles au nombre de cellules qui
seront analysées. Cependant dans le cas des leucémies, le nombre de cellules analysables est
souvent faible et varie d’une patiente a 1’autre, ainsi que d’un fragment de cortex ovarien a un
autre (Campana and Coustan-Smith, 1999).
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La sensibilité de la CFM par rapport au diagnostic dans le sang et la moelle osseuse est établi
a 10™ soit 20 événements de phénotypes anormaux parmi 200000 cellules viables analysées
(Amiot et coll., 2013; Zver et coll., 2014; Zver et coll., 2015).

Le seuil de détection minimal de la maladie résiduelle a été défini a 20 éveénements anormaux
détectés, au-dela de ce seuil le fragment analysé sera considéré comme positif (Campana and
Coustan-Smith, 1999; Dworzak et coll., 2008). Cependant, le nombre de cellules nécessaires
pour induire une reprise de la maladie post-greffe restant inconnu, I’autotransplantation de
fragments de tissu ovarien cryoconservés n’est pas recommandée dans le cas de leucémies
(Amiot et coll., 2013; Bastings et coll., 2013; Rosendahl ef coll., 2013).

Lorsque des marqueurs moléculaires ne sont pas disponibles pour effectuer une analyse par
RTqg-PCR, la CFM est la seule technique envisageable. Dans le cas de LAM et LAL, il a pu
étre démontré qu’il y a une corrélation entre les résultats obtenus par CFM et par RTq-PCR
dans un modele expérimental d’ajout de cellules leucémiques (Amiot et coll., 2013) (Figure
22).
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Figure 22. Corrélation entre le niveau de maladie résiduelle mesuré (en pourcentage) par RTq-PCR et par CFM
(Amiot ef coll., 2013).

Notre équipe de recherche est la premicre a avoir effectué 1’analyse de la maladie résiduelle a
partir de la dissociation de fragments de tissu ovarien cryoconservés de patientes atteintes de
leucémie par CFM. Jusqu’a maintenant, 13 patientes ont pu étre testées par CFM dont 8
patientes atteintes de LAL et 5 de LAM.
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Parmi celles-ci, 4 ont été positives, soit 30 % des patientes analysées. Les marqueurs
moléculaires n’étant que peu disponibles, les fragments de tissu ovarien dissociés de
seulement 2 patientes ont pu étre testé par PCR, ces fragments de tissu ovarien analysés
¢étaient négatives apreés analyse par PCR comme par CFM (Zver et coll., 2014; Zver et coll.,
2015).

De par le nombre important de marqueurs de surface disponibles, la CFM pourrait
potentiellement étre applicable a toutes les patientes atteintes de leucémies, ce qui n’est pas le
cas de la PCR. La possibilité de pouvoir combiner différentes techniques de détection de la
maladie résiduelle (PCR, CFM, xénogreffes) serait la solution idéale afin d’évaluer et de
maitriser le risque carcinologique des patientes avant d’envisager une greffe de fragments de

tissu ovarien cryoconserveés (Amiot ef coll., 2013).

6.3. Le risque de maladie résiduelle

Dans le cas des leucémies, 1’administration de traitements gonadotoxiques est le plus
souvent initiée avant que des techniques de préservation de la fertilité ne soient proposées aux
patientes du fait de I’'urgence de leur prise en charge. Cependant, il a été prouvé qu’un cycle
de chimiothérapie n’était pas suffisant pour éradiquer toutes les cellules malignes présentes
dans le tissu ovarien (Dolmans et coll., 2010). Méme chez des patientes en rémission,
plusieurs études avec analyse par PCR, ont montré que des cellules malignes étaient toujours
présentes (Greve et coll., 2012; Jahnukainen et coll., 2013). En d’autres termes, méme si le
risque de trouver des cellules leucémiques dans des fragments de tissu ovarien cryoconservés
de patientes en rémission est faible, il ne peut pas étre totalement exclu (Suzuki and Donnez,
2016).

Des expériences de xénogreffes chez la souris ont démontré que la greffe de tissu ovarien
cryoconservé de patientes positives pour la maladie résiduelle pouvait induire 1’apparition de
masses tumorales a 6 mois d’incubation des greffons (Dolmans et coll., 2010). Des
expériences de xénogreffes de cellules leucémiques encapsulées dans un gel de fibrine ont été
effectuées par Soares et coll. Contrairement aux expériences précédemment réalisées, 1’étude
de Soares et coll. a permis d’évaluer I’apparition de tumeurs apres la greffe d’un ovaire
artificiel contenant un nombre précis de cellules leucémiques. Cette étude a montré qu’un
nombre trés important de cellules leucémiques était nécessaire a 1’apparition de signe
caractéristique de la maladie chez la souris.
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En effet, seul le contrdle positif, qui a consisté en la greffe d’un gel contenant 3 millions de
cellules leucémiques chez des souris, a permis d’observer 1’apparition d’une masse tumorale
au niveau péritonéal. Tandis que des valeurs plus faibles (10 et 100 cellules leucémiques) ne
permettaient pas d’observer des signes d’apparition d’une masse tumorale (Soares et coll.,
2015c¢).

Les résultats obtenus par xénogreffes dépendant de 1’espéce utilisée et du site de greffe, le
nombre de cellules nécessaires pour induire une leucémie est donc difficilement transposable
a I’homme. Dans les années 50, des expériences consistant a injecter des cellules malignes
chez des prisonniers n’ont pas permis d’aboutir a une néoplasie (Lanman et coll., 1950). Ces
expériences, qui posent un probléme éthique, ne seraient évidemment pas envisageables de
nos jours. Chez I’homme, le nombre de cellules leucémiques nécessaires pour induire une

rechute reste donc inconnu.

Le taux de rechute des patientes apres autotransplantation de tissu ovarien, toutes pathologies
confondues, a été récemment évalué a 7 % (3 patientes sur 41 patientes greffées). Cependant
aucune cellule maligne n’a été retrouvée au niveau du site de transplantation. Des cellules
malignes ont été retrouvées au niveau du sein et de I’hémithorax des patientes. L’absence de
cellules malignes au niveau du site de greffe remet en question I’implication de celles-ci dans
la reprise de la maladie (Jensen et coll., 2015; Rosendahl et coll., 2013).

Malgreé le fait que des fragments de tissu ovarien soient analysés afin d’évaluer le risque de
maladie résiduelle, cela ne permet pas d’exclure que les fragments qui seront greffés par la
suite soient dépourvu de cellules malignes, sachant que ceux-ci ne peuvent étre analysés.
L’¢tude de Meirow a ¢été la premicre relatant une grossesse chez une patiente ayant
précédemment été atteinte d’une leucémie apres greffe de tissu ovarien cryopréservé (Meirow
et coll., 2016). Seules deux ¢études au cours desquelles des patientes leucémiques ont pu étre
regreffées ont été répertoriées pour I’instant : 1’étude de Meirow et coll., avec une patiente
présentant une LMC et une ayant une LAM, ainsi que 1’étude de Silber et coll., avec une
patiente présentant une LAL. Aucune rechute n’a été observée dans les trois cas de greffe
(Meirow et coll., 2016; Silber et coll., 2015).

La premiére naissance, suite a ces greffes, a été reportée par Shapira et coll., et concerne la
patiente ayant eu une LAM (Shapira ef coll., 2018). Cette patiente était déja en rémission lors
de la cryopréservation de ces fragments de tissu ovarien. La présence de cellules leucémiques
résiduelles au sein de fragments de tissu ovarien de cette patiente a été évaluée par histologie,
immunohistochimie, séquencgage, hybridation in situ a fluorescence et xénogreffe chez la

souris. Ces tests ont tous permis de conclure sur 1’absence de cellules leucémiques.
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Cette patiente a pu donner naissance a un bébé en bonne santé aprés avoir eu recours a une
procédure de fécondation in vitro (Shapira et coll., 2018).

La cryopréservation de fragments de cortex ovarien doit tout de méme étre proposée aux
patientes dont le risque de réintroduire des cellules cancéreuses est important (tel que dans le
cas des leucémies), en fonction de I’age, dans 1’optique ou de futures alternatives basées sur

I’utilisation de follicules ovariens isolés puissent un jour étre applicables a toutes les patientes
(Benard et coll., 2016).

6.4. La purification cellulaire en vue d’éliminer les cellules malignes

Pour les pathologies a risque de réintroduction de cellules malignes, la purification
cellulaire a été envisagée dans le but d’éliminer les cellules cancéreuses potentiellement
présentes. Cette technique nécessite au préalable une dissociation du tissu ovarien afin
d’obtenir une suspension cellulaire analysable. Peu de techniques sont décrites dans la

littérature afin d’éradiquer des cellules malignes dans le cas du tissu ovarien.

Parmi les différentes méthodes de tri cellulaire, le FACS (« Fluorescence Activated Cell
Sorting ») est la méthode la plus connue. Cette technique repose sur 'utilisation d’anticorps
couplés a un fluorochrome dirigés contre des antigénes de surface des cellules d’intéréts,
permettant ainsi leur séparation physique. Le FACS a été utilisé¢ avec succes pour séparer des
cellules cancéreuses dans des suspensions testiculaires humaines contaminées (Dovey et coll.,
2013). Cette technique permet de maintenir la viabilité des cellules en suspension présentes
dans la solution a analyser tandis que les cellules a éliminer seront prélevées. Le FACS reste
toutefois peu rapide en raison des contraintes physiques, ce qui dans le cas de suspensions
ovariennes, pourrait induire une perte folliculaire ainsi qu’une diminution de la viabilité
folliculaire (Soares et coll., 2015a). De plus, cette technique nécessite un nombre important de
cellules analysables, ce qui n’est pas toujours le cas apreés dissociation du tissu ovarien
humain (Dovey et coll., 2013).

L’utilisation d’un anticorps bi-spécifique (BIS-1) a été évaluée afin de purger des suspensions
ovariennes contenant des follicules isolés issues de la dissociation de fragments de tissu
ovarien humain. Contrairement aux anticorps classiques, les anticorps bi-spécifiques
combinent a la fois une affinité avec la cellule cible a trier et avec un effecteur cellulaire
cytotoxique, ce qui permet une lyse des cellules a ¢liminer de maniére plus efficace qu’avec

un anticorps monoclonal.
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Cependant le procédé de fabrication d’un anticorps bi-spécifique reste long et onéreux, aussi

la technique d’application est encore une fois assez longue (Schroder et coll., 2004).

La possible agrégation des cellules cancéreuses aux follicules ovariens peut également
diminuer ’efficacité des deux techniques présentées. Une technique plus manuelle pourrait
permettre d’optimiser la purification de cellules leucémiques. L’équipe de Soares et coll. a
développé une technique consistant a pipeter les follicules ovariens, puis a les laver en
effectuant trois transferts successifs dans du milieu de culture. Ils ont effectué une
modélisation d’un ovaire contaminé en ajoutant des cellules leucémiques au sein de
suspensions ovariennes saines. Apres ces trois lavages, ils ont montré qu’aucune suspension
ne contenait de cellules leucémiques apres analyse par RTq-PCR (Soares et coll., 2015a).
Aprées avoir validé leur technique de purification, ils I'ont testé sur des fragments de tissu
ovarien cryoconservés de patientes ayant eu une leucémie. Sur 12 patientes, 9 ont pu étre testé
par RTq-PCR aprés dissociation et lavages par pipetages. La encore, ils ont pu isoler plus de
2000 follicules et éliminer les cellules leucémiques présentes au sein des suspensions
folliculaires obtenues (Soares et coll., 2017). La durée de l’isolement et des lavages des
follicules ovariens n’a pas excédé¢ 75 minutes, et leur viabilité est restée bonne. Cette
technique serait plus appropriée pour une utilisation clinique, toutefois 1’analyse par RTq-
PCR reste limitée lorsque les marqueurs moléculaires ne sont pas disponibles, comme cela fiit

le cas pour 3 patientes dans leur étude (Soares et coll., 2017).

7. Les techniques alternatives a la greffe de tissu ovarien humain cryoconservé

7.1. La culture in vitro de tissu ovarien

La culture de cellules ou de tissu humain peut étre fastidieuse, et le choix du systéme
approprié nécessite la prise en compte de plusieurs paramétres dont : la composition du milieu
de culture, I’ajout de sérum, d’hormones, de protéines, de facteurs de croissance, I’apport en
oxygene, la température, ’utilisation d’un support matriciel ou « scaffold », la durée de la
culture, la culture de plusieurs types cellulaires ou « co-culture » (Smitz and Cortvrindt,
2002).

La culture de follicules ovariens a été réalisée dans de nombreuses especes, notamment la
culture de follicules primordiaux jusqu’au stade antral a déja été réalisée chez la souris, et a

permis la naissance de souriceaux (Eppig, 1994).
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Cependant la transposition de cette technique chez ’homme est plus complexe du fait d’une
taille des follicules plus importante et du temps nécessaire pour obtenir une folliculogenése
compléte entre 5,5 2 6 mois selon Gougeon (125).

A ce jour, les techniques de culture in vitro actuelles ne sont pas considérées comme des
méthodes pouvant étre appliquées en thérapie afin de réutiliser les fragments de cortex
ovarien cryoconservé (Guzel and Oktem, 2017).

Il a été suggéré que I’exposition prolongée aux conditions de culture in vitro pouvait
augmenter le risque de changements épigénétiques au niveau du génome ovocytaire. Aucune
¢tude n’a permis de prouver que cette hypothése était avérée chez I’Homme. Des études
effectuées sur des modeles murins ont toutefois montré qu’il n’y avait pas de différence entre
les ovocytes issus de la culture in vitro de follicules secondaires et ceux issus d’une croissance
in vivo sans stimulation préalable (Anckaert ef coll., 2013).

7.1.1. La culture de fragments de cortex ovarien humain

Cette technique consiste a mettre en culture des fragments de cortex ovariens frais ou
décongelés, afin de recréer la croissance folliculaire dans 1’environnement dans lequel la

folliculogenese a lieu in vivo.

Plusieurs expériences ont pu montrer que la culture de fragments de cortex ovarien dans des
boites de culture permettait la survie, la différenciation et la croissance des follicules
primordiaux, primaires et secondaires (Khosravi ef coll., 2013; Laronda et coll., 2014) (Figure
23). Dans certains cas, le tissu lui-méme est encapsulé dans une matrice servant de support
rigide avant la culture (Laronda et coll., 2014) ou cultivé dans une boite de culture dont le
fond est recouvert de matrigel® (Hovatta ef coll., 1997).
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Figure 23. Photos d’un fragment de tissu ovarien contenant des follicules ovariens humains colorés au rouge neutre
apres 7 jours de culture in vitro. Barre d’échelle = 50 pm (Khosravi ez coll., 2013).

La culture de fragments de cortex ovarien humain a cependant des limites : il y a une forte
hétérogénéité entre les fragments de cortex ovarien humain. En effet, les différences dues a
I’age, aux antécédents médicaux et aux expositions environnementales propres a chacune
peuvent avoir un impact sur la qualité et la composition des fragments (Laronda et coll.,
2014). De plus, il a été prouvé que pour les patientes de plus de 30 ans, les follicules avaient
tendance a se grouper en clusters au sein du tissu probablement du fait d’une diminution du
volume ovarien, et que le nombre de follicules, souvent imprévisible et inférieur par rapport
aux patientes plus jeunes, n’était pas appropriée a 1’évaluation de conditions de culture
optimale (Cortvrindt and Smitz, 2001; Smitz and Cortvrindt, 2002).

Il semblerait que les follicules pré-antraux et antraux ne survivent pas en culture prolongée in
vitro au sein du cortex ovarien frais. L’hypothése émise serait que, dans ces conditions de
culture, les follicules déclencheraient des signaux d’inhibition et empécheraient donc par la
méme occasion le développement des follicules en croissance (primordiaux, primaires,
secondaires), résultant en la perte de 1’intégrité ovocytaire et leur mort (Hovatta et coll., 1999;
Telfer et coll., 2008).

Afin de permettre la croissance des follicules au-dela du stade secondaire, ils doivent étre
cultivés de manicre isolée, pour limiter les interactions négatives pouvant avoir lieu entre les
follicules (Telfer et coll., 2008).
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7.1.2. La culture partielle

La culture partielle correspond a la culture de groupes ou « clusters » folliculaire,
composés de fragments de cortex ovarien partiellement dissociés mécaniquement. Ceci
permet de conserver le stroma qui entoure les follicules, afin de maintenir les interactions
cellules stromales-follicules et follicules-follicules (Figure 24).

Figure 24. Photo d’un « cluster » de follicules issus de la dissociation partielle de tissu ovarien humain. Les fléches
indiquent les follicules présents au sein du « cluster » ; barre d’échelle = 240 pm (Hovatta et coll., 1999).

Des expériences ont montré que la culture partielle permettrait d’obtenir une meilleure survie

folliculaire que la culture in vitro de follicules isolés (Hovatta et coll., 1999).

Cependant cette technique, tout comme la culture au sein d’un tissu, n’empéche pas le risque
de réintroduire des cellules cancéreuses chez les patientes, étant donné que les cellules

malignes peuvent toujours étre emprisonnées au sein du stroma ovarien restant.
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7.2. La culture in vitro de follicules ovariens humains isolés

7.2.1. L’isolement des follicules ovariens

L’isolement de follicules ovariens permettrait d’éviter le risque de réintroduire des
cellules malignes chez les patientes. La lame basale, qui entoure les cellules de la granulosa
constituant les follicules, permet de les protéger et d’exclure les cellules provenant du sang
potentiellement contaminé (Rodgers et coll., 2003). L’isolement des follicules ovariens peut
étre compliqué car les connexions entre I’ovocyte et les cellules de la granulosa qui
I’entourent sont moins denses et donc fragiles. De plus, le nombre de follicules obtenus apres
isolement est hétérogeéne, car leur distribution peut varier entre deux fragments d’un méme
ovaire, entre les deux ovaires d’'une méme femme; ceci est encore plus vrai pour les patientes

plus agées (Laronda ef coll., 2014).

L’isolement des follicules ovariens peut étre effectu¢ de maniére mécanique ou enzymatique,

ou encore en combinant les deux (Figure 25).

La dissociation mécanique se fait sur des fragments de cortex ovarien de petite taille (souvent
inférieur a 500 pm), a I’aide d’une fine aiguille ou d’un scalpel, sous un microscope inverse.
Cette technique est moins dommageable, ce qui permet de préserver 1’intégrité du follicule
ovarien et de maintenir la lame basale ainsi que la théque autour des follicules (Telfer and
Zelinski, 2013). Cependant, elle est difficile et chronophage, du fait de la forte densité du tissu
fibreux de la corticale ovarienne humaine (Smitz and Cortvrindt, 2002).

Différents types de collagénases ont été utilisés pour la dissociation enzymatique de
fragments de cortex ovarien, telles que les collagénases de type Ia, Il ou IV. Ces enzymes
peuvent étre utilisées seules, en combinaison avec une DNAse ou une protéase, ou en
combinaison avec une dissociation mécanique. Cependant, les collagénases sont
naturellement produites par une bactérie appelée Clostridium Histolyticum et peuvent contenir
un niveau tres €levé d’endotoxines, qui peuvent altérer la structure folliculaire. Il a été décrit
qu’un nombre important d’ovocytes extrudés pouvait étre observés (Hovatta et coll., 1999),
ainsi que des altérations de la lame basale aprés isolement avec une collagénase non purifié¢e
(Eppig, 1994). De plus, des variations peuvent étre observées entre les lots des collagénases
produites, ce qui peut engendrer des différences en termes d’efficacité¢ de la dissociation
tissulaire (Dolmans ef coll., 2006).

80



Des ¢études visant a comparer ’effet de la dissociation mécanique et enzymatique a 1’aide de
collagénases ont permis de montrer qu’il n’y avait pas de différence significative en termes de
morphologie folliculaire apres utilisation de ces deux techniques. Cependant, le nombre de
follicules isolés est supérieur avec la dissociation enzymatique et la survie des follicules
primordiaux semble étre meilleure (Dong et coll., 2014; Leghari et coll., 2015).

Figure 25. Follicules isolés obtenus a partir de la dissociation enzymatique et mécanique de tissu ovarien humains
(D’apres Chiti ez coll. (54)).

De nouvelles enzymes hautement purifiées sont de plus en plus utilisées a la place des
collagénases classiques afin d’augmenter la qualit¢ des cellules isolées. La libérase
correspond a un mélange de collagénases de type I et II hautement purifiées, et elle est utilisée
pour I’isolement des ilots pancréatiques humains depuis plus de 20 ans (Linetsky et coll.,
1997). La libérase blendzyme 3 correspond a la premicre génération de libérase utilisée en
recherche, elle n’est plus produite a ce jour (Hornick et coll., 2012; Vanacker et coll., 2011).
Parmi les libérases de deuxiéme génération, on peut distinguer la libérase TM (« Medium
Thermolysin » concentration) et la libérase DH (« High Dispase » concentration). La libérase
TM est composée de la thermolysine, une protéase neutre thermostable, qui permet de
dissocier la matrice extracellulaire (MEC) des tissus. La libérase DH contient quant a elle de
la dispase, une protéase neutre, qui va cliver spécifiquement la fibronectine et le collagéne IV
qui sont présents dans la MEC des tissus (Lierman ef coll., 2015).
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Il a été¢ démontré que la dissociation de fragments de cortex ovarien était incompléte apres
utilisation de la libérase TM (Kristensen et coll., 2011), tout comme ce fiit le cas auparavant
pour la libérase Blendzyme 3 (Dolmans et coll., 2006). Le nombre de follicules isolés est de
ce fait inférieur a celui obtenu avec une collagénase classique, et la plupart des follicules
isolés sont toujours entourés par du stroma (Dolmans et coll., 2006; Kristensen et coll., 2011).
Ceci peut étre da au fait que les libérases sont composées uniquement de deux collagénases
(collagénases de type I et II) tandis que les collagénases classiques peuvent en contenir
jusqu’a une trentaine (Dolmans ef coll., 2006).

L’utilisation de la libérase DH est donc recommandée pour la dissociation de tissu tres
fibreux, comme c’est le cas pour le tissu ovarien humain (Vanacker et coll., 2011). En 2015,
une ¢tude a été effectuée afin de comparer la libérase DH, la libérase TM et la collagénase de
type IV (Lierman et coll., 2015). Selon cette étude, le nombre d’ovocytes extrudés ou de
forme atypique a été supérieur avec la libérase TM et la collagénase de type IV, tandis qu’un
nombre moindre de fragmentations de I’ADN a été observé avec la libérase DH. Il a été
conclu que la libérase DH permettait d’isoler un nombre significativement plus important de
follicules primordiaux, primaires et secondaires humains vivants et non endommagés
(Lierman ef coll., 2015).

Des collagénases produites selon les bonnes pratiques de fabrication (« BPF » ou « GMP »
pour « Good Manufacturing Practices ») des médicaments a usage humain et des
médicaments expérimentaux a usage humain, sont actuellement disponibles sur le marché. La
certification GMP implique le respect des directives européennes afin d’assurer la sécurité des
produits utilisables chez I’Homme. Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), les
bonnes pratiques de fabrication correspondent a « un élément de 1’assurance de la qualité,
garantissant que les produits sont fabriqués et contrdlés de fagon uniforme et selon des
normes de qualité adaptées a leur utilisation et spécifiées dans 1’autorisation de mise sur le
marché ».

Contrairement aux collagénases classiques, les collagénases de grade GMP peuvent étre
utilisées pour des applications cliniques et sont dépourvues d’endotoxines bactériennes. Il
existe deux types de collagénase qui portent le grade GMP en France : les collagénases NB1
et les collagénases NB6, produites par les laboratoires SERVA®.

L’utilisation de la collagénase NB1 a ¢été autorisée en France par 1’Agence Nationale de
Sécurité¢ du Médicament et des produits de Santé pour I’isolement des ilots de Langerhans en
vue de leur transplantation chez I’Homme (Agence Nationale de Sécurit¢ du Médicament et
des produits de sant¢ (ANSM), 2014).
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Plusieurs études ont comparé ’efficacité de la collagénase NB1 et de la libérase pour la
dissociation du tissu pancréatique. Ces études ont montré que la qualit¢ des ilots de
Langerhans isolés avec la collagénase NB1 était supérieure a celle de la libérase, avec moins
de mort cellulaire et une meilleure morphologie des ilots (Brandhorst et coll., 2010; Bucher et
coll., 2004). La collagénase NB6 a ¢galement montré son efficacit¢ dans I’isolement de
cellules stromales mésenchymateuses a partir de tissu de cordon ombilical humain (Fazzina et
coll., 2015). La collagénase NBI1 reste pour I’instant la collagénase la plus pure et préconisée
pour une application clinique en France. L’utilisation des collagénases NB1 et NB6 de grade
GMP n’a pas encore été validée pour la dissociation de fragments de cortex ovarien humain,
cependant cette validation serait une €tape cruciale avant d’envisager 1’utilisation de follicules

isolés comme alternative a la greffe de tissu ovarien humain cryoconservé (Tableau 5).

Taux de
Activité . Niveau . Variations survie des Application
Enzyme . Composition . Conditionnement . .
enzymatique d'endotoxines entre lots  follicules clinique
isolés
& > 125 \
Collagénase Jusqu'a 30 ) )
CDU/mg Elevé Poudre Elevé >90 % Non
. enzymes
solide
Collagenase
o 13 Wiinsch I, et
Libérase .
DH U/ml Neutral <50 EU/mg Poudre Nul >90 % Oui
liquide protease
Dispase
Collagénase > 0,1 U/ Coll I . .
= - i ‘mrg oragenase NC Poudre Faible NC Oui
NB6 lyophilisé et Il
Collagenase >3 U/m, Collagenase |
g - £ £ <10 EU/mg Poudre Faible NC Oui

NB1 lyophilisé etll

Tableau 5. Tableau récapitulatif des principales caractéristiques des différentes enzymes disponibles pour la
dissociation de follicules ovariens isolés humains; NC : non connu (d’apreés les données des fournisseurs).

7.2.2. La culture bidimensionnelle ou culture 2D

La culture 2D consiste a placer un ou plusieurs follicules isolés dans une boite multi-

puits contenant un milieu de culture dont la composition est préalablement établie, sous huile.
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Des expériences visant a cultiver des follicules pré-antraux isolés ont été réalisées chez
I’Homme (Abir ef coll., 1997).

La culture de follicules primordiaux isolés est avantageuse, car ces follicules représentent plus
de 90 % de la réserve ovarienne chez ’Homme, et ils résistent aux processus de congélation
du fait de 1’absence de liquide antral (McCaffery et coll., 2000; Smitz and Cortvrindt, 2002).
La culture 2D a permis aux follicules primaires et primordiaux humains de croitre et passer au
stade suivant dans un milieu de culture approprié, cependant la survie a long terme reste plus
difficile pour les follicules de petite taille. Les follicules ont tendance a adhérer au support
dans lequel est effectuée la culture 2D, ce qui peut causer une déformation des follicules et
donc engendrer par la suite une altération de la membrane basale (Figure 26). Ceci peut
causer le détachement des cellules de la granulosa, et notamment une extrusion ovocytaire.
Les modifications structurales observées lors d’une culture 2D résultent d’un asynchronisme
de développement et de maturation entre I’ovocyte et les cellules de la granulosa avec
lesquelles la communication a été altérée (Guzel and Oktem, 2017).

Figure 26. Photo d’un follicule secondaire de souris isolé mis en culture dans une boite de pétri (a gauche) ; Photo
d’un follicule secondaire de souris isolé aprés 2 jours de culture, ou I’on peut observer des adhérences au niveau des
cellules de la théque ainsi que des cellules stromales en prolifération (a droite) (Smitz and Cortvrindt, 2002).

7.2.3. La culture tridimensionnelle ou culture 3D

Le but de cette technique est de cultiver des follicules isolés sur un support 3D ou
encapsulés au sein d’un biomatériau ou « scaffold », d’origine naturelle qui mimerait le role
de la matrice extracellulaire in vivo.
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Ce biomatériau sert de support afin de maintenir la structure tridimensionnelle des follicules
isolés et les interactions entre I’ovocyte et les cellules de la granulosa.

Le matrigel® a d’abord été utilisé car il permettait de promouvoir la croissance et 1’intégrité
des follicules. Le matrigel® est une matrice composée d’un assortiment de protéines de la
MEC extraites de tumeurs issues de lignées cellulaires de sarcome de souris. Cependant,
malgré son efficacité, le matrigel® ne pourrait pas étre utilisé en clinique du fait de sa
provenance et de la grande variabilité en proportion des protéines qui le composent en
fonction des lots (Guzel and Oktem, 2017). Aussi il a été démontré qu’un nombre moins
important de follicules en croissance était retrouvé apres culture in vitro dans un matrigel®,
en comparaison a une matrice a base d’alginate (Kedem et coll., 2011).

Le choix de la concentration et de la composition du « scaffold » est importante, et peut
faciliter ’apport en oxygene ainsi que les échanges entre les follicules et les facteurs de
croissance, nutriments ou hormones présents dans le milieu de culture (Smitz and Cortvrindt,
2002).

L’alginate est fréquemment utilisé pour la culture des follicules isolés. L’alginate correspond
a une famille de polysaccharides produits par les algues brunes ou les bactéries. L’alginate a
la capacité de former un hydrogel stable lorsqu’il est mis en présence de calcium ou de
cations divalents (barium, strontium...) (Vanacker and Amorim, 2017). Contrairement a la
fibrine ou au collageéne, ’alginate est plus rigide ce qui permettrait un meilleur support et
donc d’éviter la dissociation du follicule. La culture de follicules primordiaux et primaires
encapsulés dans des billes d’alginate a permis leur survie d’environ 90 % au-dela d’une
semaine et leur croissance de 1’ordre de 10-20 um (Amorim et coll., 2009; Camboni et coll.,
2013) (Figure 27).

Figure 27. Follicules primordiaux de macaques aprés 3 jours de culture dans un gel d’alginate 4 0,2 % ; un follicule
primordial obtenu aprés dissociation enzymatique est encadré (Tiré de I’article de Hornick ef coll. (140)).
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La fibrine est également utilisée pour la culture des follicules isolés. Cette protéine
biodégradable, constituée de fibrinogene et de thrombine, joue un réle important dans la
coagulation sanguine, et elle est souvent utilisée en tant qu’adhésif en chirurgie pour favoriser
I’hémostase (Luyckx et coll., 2013). 1l a ét¢ démontré que la fibrine n’avait pas d’effet
toxique sur les ovocytes et les embryons (Bar-Hava ef coll., 1999).

Une dégradation partielle et progressive des gels de fibrine a été observée, 24 heures apres
I’initiation d’une culture in vitro (Shikanov et coll., 2009; Shikanov et coll., 2011) (Figure
28). Cependant, cette dégradation est positive car elle permet de réduire la tension appliquée
sur les follicules et donc de promouvoir 1’augmentation du diameétre folliculaire. La
dégradation du gel est corrélée a la survie et au développement folliculaire, ainsi 1’absence de
dégradation du gel autour des follicules serait caractéristique d’un follicule atrétique (Chiti et
coll., 2017a).

Figure 28. Photos représentant des follicules encapsulés dans une matrice mixte fibrine-alginate (FA), ou I’on peut
observer le processus de dégradation de la fibrine caractérisé par un anneau clair autour des follicules en
développement. Observation de I’anneau de dégradation de la fibrine dans un champ lumineux a 0 (a), 2 (b), 4 (c) et 6
(d) jours de culture in vitro. Coupe cytologique de matrices FA montrant I’anneau de dégradation de la fibrine aprés 2
(e) et 3 (f) jours de culture, et un follicule en croissance (g,h). Barre d’échelle = 100 pm; (Shikanov et coll., 2011).
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L’alginate peut étre combiné a la fibrine pour 1’obtention d’une matrice mixte, ce qui offre un
environnement mécanique dynamique étant donné que les deux matériaux contribuent a la
rigidité initiale de la matrice obtenue. La fibrine étant rapidement dégradée, la rigidité¢ de la

matrice n’est par la suite due qu’a la présence d’alginate (Vanacker and Amorim, 2017).

7.2.4. La culture multi-étapes

En 1999, Smitz et Cortvrindt avaient déja suggéré que les follicules isolés d’une taille
inférieure a 190 pm ne pouvaient pas survivre et croitre in vitro jusqu’au stade antral en
dehors du tissu et donc que la folliculogenése devait se faire en plusieurs étapes en fonction
du stade de développement folliculaire (Smitz and Cortvrindt, 1999).

La culture multi-étapes peut étre divisée en 3 phases (Figure 29) :

- Premiérement, les fragments de cortex ovarien sont coupés, puis cultivés in vitro dans
un milieu permettant 1’activation des follicules primordiaux et primaires jusqu’au
stade pré-antral.

- Deuxiémement, les follicules ayant atteint ce stade sont isolés mécaniquement et/ou
enzymatiquement, puis cultivés in vitro dans un gel biodégradable, au sein d’un milieu
riche en hormones afin de favoriser leur croissance.

- Troisiemement, une maturation folliculaire in vitro (MIV) est réalisée afin de finaliser
la croissance des follicules antraux et récupérer les complexes cumulo-ovocytaires
(CCO). Les CCO sont décoronisés afin de récupérer les ovocytes bloqués en

métaphase 2 et permettre leur développement jusqu’au stade embryonnaire (Telfer and
McLaughlin, 2012).
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Figure 29. Schéma représentant la culture multi-étapes décrites par Telfer e coll., 2008 (Telfer et coll., 2008);
Premiére étape : Culture in vitro de fragments de cortex ovarien préalablement découpés dans un milieu permettant
I’activation folliculaire ; Deuxiéme étape : Isolement des follicules de grande taille et culture in vifro 3D jusqu’au stade
antral ; Troisiéme étape : Maturation ovocytaire et transfert d’embryons congelés (Schéma modifié a partir de Kim e#
coll. (160)).

Une étude visant a cultiver des follicules primordiaux humains jusqu’au stade antral a été
réalisée en utilisant la technique multi-étapes en 2008. Des fragments de cortex ovarien ont
¢été cultivés durant 6 jours dans du milieu de culture dépourvu de sérum. Puis des follicules
pré-antraux ont été isolés mécaniquement a partir de ces fragments et cultivés durant 4 jours
en présence d’activine (Telfer et coll., 2008).

L’activine, membre de la famille des TGF-§ comme I’AMH et le GDF-9, est exprimée par les
cellules de la granulosa et I’ovocyte des follicules pré-antraux. Il a été décrit que 1’activine
jouerait un rdle dans la croissance folliculaire et promouvrait la formation de 1’antrum
(Mizunuma et coll., 1999; Zhao et coll., 2001). L’ajout d’activine au milieu de culture utilisé
a permis la croissance de 30 % des follicules jusqu’au stade antral.

Une récente étude, basée sur ce protocole de culture multi-étapes a permis 1’obtention
d’ovocytes humains au stade métaphase 2 (McLaughlin et coll., 2018).
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Malgré le faible nombre d’ovocytes matures obtenus apres 1’étape de maturation in vitro, cette
¢tude a permis I’obtention d’une folliculogenese in vitro compléte chez I’Homme. Elle a
prouvé la faisabilité et I’efficacité de la culture multi-étapes comme une potentielle alternative
aux techniques actuelles de réutilisation de fragments de tissu ovarien cryopréserves.

7.2.5. Les risques de la culture de follicules ovariens isolés

Les génes responsables de la quiescence des follicules primordiaux in vitro (PTEN,
mTOR, FOXO3) peuvent également causer la formation de tumeurs des cellules de la
granulosa lorsque ceux-ci sont mutés (Guzel and Oktem, 2017). Il reste important de voir
I’effet de tels régulateurs a long terme sur la fonction des follicules ovariens dans des

conditions in vitro avant d’envisager leur utilisation in vivo chez des patientes.

Dans des conditions in vitro, les follicules primordiaux présentent un schéma d’activation
accéléré et tendent a se développer en follicules primaires plus rapidement qu’in vivo (Guzel
and Oktem, 2017). En effet, in vitro, la balance entre activateurs et suppresseurs est perturbée
du fait de I’inhibition de certains signaux endocriniens pouvant prévenir 1’activation précoce
des follicules primordiaux. De méme, 1’absence de facteurs ovariens locaux responsables de
la coordination de la croissance des follicules durant leur culture apres isolement (ajoutés au
milieu de culture ou présents dans une matrice biodégradable) peut induire une perturbation
de la communication entre 1’ovocyte et les cellules de la granulosa qui ’entourent. La
croissance folliculaire observée n’est alors qu’une expansion rapide des cellules de la
granulosa qui vont former une masse avec un ovocyte dont la maturation sera incompléte
(Guzel and Oktem, 2017; Telfer and Zelinski, 2013).

7.3. L’activation folliculaire

Les mécanismes permettant la régulation de I’activation des follicules primordiaux ne
sont pas encore treés clairs. Cependant on sait aujourd’hui que ces mécanismes impliquent la
mise en jeu d’une combinaison de facteurs inhibiteurs et stimulateurs de cette activation
(Telfer and McLaughlin, 2012).
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11 a été démontré que I'utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques du PTEN in vitro induit une
augmentation de 1’activation des follicules primordiaux humains isolés aprés 6 jours de
culture (McLaughlin ef coll., 2014). A I"opposé, une étude sur des cultures de fragments de
cortex ovarien humain a montré que 1’utilisation de la rapamycine, un inhibiteur des mTOR,
induit une diminution de ’activation des follicules primordiaux, mais également une mort des

ovocytes au sein des follicules (McLaughlin et coll., 2011).

Des stimulateurs de la voie Akt peuvent également é&tre utilisés afin de promouvoir
’activation des follicules dormants. Des expériences chez la souris ont montré que 740Y-P,
un phospho-peptide, permettrait sa stimulation par sa capacité a se lier au domaine SH2 de la
sous-unité p85 des PI3K. Une fois activée, PI3K va convertir PIP2 en PIP3, et ’accumulation
de PIPI3 va par la suite stimuler la phosphorylation d’ Akt (Li et coll., 2010).

L’¢équipe de Kawamura et coll., 2013 a démontré que la fragmentation des tissus ovariens
jouerait également un role dans 1’activation folliculaire. En effet, la fragmentation en petits
morceaux de 1-2 mm? induirait une perturbation de la voie de signalisation Hippo qui permet
de réguler la polymérisation des filaments d’actine, ce qui menerait a une augmentation de
I’expression de facteurs de croissance responsables de la croissance folliculaire et la

génération d’ovocytes matures (Kawamura et coll., 2013) (Figure 30).
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Figure 30. Schéma représentant les génes impliqués dans la fragmentation de tissus ovariens, la voie de signalisation
Hippo et la croissance folliculaire : la polymérisation d’actine-F induit une augmentation du géne YAP au niveau du
noyau de I’ovocyte, ce qui induit une augmentation de ’expression du facteur de croissance CCN et de BIRC, un
inhibiteur de I’apoptose (Kawamura et coll., 2013).

A partir de ces différents résultats chez la souris, des études cliniques ont été effectuées chez
des patientes souffrant d’insuffisance ovarienne précoce (IOP) a la suite d’une pathologie
nécessitant 1’administration de traitements gonadotoxiques. En effet, les patientes présentant
une IOP peuvent encore posséder un nombre limité de follicules primordiaux, malgré
I’absence de follicules antraux sélectionnables. Pour les patientes ne possédant aucun follicule

primordial résiduel, I’activation folliculaire n’est pas envisageable.
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Figure 31. Schéma comparatif entre la transplantation de tissu ovarien cryoconservé et la greffe de fragments de tissu
ovarien aprés traitement consistant en ’activation folliculaire in vitro (Schéma modifié a partir de Kawamura ef coll.
(153)).

Les tissus ovariens sont fragmentés en une centaine de petits « bouts de gomme » de 1 a 2
mm? afin d’induire la perturbation de la voie de signalisation Hippo, puis des drogues testées
pour leur rdle dans la stimulation d’Akt (tels que les inhibiteurs de PTEN et les activateurs
des PI3Ks) sont injectés in vitro dans les fragments obtenus. Ces fragments sont ensuite
laissés 48 heures dans un milieu de culture adapté avant d’étre autotransplantés chez la
patiente au niveau d’une poche créée pres de la trompe de Fallope (Figure 31). Environ un
tiers de I’ovaire prélevé est utilisé pour effectuer les techniques d’activation in vitro.

A T’aide de ces nouveaux traitements, deux naissances ont pu étre rapportées jusqu’a
aujourd’hui aprés autogreffe de tissu ovarien cryoconservé (Kawamura et coll., 2015;
Kawamura et coll., 2013; Suzuki et coll., 2015).

L’activation in vitro suivie d’une greffe de tissu ovarien frais a également été réalisée, a I’aide
du méme protocole, chez des femmes souffrant d’insuffisance ovarienne précoce.
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Pour I’instant, seule une naissance a pu avoir lieu en utilisant du tissu frais. Cette technique a
pour avantage de pouvoir étre effectuée dans un délai trés court, de minimiser le risque
d’altération des tissus pouvant potentiellement avoir lieu par cryopréservation et de pouvoir
étre effectué en parallele d’une congélation de fragments d’ovaire pour une réutilisation
ultérieure (Zhai et coll., 2016).

L’activation in vitro est une technique prometteuse, cependant afin de devenir une nouvelle

thérapie applicable a toutes les patientes ¢€ligibles, des améliorations restent a effectuer.

7.4. La construction et I’implantation d’un ovaire artificiel

L’ovaire artificiel correspond a un biomatériau biocompatible et biodégradable dans
lequel sont ensemencés les follicules ovariens, ainsi que des cellules stromales ou des cellules
endothéliales dans certains cas. Le but est de mimer 1’environnement auquel les follicules
ovariens sont confrontés in vivo, afin de favoriser leur développement et maintenir leur survie
avant que ceux-ci ne soient transplantés chez la patiente et ne se réorganisent in vivo. La
composition du biomatériau utilisé, notamment la porosité et la rigidité, permet aux cellules
adjacentes d’infiltrer I’ovaire artificiel une fois la greffe effectuée, et donc de favoriser des
interactions avec les follicules ovariens contenus a I’intérieur (Chiti ef coll., 2016). La greffe
d’un ovaire artificiel pourrait donner la possibilité a des patientes, dont le risque de maladie
résiduelle ne permet pas d’effectuer de greffe de tissu ovarien cryoconservé, de restaurer leur
fertilité¢ a 1’aide de leurs propres follicules isolés. Tout comme pour la culture 3D, la fibrine
(Chiti et coll., 2018; Chiti et coll., 2016; Kniazeva et coll., 2015; Luyckx et coll., 2014;
Luyckx ef coll., 2013; Soares et coll., 2015b) et 1’alginate (Camboni ef coll., 2013; Laronda et
coll., 2014; Vanacker et coll., 2012) sont les principaux candidats pour la production d’un
ovaire artificiel.

7.4.1. L’alginate

Des expériences consistant en la greffe d’un ovaire artificiel a base d’alginate ont été

menées sur des souris ayant précédemment subit une ovariectomie.
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Des follicules primordiaux, primaires et secondaires isolés ainsi que des cellules ovariennes
(cellules stromales et cellules endothéliales) ont ét¢ implantés dans des billes composées
d’alginate de grade GMP appelées NovaMatrix alginate SLM, puis greffées dans une poche
créée au niveau de la cavité péritonéale durant une semaine. Le NovaMatrix alginate SLM, de
par sa composition, possede des propriétés de dégradation et de flexibilité supérieure a
I’alginate seul (Vanacker et coll., 2014). Aprés une semaine, la survie des follicules était
importante ainsi que leur prolifération; de plus, des signes de vascularisation ont pu étre
observés (Figure 32).

Figure 32. Coupe histologique d’un ovaire artificiel a base d’alginate aprés une semaine de greffe, par coloration a
I’hématoxyline-éosine. A gauche un follicule antral de souris au sein d’une bille d’alginate, a droite des cellules
ovariennes de souris au sein d’une bille d’alginate. Barre d’échelle = 100 pm (Tirée de Vanacker et coll. (296)).

Cependant de nombreuses billes se sont cassées durant la greffe et le niveau de dégradation de
I’alginate post-greffe n’a pu étre précisément évalué. L’alginate de grade GMP comporterait
donc certaines limites en termes de biodégradation et bioadhésion.
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7.4.2. La fibrine

La fibrine semble étre plus adaptée pour la création d’un ovaire artificiel. En effet, de
par sa composition et notamment la présence de séquences d’acides aminés impliquées dans
I’intéraction cellule-matrice extracellulaire, la fibrine offre le support optimal a Ia
prolifération, la différenciation, les échanges et 1’attachement cellulaire (Paulini et coll.,
2016). Une ¢étude récente de Chiti et coll. a permis de montrer que I’épaisseur des fibres et la
rigidité de matrices a base de fibrine, a de fortes concentrations (50 mg/ml de fibrinogéne et
50 Ul/ml de thrombine), étaient comparables a celles du tissu ovarien humain (Chiti et coll.,
2018). Des expériences d’autogreffe ont été effectuées chez la souris, mais cette fois en
utilisant différentes combinaisons de biomatériaux tels qu’un mélange de fibrine/alginate
(FA), fibrine/collagene (FC) ou fibrine seule. Une étude a permis de montrer que, ni le taux de
dégradation, ni la survie des follicules apres greffe de FA ou FC, n’étaient comparables aux
résultats obtenus avec la fibrine seule. L’autogreffe de billes de fibrine contenant des
follicules primordiaux, primaires et secondaires a pu aboutir a la naissance de souriceaux en
bonne santé pour 2 des 6 souris greffées. De plus, une des souris ovariectomisées a pu avoir
deux portées différentes, ce qui montrent que les follicules implantés ne se seraient pas tous
activés en une seule vague, contrairement a ce qui pourrait étre constaté avec
I’autotransplantation ou 1’activation in vitro de tissu ovarien cryoconservé (Kniazeva et coll.,
2015).

Plusieurs études prometteuses de greffes de gel de fibrine contenant des follicules isolés
murins, prémices d’un ovaire artificiel, ont permis de montrer qu’il n’y avait aucun impact
négatif de la fibrine sur la croissance, le taux de recouvrement et la survie des follicules a 7
jours post-greffe. Cependant il a pu étre observé que la survie des follicules secondaires était
supérieure a celle des follicules primordiaux et primaires (Chiti et coll., 2016; Luyckx et coll.,
2014; Luyckx et coll., 2013). Une étude a été réalisée avec des follicules isolés humains
ensemencés dans un gel de fibrine. Au cours de cette étude de Paulini et coll., les gels de
fibrine contenant des follicules isolés humains ont été xénogreffés chez des souris durant 7
jours. Des concentrations croissantes en gel ont été testées, et les concentrations de 50 mg/ml
de fibrinogéne et 10 Ul/ml de thrombine ont semblé étre optimales pour la croissance et la
survie d’un grand nombre de follicules fonctionnels (Paulini et coll., 2016). L’ajout de
facteurs de croissance (tels que le VEGF) peut également étre effectu¢ afin d’optimiser
I’efficacité de la fibrine.

95



7.4.3. La décellularisation ovarienne

Une alternative a 1’utilisation de biomatériaux serait [’utilisation d’un ovaire
décellularisé. En effet, dans le domaine de I’ingénierie tissulaire, les organes décellularisés
ont déja prouvé leur efficacité en termes de structure et de fonction aprés réimplantation
(Scarritt et coll., 2015). La décellularisation consiste en 1’utilisation de détergents, de sels,
d’enzymes ou de moyens physiques afin d’enlever les cellules présentes au sein d’un tissu ou
d’un organe tout en respectant au mieux [’architecture, la composition et les propriétés
mécaniques de la matrice extracellulaire (MEC) (Badylak et coll., 2011). Cette méthode
permet de garder la forme et la structure de I’organe dans son intégrité, tout en éliminant les
cellules malignes potentiellement présentes. Les matrices issues de tissus décellularisés ont
pour avantage d’étre moins colteuses et non limitées par leurs propriétés mécaniques
contrairement aux matrices synthétiques et biodégradables (Motamed et coll., 2017). La
décellularisation d’ovaire a été effectuée sur des fragments humains et bovins par Laronda et
coll. (172) (Figure 33).

Figure 33. Photo d’un ovaire bovin entier décellularisé au 0,1 % SDS durant 28 jours (Laronda et coll., 2015).

Dans cette ¢étude, des fragments ovariens cryopréservés de vache ont été décongelés puis
décellularisés avec du SDS (Sodium Dodécane Sulfate) 0,1 % en excés durant 24 heures. Des
cellules ovariennes de souris préalablement isolées puis cultivées ont ensuite été implantées
au sein des fragments de tissu ovarien bovin décellularisés. L’ensemble a finalement été laissé
en culture durant 2 jours avant d’étre greffé au niveau de la capsule rénale de souris
ovariectomisées, puis analysé au bout de deux a quatre semaines post-greffe.
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Figure 34. Photos d’un fragment de tissu ovarien bovin décellularisé greffé sous la capsule rénale d’une souris
ovariectomisée, avec (a) ou sans (b) cellules ovariennes de souris ; Barre d’échelle = 1mm ; (c). Coupe histologique
sagittale du greffon avec deux follicules visibles (encadré bleu) apreés coloration a I’hématoxyline-éosine; Barre
d’échelle =100 pm (Laronda et coll., 2015).

La greffe de fragments d’ovaires bovins recellularisés a permis de restaurer un niveau
d’cestradiol et d’inhibine A similaires aux groupes contrdles (souris saines non greffées). De
plus, des signes de développement sexuels caractéristiques de I’initiation de la puberté
(ouverture de I’orifice vaginal, premiére manifestation de la maturité sexuelle chez la femelle)
ont pu étre observés chez les souris greffées (Laronda et coll., 2015) (Figure 34).

Le SDS utilisé dans cette étude est un détergent fréquemment utilisé en tant qu’agent
chimique pour la décellularisation de tissus ou d’organes. Le SDS est un détergent anionique
qui posseéde sur sa téte hydrophile des charges négatives qui vont permettre la solubilisation
des membranes cytoplasmique et nucléaire. Cependant, il peut également dénaturer les
protéines de la MEC, ce qui peut avoir un impact négatif sur la capacité de recellularisation du
greffon (Faulk et coll., 2014). L’utilisation de SDS n’est pas autorisée pour des études
cliniques, la décellularisation du tissu ovarien humain nécessiterait donc d’effectuer des tests
préalables avec un agent moins nocif.
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7.5. L’utilisation de cellules souches

7.5.1. Les cellules souches ovariennes

Plusieurs études ont permis de mettre en évidence la présence de cellules souches
ovariennes (OSCs ou « ovarian stem cells ») ou ovogonies dans le tissu ovarien de femmes
adultes. Cette population de cellules a pu étre isolée a 1’aide d’une technique de tri cellulaire
(FACS : « Fluorescence Activated Cell Sorting ») (Grieve ef coll., 2015; White ef coll., 2012).
Lorsque ces cellules sont mises en culture in vitro en présence de cellules stromales, elles
aboutissent a la formation de structures similaires aux follicules ovariens (White et coll.,
2012) (Figure 35). Ces structures de type folliculaire, une fois maturées in vitro puis injectées
chez la souris, ont pu donner des souriceaux viables (Gheorghisan-Galateanu et coll., 2014).

“ b l ‘ )
- N )

Figure 35. Photos de larges structures de type folliculaire obtenues a partir de la culture de cellules souches

ovariennes humaines aprés 21 jours de culture in vitro, par coloration a ’hématoxyline-éosine. Barre d’échelle = 20
pm (Parte ef coll., 2014).

Cependant, cette population de cellules souches ovariennes ne représente que 1,7 % de la
population ovarienne totale (5-8 pum de diamétre), et chez les femmes présentant une
insuffisance ovarienne cette population peut étre totalement absente (Moreno et coll., 2015).

Les cellules souches embryonnaires (ESs = « embryonic stem cells ») et les cellules souches
pluripotentes induites (iPSCs = « induced pluripotent stem cells ») pourraient apporter de
nouvelles solutions (Figure 36).
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Figure 36. Schéma représentant les différentes alternatives de préservation de la fertilité féminine basées sur
I’utilisation de cellules souches (Schéma modifié a partir de Kim ez coll. (160)).

7.5.2. Les cellules souches embryonnaires

A partir de lignées de cellules souches embryonnaires humaines (hESCs), une équipe a
réussi a obtenir des cellules de structures comparables aux follicules dites « follicle-like
cells ». Ces hESCs ont été transduites a 1’aide d’un lentivirus exprimant DAZL et BOULE,
des protéines de liaisons de ’ARN exprimées par les cellules germinales et impliquées dans
I’entrée en méiose. Elles ont ensuite été exposées a des milieux de différenciation contenant
notamment BMP15 et GDF9 qui sont exprimés par les follicules pré-antraux (Cf. paragraphe
3.2.1.). Les «follicle-like cells » obtenues contiennent en périphérie des cellules en
multicouches qui expriment de I’AMH et ressemblent aux cellules de la granulosa, et au
centre une cellule de type ovocytaire dite « oocyte-like cell ». Une fois xénogreffées chez la
souris, ces « follicle-like cells » prennent une apparence similaire aux follicules primaires,
avec des cellules en périphérie de formes cubiques (Jung ef coll., 2017) (Figure 37).
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Figure 37. Coupe histologique de « follicle-like cells » obtenues a partir d’hESCs xénogreffées dans un rein de souris.
La double fleche montre la vésicule germinale observée au centre de la structure (D’apreés Jung ez coll. (151)).

7.5.3. Les cellules souches pluripotentes induites

Takahashi et Yamanaka ont prouvé I’existence des iPSCs en 2006 (Takahashi and
Yamanaka, 2006). Ces cellules souches sont obtenues a partir de la reprogrammation de
cellules somatiques, grace a 1’expression de facteurs de transcriptions spécifiques. Les iPSCs
ont la capacité de s’autorenouveler et sont pluripotentes. Ces cellules souches ont pu étre
differenciées en cellules similaires aux cellules ovariennes aprés culture dans un milieu
contenant notamment des hormones gonadotropiques (AMH, FSH, cestradiol) (Liu et coll.,
2016) (Figure 38).
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Figure 38. Coupe histologique d’un fragment d’ovaire issu de souris en insuffisance ovarienne précoce aprés
xénogreffe de cellules de structure similaires aux cellules ovariennes issues d’iPSCs, apres coloration a I’hématoxyline
et éosine (Tiré de Liu ez coll. (182)).

Des expériences de xénogreffes consistant a transplanter des cellules de structures similaires
aux cellules ovariennes, issues de la différenciation d’iPSCs chez des souris en insuffisance
ovarienne précoce induite, aurait permis de restaurer une fonction ovarienne et de promouvoir
une maturation folliculaire chez ces souris.

Contrairement aux cellules souches embryonnaires, qui peuvent se différencier en cellules de
la lignée germinale apres injection dans des blastocystes, les iPSCs peuvent étre générées a
partir d’un nombre important de types cellulaires. De plus, les iPSCs ne nécessitent pas la
formation de stades embryonnaires intermédiaires, et poserait donc moins de problémes
¢thiques que ’utilisation d’ESs (Gosden, 2013).

Le risque d’induire des aberrations chromosomiques et donc des mutations génomiques au
sein des cellules obtenues ne peut pour I’instant étre exclu (Prigione ef coll., 2011).
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L’amélioration de la prise en charge et des traitements proposés aux patientes atteintes de
cancer a permis une augmentation considérable de leur espérance de vie. Néanmoins, la
toxicité des traitements nécessaires a leur rémission peut €tre a l’origine d’un risque
d’infertilité¢ dont la gravité¢ dépend de différents facteurs tels que 1’age de la patiente, le type
de traitement envisagé, la dose et la durée de celui-ci. Pour les petites filles pré-pubéres, les
femmes pour lesquelles une stimulation ovarienne est contre-indiquée et les femmes dont
I’administration d’un traitement hautement gonadotoxique ne peut étre repoussée dans le
temps, la cryoconservation de fragments de tissu ovarien est la seule technique actuellement
disponible. Afin de restaurer la fertilit¢ de ces patientes, les fragments de tissu ovarien
cryopréservés ne peuvent étre réutilisés que par autogreffe. Toutefois, pour les pathologies
néoplasiques a risque de localisation métastatique ovarienne, tel que les leucémies aigiies,
I’autogreffe de fragments de tissu ovarien cryopréservés n’est pas recommandée, le risque que
des cellules malignes soient réintroduites chez la patiente lors de la greffe étant trop
important. Pour ces patientes, le développement de techniques alternatives a 1’autogreffe, bas¢
sur ’utilisation de follicules ovariens isolés, est nécessaire.

L’objectif de cette thése a été de qualifier des follicules ovariens obtenus a partir de la
dissociation de fragments de tissu ovarien cryopréservés pouvant étre utilisés en thérapie
humaine et de développer des techniques permettant la réutilisation de ces follicules tout en
assurant la sécurité carcinologique des préparations de follicules ovariens ainsi obtenues.

Afin de dissocier les fragments de tissu ovarien cryopréserves, 1’utilisation d’une enzyme de
grade clinique autorisée en France est primordiale. L’objectif a donc été dans un premier
temps d’évaluer I’efficacité d’une collagénase NB6 possédant un grade GMP en comparaison
a une collagénase IA utilisée en routine au sein du laboratoire et une libérase DH considérée
comme 1’enzyme de référence afin d’obtenir des follicules ovariens isolés. Les follicules
ovariens obtenus ont par la suite été qualifiés en termes de rendement, de viabilité, de
morphologie et d’aptitude a la croissance folliculaire.

Une fois la technique d’isolement des follicules ovariens validée, le second objectif a été
d’étudier les follicules ovariens obtenus apres plusieurs jours de culture in vitro. Cette étape
devant permettre de confirmer les résultats précédemment obtenus avec la collagénase NB6.
Cette étape devait également permettre de tester différents moyens de conditionnement des
follicules ovariens isolés, la présence d’un support matriciel afin de favoriser la survie et le
développement des follicules étant généralement préconisé et étant importante pour aborder
une stratégie de reconstruction ovarienne.

Enfin, I’objectif final a été de valider un modéle expérimental d’ajout de cellules leucémiques
a différentes concentrations au sein de suspensions ovariennes issues de tissus sains de
référence. Cette dernicre étape a eu pour but de montrer la fiabilit¢ de notre technique afin
d’éliminer les cellules leucémiques potentiellement présentes au sein des fragments.
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1. Traitement du tissu ovarien

1.1. Collecte du tissu ovarien

Les fragments de tissu ovarien ont été obtenus au cours de résections perccelioscopiques
effectuées chez des patientes présentant un syndrome des ovaires polykystiques. Les
fragments ont ¢été prélevés a ’aide de forceps, au niveau de sites avasculaires, avant
¢lectrocoagulation. Les fragments ont ét¢ immédiatement transportés au laboratoire dans un
pot ECBU contenant du Leibovitz L-15® (Eurobio, France), maintenu a +4° C. L’age moyen
des patientes dont les fragments ont été utilisé€s a ét¢ de 29 ans (minimum = 25 ans; maximum
= 37 ans, n = 16). Toutes les patientes ont donné leur consentement libre et éclairé.
L’utilisation de tissu ovarien humain a été approuvée par le comité d’éthique clinique du
CHRU de Besangon en 2013.

Le tissu ovarien prélevé comme précédemment décrit a été considéré comme tissu sain de
référence, étant dépourvu de cellules néoplasiques. Ce tissu a été utilis€é pour toutes nos

expériences de codification et de qualification du tissu ovarien cryoconserve.

1.2. Cong¢lation/décongélation des fragments de cortex ovarien

Le protocole de congélation/décongélation du tissu ovarien a précédemment été décrit et
¢tabli au sein du laboratoire (Fauque et coll., 2007). Les fragments de cortex ovarien ont été
transférés dans des cryotubes (VWR, France) contenant 1,8 ml de solution de congélation
composée de 1,5 mol/l de diméthyl sulfoxide (DMSO ; Sigma, France) et de 0,1 mol/l de
sucrose (Pharmacie de Besangon, France), dans du Leibovitz L-15 contenant 10 % de sérum
humain AB décomplémenté (EFS Bourgogne Franche Comt¢). Le sérum AB a été obtenu a
partir de donneurs masculins ayant donné leur consentement libre et éclairé. La
décomplémentation du sérum a été effectuée par une incubation de 30 minutes a +56° C, puis
le sérum obtenu a été conservé a +4° C. Les fragments ont ensuite été incubés a +4° C durant
30 minutes sous agitation. Puis, ils ont été congelés suivant le protocole de congélation lente
avec «seeding » manuel dans un congélateur programmable (Planer® 360 ou 560;
Cryobiosystem, France) ou par «seeding » automatique (Nano-Digitcool; Cryobiosystem,

France).
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La congélation lente s’est déroulé en trois étapes; la premicre étape a consisté en une descente
en température a la vitesse de -2° C par minute, de +4° C jusqu’a -9° C. Lorsque le
« seeding » manuel a été effectué, les tubes ont été extraits du congélateur puis mis en contact
rapide avec de 1’azote liquide avant d’étre réintroduit dans le congélateur. Pour le « seeding »
automatique, une brumisation d’azote liquide sur les cryotubes a été¢ programmée provoquant
une descente en température rapide de la cuve (de -9° C a -30° C). La deuxi¢me étape a
ensuite consisté en un abaissement lent de la température jusqu’a -40° C a la vitesse de -
0,3° C par minute. Enfin, la troisiéme et derniére étape a consisté en une descente en
température rapide jusqu’a -140° C a la vitesse de -10° C par minute. Lorsque la congélation a
été complete, les fragments ont été stockés dans de 1’azote liquide a -196° C jusqu’a
décongélation.

Les fragments ont été décongelés par incubation des cryotubes a +37° C durant 5 minutes. Ils
ont ensuite été lavés dans des solutions de concentrations décroissantes en DMSO 1,5 mol/l (5
minutes), 1 mol/l (5 minutes), 0,5 mol/l (10 minutes) contenant 0,05 mol/l de sucrose dans du
Leibovitz L-15 additionné de 20 % de sérum humain AB décomplémenté.

1.3. Dissociation des fragments de cortex ovarien

Le protocole de dissociation enzymatique et mécanique du cortex ovarien, précédemment
codifi¢ au sein du laboratoire (Fauque ef coll., 2007), a été modifié comme suit. Les fragments
ont d’abord été coupés en petits morceaux d’environ 1 mm?® a 1’aide de ciseaux stériles. Les
fragments ont ensuite été¢ placés dans des cryotubes contenant 1,8 ml de collagénase de
concentration ¢gale a 200 Ul/ml. Deux collagénases ont été utilisées lors de nos expériences :
une collagénase de type la (Sigma, France) utilisée en routine au sein du laboratoire et une
collagénase NB6 de norme GMP (« Good Manufacturing Practices » ; Serva Electrophoresis
GMDbH ; Coger, France) hautement purifiée.

Les fragments ont été¢ incubés 3 heures a +37° C et vortexés toutes les 30 minutes pendant
cette incubation. L’activité enzymatique a été inhibée par I’ajout de 30 % de sérum humain
AB décomplémenté (1 volume/3 volumes). La suspension obtenue a ensuite été filtrée a
travers un filtre en nylon de 60 pm (Fisher Scientific, France).

Pour comparatif, des fragments ont également été dissociés avec la libérase DH (Roche,
France). En effet, des fragments ont été placés dans des cryotubes contenant 0,28 Wiinsch
Units/ml de libérase DH.
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Puis les fragments ont été incubés 75 a 90 minutes a +37° C et vortexés toutes les 30 minutes
pendant cette incubation. L’activité enzymatique a également été inhibée par I’ajout de 30 %
de sérum humain AB décomplémenté (1 volume/3 volumes). La suspension obtenue n’a pas
été filtrée afin de conserver les conditions de dissociation actuellement décrites dans la
littérature.

1.4. Décellularisation

Une solution de Sodium Dodécane Sulfate 0,1 % (SDS, Euromedex, France) a été
reconstituée par dilution dans du PBS 1X a partir d’une solution initiale de SDS 20 %. Cette
solution a ensuite ét¢ mise sous agitation a 1’aide d’un barreau aimant€. Puis, les fragments de
cortex ovarien décongelés ont été placés dans ce bain durant 24 heures sous agitation de
vitesse moyenne. Au bout des 24 heures, les fragments ont été lavés plusieurs fois dans des
bains successifs de 5 minutes de PBS 1X. Enfin, les échantillons ont été fixés dans du formol
4 % afin d’étre analysés.

2. Mod¢le expérimental d’ajout de cellules leucémiques dans une
suspension folliculaire

2.1. Cong¢lation/décongélation des cellules leucémiques

Au cours de nos expériences, des cellules leucémiques provenant de la moelle osseuse ou
du sang de patients (n=8) atteints de leucémies aigiies myéloides et lymphoides dont
I’immunophénotype associ¢ était connu, ont été utilisées. Les cellules leucémiques ont été
collectées lors du diagnostic puis congelées et stockées a -196° C (autorisation de collection
des produits biologiques n°® DC-2008-713, Département de recherche et d’innovation ; CRB
F. Cabanne, Dijon-Besancon, France). Les cryotubes contenant les cellules leucémiques ont
été laissés a décongeler 5 minutes a +37° C, puis la solution contenant les cellules
leucémiques a été mise en suspension goutte par goutte dans 10 ml de RPMI 1640 Glutamax
(« Roswell Park Memorial Institute medium »; Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) contenant
20 % de SVF (sérum de veau feetal ; PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Allemagne).
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Les cellules ont été laissées a +37° C durant 15 minutes. Par la suite, les tubes ont été
centrifugés a 300 g durant 7 minutes. Le surnageant a été enlevé et le culot obtenu a été mis
en suspension dans 1 ml de RPMI contenant 20 % de SVF. Les cellules ont ensuite été
comptées a 1’aide d’une cellule de Thoma. Pour les besoins de I’expérience, environ 2 a 1,5
millions de cellules leucémiques ont été nécessaires. Les cellules ont été laissées dans de la
glace pilée (de 0 a +4° C) ou au réfrigérateur jusqu’a leur utilisation.

2.2. Marquages des cellules leucémiques

Les cellules leucémiques décongelées ont été centrifugées a 300 g durant 7 minutes puis
elles ont été resuspendues dans 5 uM de CFDA SE « Cell tracer » (Vybrant® CFDA SE Cell
tracer kit, Life Technologies SAS, France) d’apres le protocole du fournisseur Soares et coll.
(268). L utilisation du CFDA SE « Cell tracer » a permis de marquer les cellules leucémiques
avant que celles-ci ne soient ajoutées a la suspension ovarienne. Ce marquage a été caractérisé
par une fluorescence verte intense (excitation/émission: ~492/~517 nm) observable au
microscope inversé a fluorescence (CKX41, Olympus, France). Le marquage des cellules
leucémiques a ’aide du CFDA SE « Cell tracer » a été utilisé ponctuellement comme controle
lors des techniques d’addition de cellules leucémiques suivi de lavages afin de s’assurer que

la technique avait bien fonctionné.

2.3. Addition des cellules leucémiques dans la suspension folliculaire

La suspension folliculaire obtenue apres filtration a été répartie a volume égal (400 pl
minimum par tube), dans 4 tubes différents, puis les cellules leucémiques ont été ajoutées
dans les suspensions folliculaires en fonction du nombre total de cellules disponibles.

Dans le tube numéro 1, 1.10° cellules leucémiques ont été ajoutés a la suspension folliculaire.
Dans le tube numéro 2, 1.10° cellules leucémiques ont été ajoutés a la suspension folliculaire.
Dans le tube numéro 3, 1.10* cellules leucémiques ont été ajoutés a la suspension folliculaire.
Dans le tube numéro 4, aucune cellule leucémique n’a été ajoutée a la suspension folliculaire

(tube témoin) (Figure 39).
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La suspension de cellules leucémiques restante a été utilisée comme controle positif pour la

détection des cellules leucémiques.

1.100 100000 10000 Suspension

cellules cellules cellules Folliculaire

Suspension Suspension Suspension uniquement
folliculaire folliculaire folliculaire

Figure 39. Addition de cellules leucémiques, par dilutions successives, au sein de suspensions folliculaires.

Dans un cas, le nombre de cellules leucémiques ayant été insuffisant, 10°, 10* et 10° cellules
ont respectivement été ajoutées dans les suspensions folliculaires.

2.4. Isolement des follicules primordiaux

Pour chaque tube, 200 pul de la suspension obtenue, contenant des cellules leucémiques,
des cellules ovariennes et des follicules ovariens (tube témoin), ont ét¢ transférés dans une
goutte de 100 ul de milieu de fécondation in vitro (IVF™; Vitrolife, France), sous huile
Ovoil™ (Vitrolife), déposée dans une boite de pétri (boite de pétri pour IVF ICSI Nunc™,
35 x 10 mm, ThermoFisher Scientific, France). A 1’aide d’une loupe binoculaire, les follicules
ont été isolés avec une pipette de dénudation de 130 -133 um de diamétre interne (Vitrolife).
Les follicules obtenus ont été transférés dans une goutte de 30 pl de milieu IVF, sous huile
Ovoil, déposée dans une boite 4 puits (Nunc™, ThermoFisher Scientific, France). Puis ils ont
été lavés 3 fois par transfert dans des gouttes de 30 pl de milieu IVF frais sous huile (Figure
40). La pipette de dénudation a été changée entre chaque dilution de cellules leucémiques.
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L’opération a été répétée jusqu’au prélevement de tous les follicules (minimum 3 fois), sans

dépasser 2 heures pour éviter la formation d’amas de follicules.

200 pl
Huile Ovoil™

Cellules
feucémiques Follicules + Transfert des
Suspension C. leucémiques follicules isolés
folliculaire
Follicules
\
I~ :
Cellules
Leucémiques 1
résiduelles lavage
Goutte de 30 pl 2 | 1avage
]
I~ .
A ——
Huile Ovoil™ lavage
Boite 4 puits

Figure 40. Schéma représentant les étapes utilisées pour ’isolement de follicules primordiaux.

Dans chaque groupe, les follicules isolés ont été comptés, sur des images réalisées sous un
champ a fond clair avec un objectif a contraste de phase a modulation d’Hoffman (Nikon,

France), a 1’aide du systéme d’acquisition d’images (Fertimorph™) sur un poste de

micromanipulation (Research Instrument, France).

Pour chaque dilution de cellules leucémiques, la premicre et la derniére goutte de lavage ont
¢été respectivement transférées dans un tube eppendorf de 0,5 ml complété jusqu’a 100 ul avec
du RPMI + 20 % SVF (Figure 41). Enfin, ces tubes ont été transportés dans de la glace,
jusqu’au laboratoire de I’Etablissement Francais du Sang, pour analyse par cytométrie en flux
multicouleurs.
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Figure 41. Schéma représentant les éléments sélectionnés pour étre analysés par cytométrie en flux.

3. Culture in vitro de follicules ovariens isolés

3.1. Formation du gel de fibrine

L’Evicel® est un kit pour colle de fibrine composé de 2 solutions, utilisé¢ en chirurgie et
approuvé pour son utilisation clinique (Ethicon, France). Le premier composant correspond a
du fibrinogene sous forme liquide a une concentration de 50-90 mg/ml. Le deuxiéme composé
correspond a de la thrombine sous forme liquide a une concentration de 800-1200 IU/ml. La
concentration moyenne en fibrinogéne dans un flacon est estimée a 70 mg/ml et celle en
thrombine a 1000 IU/ml.

Pour nos expériences, I’Evicel® a été décongelé puis laissé a +4° C jusqu’a la premicre
utilisation. D’apres la littérature, un gel de fibrine constitué de 12,5 mg/ml de fibrinogene et 1
Ul/ml de thrombine (F12,5/T1) offrirait une meilleure reproductibilité et favoriserait une
meilleure survie et une meilleure prolifération des cellules stromales humaines (Chiti et coll.,
2016; Luyckx et coll., 2014; Luyckx et coll., 2013; Soares et coll., 2015¢). Une version
modifiée, consistant en un gel plus concentré contenant 50 mg/ml de fibrinogene et 10 Ul/ml
de thrombine, a par la suite été utilisé dans une étude de Paulini et coll., et a favorisé la survie
et prolifération de follicules ovariens humains, principalement des follicules secondaires
(Paulini ef coll., 2016). Ces deux conditions ont donc été utilisées pour la formation de gels de
fibrine.
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Le fibrinogene et la thrombine ont été dilués dans du MEM seul (Sigma Aldrich, France) afin
d’obtenir les concentrations finales souhaitées. Les solutions diluées n’ont jamais été

conservées plus de 24 heures a +4° C.

La veille, les deux composants ont donc ¢été placés au réfrigérateur a +4° C pour la
décongélation. Des boites 4 puits (Nunc™, ThermoFisher Scientific, France) ont été coatées
avec de l’agarose 4 % (SeaKem® LE Agarose, Lonza, France), préalablement reconstitué
avec de I’eau distillée, afin de réduire 1’adhérence des gels au puits.

Le lendemain, les composants ont été placés dans un contenant propre, dans lequel de la glace
a préalablement été placée, sous un poste de sécurité microbiologique. Les composants n’ont
jamais été sortis de la glace. Pour les dilutions, les solutions ont été prélevées avec deux
seringues distinctes puis placées dans des tubes Falcon, toujours a +4° C, puis le volume
appropri¢ de MEM a été rajouté. Une plaque de glace a été sortie au dernier moment et placée

sous la hotte.

Une goutte de 15 pl de solution de fibrinogene dilué¢ a délicatement été placé dans un puits
d’une boite 4 puits, puis les follicules ovariens précédemment lavés ont été injectés dans la
goutte de fibrinogéne sous une loupe. Par la suite, 15 pl de solution de thrombine diluée ont
¢été ajoutés pour former une goutte finale de 30 pl. La goutte de 30 pl de fibrine a rapidement
¢té homogénéisée par pipetages successifs avant polymérisation du gel. Afin d’obtenir une
polymérisation complete, la boite contenant la goutte de 30 ul de fibrine a été placée dans
I’étuve a +37° C durant 45 minutes.

3.2. Culture in vitro

Le milieu de culture a été utilisé en tenant compte des principales publications relatant les
différentes conditions de culture utilisées sur les follicules ovariens isolés dans des mode¢les
animaux et chez ’'Homme (Camboni et coll., 2013; Laronda et coll., 2014; Xu et coll., 2013).
Un volume finale de 10 ml de milieu MEM (Sigma Aldrich, France) additionné de 10 % de
sérum humain AB décomplémenté et de 1 % de solution ITS® (10 pg/ml d’insuline,
5,5 ug/ml de transferrine, 5 ng/ml de sodium sélénite; Sigma Aldrich, France) a été préparé et
stocké a +37° C jusqu’a utilisation.
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Les gels de fibrine obtenus ont été¢ immergés dans le milieu MEM supplémenté avec 10 % de
sérum AB et 1 % ITS, et placés dans I’étuve a +37° C/5 % CO; durant 3 jours. La moiti¢ du
milieu de culture a été changée au deuxiéme jour de culture avec du nouveau milieu de
culture préchauffé dans 1’étuve a +37° C/5 % COa.

4. Techniques d’analyses et de qualification des follicules isolés

4.1. Classification morphologique des follicules isolés

Les follicules ont été classés, apres isolement, selon leur stade de développement
(Gougeon and Chainy, 1987), fondé sur la morphologie des cellules de la granulosa:

- stade primordial, lorsque I’ovocyte a été entouré par des cellules de la granulosa

aplaties,

- stade primaire, lorsque [’ovocyte a été entouré par une couche de cellules de la
granulosa cuboides,

- stade secondaire, lorsque I’ovocyte a été entouré par deux ou plusieurs couches de
cellules de la granulosa cuboides.

4.2. Calcul du diamétre folliculaire

Le plus grand diameétre théorique, calculé a partir des aires des follicules, a €t¢ mesuré sur
des photos de follicules isolés, en tragant leurs contours a 1’aide du logiciel NIS-D 4.00.00
(Nikon, France). Seuls les follicules dont la morphologie caractéristique était identifiable ont
été pris en compte pour les calculs. Le diameétre folliculaire a été basé sur une mesure

manuelle de I’aire des follicules puis computation du diametre théorique.
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4.3, Evaluation de la viabilité folliculaire

Un test de viabilité, fondé¢ sur la capacité des cellules a devenir fluorescentes apreés mise
en présence de calcéine AM et d’éthidium homodimere-1 (Live/Dead® viability Assay kit for
mammalian cells, Life Technologies, France), a été réalisé sur les follicules isolés apres
dissociation avec la collagénase NB6 de norme GMP. En effet, la calcéine AM non
fluorescente est dégradée en calcéine par une estérase non spécifique présente au niveau des
membranes des cellules vivantes, et responsable d’une fluorescence uniforme verte
(excitation/émission : 495 nm/515 nm). L’activité estérase intracellulaire aspécifique est une
caractéristique des cellules vivantes. L’éthidium homodimeére-1 pénétre dans les cellules
lorsque la membrane plasmique est altérée, les follicules morts ou endommagés émettent alors
une fluorescence rouge aprés exposition a la molécule d’éthidium homodimere-1
(excitation/émission : ~528/~635nm). Lorsque la membrane est intacte, I’éthidium
homodimeére-1 est exclu de la cellule. Ainsi, lors de la lecture en microcopie a fluorescence
inversée, les cellules vivantes apparaissent vertes tandis que les cellules mortes ou
endommagées apparaissent rouges.

La technique de viabilité¢ (Live/Dead® viability Assay kit for mammalian cells) a été utilisée
comme décrite par le protocole du fournisseur. Les follicules isolés ont été incubés durant 30
minutes a température ambiante, a I’abri de la lumiére, dans une goutte de PBS 1X (Cambrex,
Belgique) contenant 4 mmol/l de calcéine AM et 2 mmol/l d’éthidium homodimeére-1. Apres
exposition, les follicules ont été observés au microscope inversé a fluorescence (CKX41,
Olympus, France) équipé d’une caméra (Moticam Pro 282S, Motic, Hong Kong).

Afin d’évaluer la viabilité des follicules isolés, la technique de classification décrite par
Dolmans et coll. a été utilisée (Dolmans et coll., 2006; Martinez-Madrid et coll., 2004). Cette
technique permet de séparer les follicules isolés en 4 catégories en fonction du nombre de
cellules de la granulosa mortes. Les follicules sont dits :

- V1, soit vivants, lorsque I’ovocyte et toutes les cellules de la granulosa sont vivants,

- V2, soit peu endommageés, lorsque moins de 10 % des cellules de la granulosa sont
mortes,

- V3, soit modérément endommaggs, lorsque 10 a 50 % des cellules de la granulosa
sont mortes,
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- V4, soit morts, lorsque I’ovocyte et plus de 50 % des cellules de la granulosa sont
morts.

Cette technique de viabilit¢ a été comparée a celle de la coloration au bleu Trypan
précédemment codifiée au laboratoire (Fauque ef coll., 2007). Le bleu Trypan est un colorant
vital qui permet de distinguer les cellules viables des cellules non viables en s’infiltrant dans
les membranes plasmiques des cellules mortes ou endommagées, les faisant apparaitre en
bleu. Le bleu Trypan est toxique, ce qui va donc induire la mort des follicules isolés lors
d’une exposition trop longue, les rendant donc tous bleus.

Les follicules isolés ont été placés dans une goutte sous huile de 30 pl contenant 0,4 % de
solution de bleu Trypan (Sigma Aldrich, France), durant 10 minutes. Puis 5 % de sérum
humain AB décomplémenté a ét¢ ajouté a la solution de 0,4 % de bleu Trypan afin d’inhiber
I’effet toxique du bleu Trypan sur les follicules isolés. Les follicules morts ont été colorés en
bleu, et les follicules vivants étaient incolores.

4.4. Cytométrie en flux

Au total, 8 marquages ont été réalisés par cytométrie en flux :

- un tube pour le premier milieu de lavage pour les trois niveaux de dilution (3 tubes au
total),

- un tube pour le dernier milieu de lavage pour les trois niveaux de dilution (3 tubes au
total),

- un tube avec les blastes LAL-B décongelés (contrdle positif),

- un tube avec la suspension ovarienne restante (pas d’ajout de cellules leucémiques ;
controle négatif).

L’analyse par cytométrie en flux a été effectuée a 1’aide du cytometre FACSCanto II™ et du
logiciel d’analyse FACSDiva™ version 6.1.3 (BD™ Biosciences, San Jose, CA, USA). La
matrice de compensation a été mise au point avec des billes de comptage selon le protocole du
fournisseur (compbeads©, BD Biosciences).
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La stratégie d’analyse des échantillons ou « gating strategy » utilisée est basée sur les
précédents articles de 1’équipe de recherche (Zver et coll., 2014; Zver et coll., 2015; Zver et
coll., 2017). Deux marqueurs ont été utilisés afin d’analyser uniquement les cellules nucléées
vivantes. En effet, le SYTO13 (Invitrogen, France) est un marqueur d’acides nucléiques,
tandis que le 7-AAD (Beckman Coulter, Roissy, France) est un marqueur ayant la capacité de
s’intercaler entre les bases de I’ADN double brin lorsque la membrane cellulaire est altérée.
Ce double marquage, associ¢ au CD45 (horizon 500, HI30; BD Biosciences) permettant
d’exclure les lymphocytes, a permis d’isoler les cellules nucléées vivantes (SYTO137/7-AAD"
/CDA4510w) parmi la population de cellules ovariennes, et ainsi de déterminer la viabilité
cellulaire. Le marquage CD3" (horizon 450; UCHT1; BD Biosciences) a également permis de
caractériser les cellules hématopoiétiques (CD45"/CD3") présentes au sein de la suspension
ovarienne.

Le panel d’anticorps qui a été utilisé pour nos expériences correspond aux anticorps
monoclonaux exprimés pas les cellules leucémiques d’immunophénotype connu. Les mémes
panels d’anticorps ont ét¢ utilisés pour les trois niveaux de dilution de cellules leucémiques, a
chaque expérience. Les anticorps suivants ont été utilisés:

- la phycoérythrine (PE) anti CD33 (P67.6; BD Biosciences), anti CD44 (515; BD
Biosciences), anti CD58 (AICDS58; Beckman Coulter) ou anti CD361 (MEM-216; Exbio),

- I’allophycocyanine (APC) anti CD10 (HI10A; Beckman Coulter), anti CLEC 12A (50C1;
BD Biosciences) ou CD117 (104D2; BD Biosciences),

- P’allophycocyanine H7 (APC-H7) anti CD43 (1G10; BD Biosciences) ou anti HLA-DR
(G46-6; BD Biosciences),

- la phycoérythrine-cyanine (PC7) anti CD19 (J3.119; Beckman Coulter) ou anti CD34 (581;

Beckman Coulter),
- le V450 et le violet brillant 421 anti CD38 (HB7; BD Biosciences).

Apres incubation pendant 20 minutes a +4° C, les cellules ont été lavées avec du PBS 1X et
centrifugées pendant 2 min a 3000 tours/min. Le surnageant a ensuite ét¢ éliminé, le culot
cellulaire a été remis en suspension dans 100 pl de PBS 1X, et les préparations ont ensuite été
analysés au cytométre de flux.

Une population cellulaire anormale est définie comme étant un groupe homogene d’au moins
20 évenements exprimant le méme LAIP que les cellules leucémiques au diagnostic
(Campana and Coustan-Smith, 1999).
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De ce fait, lorsque plus de 20 cellules leucémiques sont détectées par CFM, la suspension
analysée est considérée comme positive. Tandis que si moins de 20 cellules leucémiques sont

détectées, la suspension est considérée comme négative.

4.5. Examens histologiques

Les fragments de cortex ovarien décongelés et les gels de fibrine ont été fixés durant 24
heures dans du liquide de Bouin pour les colorations ou dans du formol 4 % pour les
immunomarquages. IlIs ont ensuite ét¢ inclus en paraffine et coupés en sections de 7 um a
I’aide d’un microtome (Microm HM 340-E, Microm Microtech, France). Toute les 5 a 10
sections, des coupes ont été déparaffinées puis colorées au Trichrome de Masson (Hémalun
de Mayer - Fuschine Ponceau - Vert lumiére ; RAL Diagnostic, France) ou a I’hématoxyline-
¢osine (RAL Diagnostic, France) afin d’étre observées au microscope (Nikon Eclipses Ci,
Nikon, France). Les photos ont été réalisées a 1’aide du logiciel NIS-D 4.00.00 (Nikon,

France).

4.6. Immunomarquage

L’immunomarquage a été effectué sur des coupes déparaffinées de matrices de fibrine
contenant des follicules isolés. L’antigéne Ki-67 est un marqueur de prolifération, en effet sa
présence au niveau nucléaire est caractéristique des cellules prolifératives. Un anticorps de
lapin anti-Ki-67 humain (dilution 1/400, ref. RM-9106-S, ThermoFisher Scientific, France) a
¢té utilis€ comme anticorps primaire, tandis qu’un anticorps de souris anti-lapin a été utilisé
comme anticorps secondaire. Une coupe de thymus feetal a été utilisée comme contrdle
positif, tandis qu’une coupe sans mise en contact avec l’anticorps primaire a été utilisée
comme controle négatif. Le marquage a été révélé par une coloration marron, et les lames ont
¢été contremarquées avec du bleu d’aniline (ThermoFisher Scientific, France). Les marquages
ont ¢été réalisés par le service d’anatomie et cytologie pathologique (CHRU de Besangon). Les
follicules peuvent étre classés en deux catégories en fonction 1’expression ou non de Ki-67 ;
Ils sont dits « en croissance » quand au moins une cellule de la granulosa est Ki-67 positive,
donc de coloration marron. Quand toutes les cellules sont Ki-67 négatives, donc de coloration

bleue, ils ne sont pas considérés comme étant en croissance (Dolmans et coll., 2008).
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4.7. Analyses statistiques

Le logiciel Graphpad™ Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) a été
utilisé pour toutes les analyses statistiques effectuées. Le test ¢ de Student a été utilisé pour
comparer le nombre moyen de follicules isolés obtenus avec la collagénase IA, la collagénase
NB6 et la libérase DH. Pour la comparaison des diameétres des follicules isolés apres
dissociation des fragments de cortex ovarien, ainsi que la comparaison des diametres moyens
des follicules isolés avant et aprés culture in vitro dans des gels de fibrine, le test Mann
Whitney a été utilisé. Enfin, 1’évaluation de la comparaison du nombre de follicules isolés
vivants, obtenus apres dissociation avec les collagénases 1A, la collagénase NB6 et la libérase
DH a été réalisée a I’aide du test du y>. Les résultats ont été considérés comme statistiquement
significatifs lorsque le p a été inférieur a 0,05.
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RESULTATS
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1. Evaluation d’une collagénase NB6 de grade GMP, en comparaison a la
collagénase IA et a la libérase DH

1.1. Rendement

Nous avons, dans un premier temps, effectué¢ une étude comparative dans le but d’évaluer
I’efficacité de la collagénase NB6 de grade GMP par rapport a une collagénase IA utilisée en
routine au sein du laboratoire. Au cours de cette étude, 2437 follicules ont pu étre isolés apres
dissociation de 26 fragments de tissu ovarien issus de 13 patientes. Au total, 1361 follicules
ont été¢ obtenus avec la collagénase NB6 de grade GMP, ce qui fait en moyenne, 210 % 205
follicules pour 100 mg de tissu dissocié (n = 13). Avec la collagénase 1A, 1076 follicules ont
¢été 1solés, soit en moyenne 127 + 99 follicules pour 100 mg de tissu dissocié (n = 13). Aucune
différence significative n’a été observée entre les deux enzymes en termes de rendement, la
collagénase NB6 de grade GMP permettrait donc une dissociation similaire a la technique
précédemment codifiée au sein du laboratoire (p = 0,171).

Nous avons par la suite comparé les rendements obtenus apres dissociation avec la
collagénase IA, la collagénase NB6, et la libérase DH qui est actuellement 1’enzyme de
référence pour I’isolement de follicules ovariens humains. Au total, 532 follicules ont été
isolés avec la collagénase NB6 pour ces expériences complémentaires, soit en moyenne
106 £ 97 follicules pour 100 mg de tissu (n =5). Avec la collagénase 1A, 406 follicules ont
été isolés, soit en moyenne 81 + 68 follicules pour 100 mg de tissu (n = 5). Apres utilisation
de la libérase DH, 327 follicules ont été recueillis, soit en moyenne 65 + 95 follicules pour
100 mg de tissu (n=15). Aucune différence significative n’a été observée entre les trois
enzymes en termes de rendement (p =0,386 pour la libérase DH en comparaison a la
collagénase NB6, et p = 0,720 pour la comparaison entre la libérase DH et la collagénase TA).

1.2. Classification folliculaire

Les follicules préalablement isolés ont ¢été classés en fonction de leur stade apres
dissociation avec trois enzymes différentes de fragments de cortex ovarien provenant d’une
méme patiente. La majorité des follicules isolés étaient des follicules primordiaux, quelle que
soit ’enzyme utilisée. En effet, le pourcentage de follicules primordiaux a été de 77,5 %
(n=247/319) avec la collagénase IA, de 83,7 % (n =303/362) avec la collagénase NB6 et de

75,1 % (n = 154/205) apres utilisation de la libérase DH (Tableau 6).
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. Primordiaux Primaires Secondaires
Follicules (n)
n (%) n (%) n (%)
Collagénase IA (200 IU/ml) 319 247 (77,5) 55(17,2) 17 (5,3)
Collagénase NB6 (200 IU/ml) 362 303 (83,7) 48 (13,3) 11 (3)
Libérase DH (0,28 Wiinsch
205 154 (75,1) 30 (14,6) 21 (10,3)

U/ml)

% = pourcentage de chaque stade folliculaire en fonction du nombre total de follicules isolés.

Tableau 6. Classification des follicules en fonction du stade pour chaque protocole de dissociation enzymatique de

fragments de tissu ovarien cryoconservés.

1.3. Morphologie

Le plus grand diamétre de 781 follicules isolés a été mesuré apres dissociation avec la
collagénase NB6 de grade GMP, la collagénase IA et la libérase DH. Le diamétre moyen des

follicules obtenus aprés dissociation avec la collagénase NB6 de grade GMP a été de
31,66 + 6,79 um (n = 317 follicules), tandis qu’il a été de 36,77 + 7,69 um (n = 273 follicules)
avec la collagénase IA et de 45,21 + 8,26 um avec la libérase DH (n = 191 follicules).
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Figure 42. Diamétre des follicules isolés avec respectivement la collagénase NB6 de grade GMP, la collagénase IA et la
libérase DH (um); Chaque point ou carré représente un follicule analysé; *** = différence statistiquement
significative.

Les follicules isolés avec la collagénase NB6 avaient des diamétres significativement
inférieurs a ceux obtenus avec la collagénase A (p <0,0001) et la libérase DH (p < 0,0001)
(Figure 42). En effet, 95 % des follicules isolés avec la collagénases NB6 de grade GMP
avaient un diamétre moyen inférieur a 45 um, tandis que 87 % des follicules avaient un
diamétre moyen inférieur a 45 um avec la collagénase IA et seuls 50 % des follicules avaient

un diameétre moyen inférieur a 45 um avec la libérase DH.
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1.4. Viabilité

Sur les 76 follicules analysés, 92 % (68/76 follicules) ont été classés de manicre similaire
avec les deux techniques : les follicules vivants étant non-colorés ou classés soit V1 soit V2,
les follicules morts étant colorés en bleu ou classés soit V3 soit V4 (Figure 43). Aucune
différence statistiquement significative n’a été observée entre les deux techniques (p > 0,99).
Pour toutes les expériences d’évaluation de la viabilité, la technique utilisant la calcéine AM
et I’éthidium homodimeére-1 a donc été utilisée.

Figure 43. Photos de la classification des follicules isolés en fonction du nombre des cellules de la granulosa mortes.
Follicules vivants dit V1 apreés coloration au bleu Trypan (A) et aprés test de viabilité Calcéine AM/Ethidium
homodimeére-1(D). Follicules peu endommagés dit V2 apres coloration au bleu Trypan (B) et apres test de viabilité
Calcéine AM/Ethidium homodimére-1(E). Follicules morts dit V4 apreés coloration au bleu Trypan (C) et aprés test de
viabilité Calcéine AM/Ethidium homodimére-1(F). Barre d’échelle = 40 pm.

Apres dissociation avec la collagénase NB6 de grade GMP, 93,4 % des follicules isolés
¢taient vivants (V1) ou trés peu endommagés (V2) (n = 254/272 follicules analysés). Le taux
de survie (V1+V2) des follicules isolés a ét¢ de 92,6 % apres dissociation avec la collagénase
IA (n=276/298 follicules analysés). Ce taux a ¢été de 94,9 % avec la libérase DH
(n = 188/198 follicules analysés) (Tableau 7).
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Aucune différence significative n’a été observée, en termes de viabilité, entre les trois
enzymes (p=0,959 pour la comparaison de la viabilit¢ entre la collagénase NB6 et la
collagénase 1A; p = 0,877 pour la comparaison de la viabilité entre la collagénase NB6 et la
libérase DH; p=0,728 pour la comparaison de la viabilité entre la libérase DH et la

collagénase 1A).

. Pourcentage
Follicules (n) V1 V2 V3 V4 e,
de viabilité

Collagénase 1A

298 191 8 17 5 92,6 °
(200 TU/ml) 6%

Collagénase NB6
(200 IU/ml)

272 194 60 14 4 93,4 %

Libérase DH
(0,28 Wiinsch 198 145 43 10 0 94,9 %
U/ml)

Tableau 7. Viabilité des follicules isolés, de V1 a V4, en fonction du nombre de cellules de la granulosa endommagées,
apres dissociation de fragments de tissu ovarien cryoconservés avec une collagénase IA (n =7 fragments de patientes),
une collagénase NB6 de grade GMP (n = 6 fragments de patientes), et une libérase DH (n =5 fragments de patientes).

Les trois enzymes ont permis d’obtenir la survie de la majeure partie des follicules isolés,
toutefois la dissociation des fragments de cortex ovariens semblait étre plus « propre » avec la
collagénase de grade GMP (Figure 44 B) et avec la libérase DH. En effet, un nombre plus
important de débris a été observé apres utilisation de la collagénase A (Figure 44 A).
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Figure 44. Photos de suspensions folliculaires sous un microscope inversé. A. Suspension folliculaire obtenue aprés
dissociation de fragments de cortex ovarien cryoconservés avec une collagénase IA. B. Suspension folliculaire obtenue
apres dissociation de fragments de cortex ovarien cryoconservés avec une collagénase NB6 de grade GMP. Barre
d’échelle = 50 pm.

Cette observation a été confirmée par 1’étude de la viabilité cellulaire. Un nombre plus
important de débris (fluorescence rouge) qui s’agregent, formant des amas qui se collent aux
follicules, ont pu étre observés apres utilisation de la collagénase 1A (Figure 45 C-F),
contrairement a la collagénase NB6 (Figure 45 A-D) et la libérase DH (Figure 45 B-E).
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Figure 45. Photos montrant la viabilité des follicules isolés apres dissociation avec la collagénase NB6 de grade GMP
(Figure A-D), la libérase DH (Figure B-E) et la collagénase 1A (Figure C-F). Les cellules mortes ou endommagées
émettent une fluorescence rouge (éthidium homodimeére-1), tandis que les cellules vivantes émettent une fluorescence
verte (calcéine AM). Barre d’échelle = 100 pm.

La collagénase NB6 de grade GMP a été utilisée pour toute les expériences réalisées par la

suite, de par son caractere clinique et au vu des résultats obtenus précédemment.
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2. Evaluation des stratégies de réutilisation des follicules isolés

2.1. Décellularisation de fragments de cortex ovarien cryoconservés

Apres traitement au SDS 0,1 % des fragments corticaux, aucun noyau n’a été retrouveé
apres coloration au trichrome de Masson (Figure 46 B). Ceci a été confirmé par 1’utilisation
du DAPI qui permet de voir les noyaux cellulaires par une fluorescence bleue. La
fluorescence d’intensit¢ faible pouvant étre apergue avec le DAPI méme apres
décellularisation correspondrait vraisemblablement a du bruit de fond (Figure 46 C et D).

Figure 46. Coupes histologiques de fragments de cortex ovarien cryoconservés. Fragment de cortex ovarien non
décellularisé aprés coloration au trichrome de Masson (A) et aprés coloration nucléaire au DAPI (C) (contréle positif).
Fragment de cortex ovarien décellularisé aprés coloration au trichrome de Masson (B) et aprés coloration nucléaire
au DAPI (D).

Seule la matrice extracellulaire a été conservée apres traitement avec le SDS 0,1 %.
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Cependant, la structure méme de la matrice semble altérée, avec des fibres conjonctives plus
laches et moins ordonnées que lorsque les fragments de cortex ovariens n’étaient pas traités
(Figure 46 A et B).

2.2. Culture in vitro dans un gel de fibrine

2.2.1. Concentration et maniabilité du gel de fibrine

Dans un premier temps, des gels de fibrine de concentrations faibles ont été testés en se
basant sur les données de la littérature. La polymérisation de ces gels composés de
12,5 mg/ml de fibrinogene et 1 Ul/ml de thrombine a été incomplete. En effet, la prise de ces
gels a I’aide d’une pince a été difficile. Aussi, une fuite des follicules ensemencés a été
observée, la majorité du gel étant resté liquide (Figure 47 A).

Figure 47. Photos d’un gel de fibrine de concentrations F12,5/T1(A) et de concentration F50/T10 (B).

Un deuxieme type de gel a donc été utilisé, cette fois a des concentrations plus élevées:
50 mg/ml de fibrinogeéne et 10 Ul/ml de thrombine. A ces concentrations, la polymérisation a
¢té complete et les gels ainsi obtenus ont permis un ensemencement sans perte des follicules.
La prise des gels a I’aide d’une pince a été facile, permettant ainsi un éventuel transport dans
un bloc opératoire (Figure 47 B).
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Les follicules ont été compleétement intégrés au gel de fibrine F50/T10 apres polymérisation
(JO), aucune démarcation n’a été observée, quel que soit le stade folliculaire (Figure 48).

100 pm 100 pm ' 100 pm

Figure 48. Photos de follicules isolés ensemencés dans un gel de fibrine F50/T10 aprés polymérisation (J0). Follicules
primordial (A), primaire (B) et secondaire (C) dans du milieu de culture observés sous un champ lumineux. Follicules
primordial (D), primaire (E) et secondaire (F) observés apreés coloration a I’hématoxyline-éosine.

2.2.2. Dégradation du gel de fibrine

Apres trois jours de culture in vitro des follicules dans les gels de fibrine (J3), une
dégradation progressive des gels a été observée quel que soit le stade folliculaire. Cette
dégradation n’a été constatée qu’au niveau des follicules, formant une sorte de halo les
entourant complétement. Au-dela de trois jours, ce halo était devenu plus grand et une perte
importante des follicules a été constatée aprés changement du milieu de culture (Figure 49).
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Figure 49. Photos de follicules isolés ensemencés dans un gel de fibrine F50/T10 aprés 3 jours de culture in vitro (J3).
A. Follicule au sein d’un gel immergé dans du milieu de culture observés sous un champ lumineux. B. Coupe d’un
follicule au sein d’un gel aprés coloration a I’hématoxyline-éosine. Les fleches montrent les follicules. Barre
d’échelle =100 pm.

2.2.3. Viabilité

Afin d’évaluer ’effet d’une culture in vitro sur les follicules isolés avec la collagénase
NB6 de grade GMP, I’analyse de la viabilité a été effectuée a J3. En effet, aprés trois jours de
culture in vitro, 90,7 % des follicules isolés étaient vivants (75,5 % de V1) ou trés peu
endommagés (15,2 % de V2) (n=307/339 follicules analysés), ce qui est proche des résultats
obtenus juste apres isolement. Seuls 2 % des follicules ont été retrouvés morts dans le gel de
fibrine sur les 339 follicules analysés (7/339 follicules analysés) (Tableau 8).
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J3
Nombre de gels Pourcentage

de fibrine A\ V2 V3 V4 de viabilité

(n=9)
1 10 1 0 0 100 %
2 35 5 2 1 93 %
3 25 7 5 2 82 %
4 24 5 3 2 85,3 %
5 18 11 3 1 87,9 %
6 46 8 2 0 96,4 %
7 38 7 1 0 97,8%
8 33 2 2 1 92,1%
9 27 5 7 0 82 %

Total 256 51 25 7 90,7 %

Tableau 8. Viabilité des follicules isolés, de V1 a V4, en fonction du nombre de cellules de la granulosa endommagées,
apres 3 jours de culture in vitro (n =9 gels de fibrine).

2.2.4. Diametre des follicules avant et apres 3 jours de culture in vitro

Dans le but d’évaluer la croissance des follicules ensemencés dans des gels de fibrine
apres culture in vitro, le plus grand diametre de 716 follicules isolés a été mesuré. Le diameétre
moyen des follicules obtenus a JO a été de 47,64 + 5,99 um (n = 453 follicules, dans 9 gels de
fibrine analysés). A J3, le diaméetre moyen des follicules ensemencés dans les gels de fibrine a
augmenté de maniere significative, passant a 55,64 + 9,89 pm (n = 263 follicules, dans 9 gels
de fibrine analysés) (p = 0,029).

Apres trois jours de culture in vitro, deux populations significativement distinctes ont été
observées (p < 0,0001). Parmi les follicules cultivés, 37,6 % (diamétre moyen = 30,15 + 5,02;
n=99/263 follicules) ont eu un diametre inférieur ou égal a 42 pm, tandis que 62,4 %
(diametre moyen = 63,11 + 18,78; n=164/263 follicules) ont eu un diamétre supérieur a
42 um (Figure 50).
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Figure 50. Diamétre des follicules dans un gel de fibrine avant (J0) et apres trois jours (J3) de culture in vitro (nm).

Chaque point représente un follicule analysé. * = différence statistiquement significative.

2.2.5. Etude de I’état prolifératif des follicules isolés avant et apres culture in vitro

Nous avons voulu évaluer I’état d’activation des follicules isolés apres dissociation des
fragments de cortex ovariens avec la collagénase NB6 de grade GMP.
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Figure 51. Coupe aprés analyse immunocytochimique de follicules isolés ensemencés dans un gel de fibrine F50/T10.

A. Follicule primordial Ki67-négatif (cellules colorées en bleu). B. Follicule secondaire Ki67-négatif (cellules colorées

en bleu). C. Follicule primaire avec une cellule Ki67-positive (cellule colorée en marron). D. Follicule secondaire avec
deux cellules Ki67-positives (cellules colorées en marron).

Juste apres leur isolement avec la collagénase NB6 de grade GMP, 29 + 9,19 % (n=9/31
follicules analysés) des follicules ont été¢ Ki67-positifs donc en croissance. Parmi ceux-ci,
23 £ 1,43 % ¢étaient des follicules secondaires (n=7/12 follicules secondaires analysés) et
6+ 6,36 % ¢étaient des follicules primaires (n =2/13 follicules primaires analysés). Aucun
follicule primordial n’a été en croissance autrement dit Ki67-positif (n=6 follicules
primordiaux analysés) (Figure 51).

Apres 3 jours de culture in vitro, 45 + 1,41 % des follicules ensemencés dans un gel de fibrine
ont été Ki67-positifs, soit en croissance (n = 10/22 follicules analysés). Parmi les follicules
Ki67-positifs, 36 + 2,83 % ¢étaient des follicules secondaires (n = 8/12 follicules secondaires
analysés), 9 = 1,41 % étaient des follicules primaires (n = 2/6 follicules primaires analysés) et
aucun follicule primordial n’a été en croissance autrement dit Ki67-positif (n =4 follicules
primordiaux analysés).
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3. Purification de cellules leucémiques au sein d’une suspension folliculaire

3.1. Analyse morphologique

Des cellules leucémiques ont été ajoutées en exces dans des suspensions ovariennes issues
de la dissociation de fragments de cortex ovariens de patientes saines. Les suspensions de
cellules leucémiques ont été utilisées comme controle positif. Apres trois lavages, peu de
cellules leucémiques ont pu étre observées sous microscope inversé (Figure 52). La présence
de quelques cellules leucémiques ayant adhéré aux follicules isolés a néanmoins été constatée
(Figure 52 C).

8 ! p

Figure 52. Photos de suspensions cellulaires sous un microscope inversé; A. Cellules leucémiques (controle positif). B.
Suspension ovarienne contenant des follicules apreés ajout de cellules leucémiques (sans lavages). C. Suspension
ovarienne contenant des follicules isolés aprés trois lavages.

L’¢limination de la majeure partie des cellules leucémiques préalablement ajoutées a été
confirmée par fluorescence. Les cellules leucémiques ayant été marquées a I’aide d’un « Cell
tracer », leur présence a été facilement identifiable avant et apres trois lavages (Figure 53 B et
D).
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100 pm

Figure 53. Photos de suspensions cellulaires sous un microscope inversé. A. Cellules leucémiques (controle positif). B.
La méme suspension contenant des cellules leucémiques marquées (fluorescence verte). C. Suspension ovarienne
contenant des follicules isolés apreés trois lavages. D. La méme suspension ovarienne contenant des follicules isolés
apres trois lavages. Les fleches montrent les deux cellules leucémiques marquées, retrouvées apres trois lavages.

3.2. Quantification des cellules leucémiques par cytométrie en flux multicouleurs

Le nombre de cellules leucémiques présentes au sein des suspensions ovariennes a été
¢valu¢ par CFM. Au total, 1068 follicules ont pu étre isolés au cours des expériences
réalisées. Avant lavages des follicules, 19015 cellules leucémiques (moyenne = 792 + 1402;
minimum = 1; maximum = 4889; n = 24 suspensions ovariennes analysées) ont été détectées,
tandis que seules 61 cellules leucémiques (moyenne = 3 + 5; minimum = 0; maximum = 22;
n = 24 suspensions ovariennes analysées) ont été détectées apres trois lavages quel que soit le
nombre de cellules préalablement ajouté. Sur ces 24 expériences de purification de cellules
leucémiques effectuées par lavages successifs, seule une suspension ovarienne a ¢été
considérée comme positive, c’est-a-dire contenant un nombre de cellules leucémiques
supérieur a 20 évenements détectés par CFM (Tableau 9).
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CFM

Nombre de
celluleslleuc,e':nuques Résultats
détectées
Poids du tissu Nombre de
Patientes ovarien Nf‘;;'i':je‘:e cellules Type de Avant Aprés3 Avant Aprés 3
décongelé isolés leucémiques  Jeucémie lavage lavages lavage lavages
(mg) ajoutées
1 46,2 93 1.10° LAL-B 4889 0 POSITIF NEGATIF
1 46,2 89 1.10° LAL-B 452 4 POSITIF NEGATIF
1 46,2 91 1.10* LAL-B 32 0 POSITIF NEGATIF
2 69,6 4 1.10° LAL-B 7 0 NEGATIF NEGATIF
2 69,6 10 1.10° LAL-B 0 NEGATIF NEGATIF
2 69,6 17 1.10* LAL-B 1 0 NEGATIF NEGATIF
3 77 50 1.10° LAM 15 3 NEGATIF NEGATIF
3 77 35 1.10* LAM 1 0 NEGATIF NEGATIF
3 77 31 1.10° LAM 3 0 NEGATIF NEGATIF
4 70,9 11 1.10° LAM 177 4 POSITIF NEGATIF
4 70,9 5 1.10° LAM 11 1 NEGATIF NEGATIF
4 70,9 1.10* LAM 3 0 NEGATIF NEGATIF
5 31,7 47 1.10° LAM 3434 22 POSITIF POSITIF
5 31,7 46 1.10° LAM 388 3 POSITIF NEGATIF
5 31,7 36 1.10* LAM 37 2 POSITIF NEGATIF
6 59,3 88 1.10° LAM 3799 6 POSITIF NEGATIF
6 59,3 96 1.10° LAM 1265 3 POSITIF NEGATIF
6 59,3 65 1.10* LAM 36 1 POSITIF NEGATIF
7 38,6 12 1.10° LAM 2069 7 POSITIF NEGATIF
7 38,6 20 1.10° LAM 206 2 POSITIF NEGATIF
7 38,6 16 1.10* LAM 25 2 POSITIF NEGATIF
8 38,6 63 1.10° LAM 1942 1 POSITIF NEGATIF
8 38,6 68 1.10° LAM 202 0 POSITIF NEGATIF
8 38,6 72 1.10* LAM 15 0 NEGATIF NEGATIF
Total 1068 19015 61
Moyenne 792 3
Ecart type 1402 5
Expériences 24

Tableau 9. Résultats obtenus par CFM 2 partir de ’analyse de 24 suspensions ovariennes suite 4 ’ajout de 103 4 10°

cellules leucémiques, avant et aprés trois lavages. LAL-B = leucémie aigiie lymphoblastique de type B ; LAM =

leucémie aigiie myéloblastique. La seule suspension ovarienne considérée comme positive apreés trois lavages a été

encadrée en rouge.
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Apres analyse par CFM, les cellules leucémiques ont été facilement identifiables et ont
formés une population homogene (Figure 54 A, Figure 55 A, Figure 56 A). Aprés simple
transfert des follicules, sans lavages, le nombre d’événements détectés par cytométrie en flux
correspondant aux cellules leucémiques ajoutées avait déja diminué par rapport au controle
positif (Figure 54 B, Figure 55 B, Figure 56 B). Trois lavages ont permis d’obtenir une
diminution drastique du nombre d’événement détecté (Figure 54 C, Figure 55 C, Figure 56
O).

En effet, lorsque 10° cellules leucémiques ont été ajoutées aux suspensions ovariennes, une
moyenne de 2042 + 1885 évenements a ¢été détectée avant lavages (minimum = 7;
maximum = 4889; n = 8 suspensions ovariennes analysées), alors qu’une moyenne de 5 + 7
évenements a été¢ détectée apres 3 lavages (minimum = 0; maximum = 22; n = 8 suspensions
ovariennes analysées) (Figure 54).
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Figure 54. Quantification des cellules leucémiques par cytométrie en flux multicouleurs (CFM) dans des suspensions

ovariennes contenant des follicules isolés aprés ajout de 10° cellules leucémiques. Seules les cellules nucléées vivantes

(SYTO13/7AAD") CD45,w ont été représentées (points violets). Les points noirs représentent les cellules leucémiques

détectées par leur immunophénotype caractéristique : CD38*/CD43*/CD361*/CD117* parmi les CD45;w. Un

évenement positif doit &tre a ’intersection des populations P1 (CD38 versus CD43), P2 (CD43 versus CD361) et P3
(CD38 versus CD117). A. Contrdle positif (cellules leucémiques). B. Analyse par CFM d’une suspension ovarienne

contenant des follicules isolés aprés ajout de 10° cellules leucémiques (n = 2069 événements détectés). C. Analyse par

CFM d’une suspension ovarienne contaminée par 10° cellules leucémiques aprés trois lavages (n = 7 événements
détectés).

Apreés I’ajout de 10° cellules leucémiques dans les suspensions ovariennes, une moyenne de
316 £420 éveénements a été détectée avant lavages (minimum = 1; maximum = 1265;
n = 8 suspensions ovariennes analysées), tandis qu’une moyenne de 2 +2 éveénements a été
détectée apres 3 lavages (minimum =0; maximum =4; n=_8 suspensions ovariennes
analysées) (Figure 55).
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Figure 55. Quantification des cellules leucémiques par cytométrie en flux multicouleurs (CFM) dans des suspensions
ovarienne contenant des follicules isolés aprés ajout de 105 cellules leucémiques. Seuls les cellules nucléées vivantes
SYTO13"/7AAD" qui sont CD45,y ont été représentées (points violets); Les points noirs représentent les cellules
leucémiques détectées par leur immunophénotype caractéristique : CD38"/CD43*/CD361"/CD117" parmi les CD45ow.
Un événement positif doit étre a I’intersection des populations P1 (CD38 versus CD43), P2 (CD43 versus CD361) et P3
(CD38 versus CD117); A. Controle positif (cellules leucémiques); B. Analyse par CFM d’une suspension ovarienne
contenant des follicules isolés aprés ajout de 10° cellules leucémiques (n = 2069 événements détectés); C. Analyse par
CFM d’une suspension ovarienne contaminée par 10° cellules leucémiques aprés trois lavages (n = 7 événements
détectés).

Enfin, lorsque 10* cellules leucémiques ont été ajoutées aux suspensions ovariennes, une
moyenne de 19 £ 15 événements a ét¢ détectée avant lavages (minimum = 1; maximum = 37;
n = 8 suspensions ovariennes analysées), passant a une moyenne de 1 £ 1 événement détecté
aprés 3 lavages (minimum = 0; maximum =2; n=8 suspensions ovariennes analysées)
(Figure 56).
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Figure 56. Quantification des cellules leucémiques par cytométrie en flux multicouleurs (CFM) dans des suspensions
ovarienne contenant des follicules isolés aprés ajout de 10* cellules leucémiques. Seuls les cellules nucléées vivantes
SYTO13*/7AAD" qui sont CD45, ont été représentées (points violets); Les points noirs représentent les cellules
leucémiques détectées par leur immunophénotype caractéristique : CD38"/CD43*/CD361"/CD117" parmi les CD45ow.
Un événement positif doit étre a I’intersection des populations P1 (CD38 versus CD43), P2 (CD43 versus CD361) et P3
(CD38 versus CD117); A. Controle positif (cellules leucémiques); B. Analyse par CFM d’une suspension ovarienne
contenant des follicules isolés aprés ajout de 10* cellules leucémiques (n = 2069 événements détectés); C. Analyse par
CFM d’une suspension ovarienne contaminée par 10* cellules leucémiques aprés trois lavages (n = 7 événements
détectés).

3.3. Viabilité

Afin d’évaluer I’impact de notre technique d’isolement et de purification effectuée
comportant trois lavages successifs, la viabilité de 323 follicules a ét¢ analysée apres les trois
lavages. Le pourcentage de viabilité obtenu a été de 97,2 % aprés les trois lavages
(n=314/323 follicules analysés) (Tableau 10).
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Nombre Pourcentage de

d’expériences viabilité
1 21 10 2 0 93,9 %

2 16 7 3 0 88,5 %

3 20 15 0 0 100 %

4 60 3 0 95,8 %

5 52 1 0 98,3 %

6 92 0 0 100 %

Total 261 53 9 0 97,2 %

Tableau 10. Viabilité des follicules isolés, de V1 a V4, en fonction du nombre de cellules de la granulosa endommaggées,
apreés 3 lavages.
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Codification d’une technique d’isolement de follicules pré-antraux avec une collagénase

de grade GMP

Pour les patientes chez lesquelles il y aurait un risque de réintroduire des cellules
malignes potentiellement présentes au sein du greffon, 1’utilisation de follicules pré-antraux
isolés pourrait étre une alternative a 1’autogreffe de fragments de cortex ovarien
cryoconservés. De nombreuses méthodes de dissociation du tissu ovarien ont été testées afin
d’isoler des follicules ovariens humains (Abir et coll., 2001; Dolmans et coll., 2006; Lierman
et coll., 2015; Telfer and Zelinski, 2013; Vanacker et coll., 2011). L’utilisation de
collagénases non purifiées ne peut étre envisagée dans une stratégie de thérapie cellulaire, du
fait d’un niveau en endotoxines trop €levé et des variations d’activités spécifiques observées
entre les différents lots. Seules des enzymes produites selon les bonnes pratiques de
fabrication pourront étre utilisées pour I’obtention de follicules isolés, en prévision de leur
utilisation chez des patientes.

La libérase DH, produite dans des conditions GMP, a déja montré son efficacité dans
I’isolement de follicules ovariens humains. En effet, un protocole d’isolement a été codifié par
Vanacker et coll. atin d’obtenir un grand nombre de follicules viables et intacts méme apres
un temps de culture in vitro (Vanacker ef coll., 2011). Elle est de ce fait ’enzyme de référence
afin d’isoler des follicules ovariens humains. La libérase DH n’est cependant pas autorisée
actuellement pour une utilisation a visée clinique en France. La collagénase NB1 qui posséde
¢galement le grade GMP fait quant a elle partie des produits thérapeutiques annexes (PTA)
autorisés par I’Agence Nationale de Sécurité des Médicaments en vue d’une utilisation a visée
thérapeutique humaine (Agence Nationale de Sécurité du Médicament et des produits de santé
(ANSM), 2014). La collagénase NB1 de grade GMP est utilisée pour I’isolement des ilots
pancréatiques pour la transplantation chez I’homme (Bucher et coll., 2004). Afin d’isoler
d’autres types cellulaires, la collagénase NB6 est I’'unique enzyme de type NB qui possede
¢galement un grade GMP et qui pourrait donc étre envisagée en alternative a la libérase DH.
Elle n’est pas encore reconnue comme PTA, contrairement a la collagénase NB1. A notre
connaissance, aucune ¢tude n’a ét€ menée afin d’évaluer la capacité d’une collagénase de type
NB a dissocier du tissu ovarien humain. La mise au point et la validation d’un protocole
d’isolement de follicules pré-antraux ovariens avec la collagénase NB6 est donc un pré-requis
indispensable avant d’envisager ’utilisation de cette enzyme dans une étude clinique.
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La premicre partie de ce travail a ét¢ d’évaluer une nouvelle enzyme de grade GMP, la
collagénase NB6, pour dissocier des fragments de cortex ovarien humains en vue d’obtenir
des follicules pré-antraux isolés. La technique de dissociation du tissu ovarien humain est une
méthode qui a été préalablement codifiée au sein de notre laboratoire avec une collagénase de
type IA. La collagénase NB6, qui est composée de collagénases de type I et II, a donc été
comparée a la collagénase IA et la libérase DH; les mémes conditions de dissociation
(concentration et activité enzymatique, temps d’incubation, action mécanique) ont été
respectées afin de comparer les collagénases NB6 et IA. Toutefois, afin de se rapprocher des
résultats obtenus par les équipes de recherche utilisant actuellement la libérase DH, le temps
d’incubation et la concentration de la libérase DH, précédemment répertoriés dans la
littérature (Paulini et coll., 2016; Soares et coll., 2015a; Vanacker et coll., 2011) furent
respectes.

Le rendement en follicules isolés obtenus avec la collagénase NB6 a été similaire a celui
obtenu avec la libérase DH et la collagénase IA. La dissociation du tissu ovarien a été efficace
dans les trois cas, toutefois des fragments résiduels étaient toujours présents dans les solutions
enzymatiques apres la dissociation de gros fragments. Les temps d’incubation n’ont pas pour
autant été prolongés afin d’éviter d’endommager les follicules présents et parce que le nombre
de follicules obtenus était suffisant. De plus, la présence de fragments résiduels n’a pas eu
d’incidence sur I’étape de purification par prélévement manuel des follicules réalisée par la
suite. Afin de minimiser la présence de résidus éventuels, la dissociation de plus de deux
fragments de cortex par volume de solution enzymatique est déconseillée.

Une grande disparité en ce qui concerne le nombre de follicules obtenus aprés la dissociation
de fragments provenant d’'une méme patiente a également été observée quelle que soit
I’enzyme utilisée. La variabilit¢ en densité folliculaire peut étre due a I’hétérogénéité de
répartition des follicules au sein du cortex ovarien, mais également a I’origine des fragments,
la source étant des biopsies de cortex ovariens de patientes souffrant du syndrome des ovaires
polykystiques. Méme si ces patientes rencontrent des problemes de fertilit¢ associés a un
nombre exagérément élevé de follicules antraux, les follicules présents au sein des ovaires
sont toujours viables, et peuvent étre utilisés pour nos expériences au méme titre que des
fragments de cortex ovariens de patientes saines.

Il est impossible a ce jour de fixer le nombre de follicules pré-antraux isolés qui seront
nécessaires pour avoir une reprise et un maintien de la folliculogenése in vivo. Pour toutes nos
expériences, un a deux fragment(s) ont ét¢ décongelé(s) par patiente, ce qui nous a permis
d’obtenir en moyenne 80 follicules pour 100 mg de cortex ovarien.
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La richesse folliculaire variant considérablement d’un fragment a un autre (Schmidt et coll.,
2003), un nombre important de fragments ovariens cryopréservés devront ainsi €tre dissociés
en vue d’une utilisation des follicules isolés. En effet, en prenant en compte les résultats
obtenus, il faudrait environ 10 fragments de cortex ovarien décongelés d’un poids d’environ
100 mg chacun pour étre sr d’obtenir un nombre moyen d’environ 1000 follicules ovariens
isolés. Les fragments de cortex ovariens utilisés au cours des expériences réalisées
provenaient de patientes « saines ». Les fragments cryopréservés de patientes leucémiques ont
en général une taille plus importante. En effet, lors de la derniére étude réalisée au sein de
notre équipe, le poids moyen des fragments décongelés provenant de patientes leucémiques a
¢té de 180 mg (Zver et coll., 2017). On peut donc supposer qu’il faudrait dissocier moins de
fragments cryopréservés de patientes leucémiques afin d’obtenir le méme nombre de
follicules isolés, en partant du principe que la densité folliculaire n’est pas significativement
différente.

La majorité des follicules isolés ont été¢ des follicules de type primordiaux quelle que soit
I’enzyme utilisée. Néanmoins, un plus grand nombre de follicules secondaires a été obtenu
apres dissociation avec la libérase DH. La répartition folliculaire a été similaire apres
dissociation avec la collagénase IA et la NB6, alors que le pourcentage de follicules
secondaires a €té plus important et proche de celui des follicules primaires avec la libérase
DH. Ces observations ont pu étre corrélées aux résultats obtenus par la comparaison des
diameétres des follicules isolés. En effet, le diametre moyen des follicules isolés avec la
libérase DH était significativement supérieur a celui obtenu avec la collagénase NB6 et la
collagénase IA. Sachant que les suspensions obtenues apres dissociation avec la libérase DH
n’ont pas ¢été filtrées, afin d’€tre dans les mémes conditions que celles décrites dans la
littérature, un nombre plus important de follicules de diameétre supérieur ou égal a 60 pm ont
donc pu étre retrouvés lors de 1’isolement. Il faut toutefois noter que des follicules de diametre
supérieur a 60 um ont certes été retrouvés, mais 1’absence de filtration n’a pas eu d’incidence
sur le rendement folliculaire obtenu. L’étape de filtration préalable a 1’isolement manuel ne
réduirait donc pas considérablement le nombre de follicules résultant de la dissociation de
fragments de tissu ovarien humain cryopréservé, comme décrit dans la partie 1.1. des
résultats.

Afin d’évaluer la viabilité¢ des follicules isolés apres une autoconservation de fragments de
cortex ovarien, la coloration au bleu Trypan était utilisée dans le laboratoire (Fauque et coll.,
2007). Une précédente étude avait montré que la coloration au bleu trypan était une technique

trés fiable afin de déterminer la survie des follicules ovariens isolés (Sanfilippo et coll., 2011).
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Cependant, nous avons observé que l’interprétation de la coloration bleue obtenue apres
exposition au bleu Trypan pouvait parfois étre ambiglie notamment pour les follicules
faiblement colorés. En effet, lorsque la solution de coloration au bleu Trypan est ajoutée dans
la solution contenant les follicules isolés, un bruit de fond bleu pale correspondant a la
coloration peut étre observé au fond de la boite de pétri ; les follicules endommagés mais peu
colorés sont donc dans ce cas difficiles a distinguer avec les follicules non endommageés, qui
eux restent incolores. La technique de viabilité dite « live/dead » basée sur la fluorescence a
permis une évaluation plus rapide et précise des cellules endommagées ou mortes qui
émettent une fluorescence rouge, contrairement aux vivantes qui sont vertes. Cette technique
permet €également de faire une distinction entre les follicules peu endommagés et fortement
endommagés. L’évaluation de la viabilité folliculaire a long terme ne peut toutefois pas étre
effectuée avec cette technique, la solution pouvant étre toxique pour les follicules apres une
trop longue exposition, tout comme cela peut étre observé apreés une exposition prolongée au
bleu Trypan. En comparant les deux techniques de viabilité, aucune différence significative
n’a été observée. La technique de viabilité « live/dead » a donc été utilisée par la suite et a été
considéré comme la technique de choix afin d’évaluer la survie des follicules isolés, sur un
¢chantillon de cellules, dans le cadre d’un protocole clinique. La majorité des follicules isolés
a été qualifiée de vivants ou de trés peu endommagés apres la dissociation de fragments de
cortex ovariens cryopréservés, en effet le taux de survie des follicules isolés a été supérieur a
90 %, quelle que soit I’enzyme. Ces résultats sont en adéquation avec les taux de viabilité
obtenus par d’autres équipes, notamment Soares et coll., qui travaillent sur 1’isolement de
follicules ovariens humains (Lierman et coll., 2015; Soares et coll., 2015a; Soares et coll.,
2017; Vanacker et coll., 2011; Vanacker et coll., 2013). Toutefois, un nombre important de
débris, correspondant a des cellules mortes et a des résidus conjonctifs, a été observé apres
utilisation de la collagénase IA. La présence de ces débris peut rendre le processus
d’isolement manuel avec une pipette de dénudation plus long et plus difficile. Ces débris
peuvent également s’accrocher aux follicules ovariens et créer des amas de cellules mortes,
que I’on pourrait confondre avec des follicules endommagés, ce qui pourrait fausser les
résultats obtenus. La présence de débris pourrait aussi étre dangereuse dans le cas d’une
dissociation de fragments de cortex ovarien contaminés car ces débris pourraient créer des

amas avec des cellules malignes qui iront se coller aux follicules ovariens.
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Conditionnement de follicules ovariens pré-antraux isolés

Une folliculogenese complete par culture in vitro de follicules ovariens humains isolés
n’a toujours pas €été obtenue dans I’espece humaine, du fait de sa durée et de la complexité du
processus de développement et de régulation folliculaire (Abir et coll., 1999; Barrett et coll.,
2010; Smitz and Cortvrindt, 2002; Xu et coll., 2009; Yin et coll., 2016b). La folliculogenese
dure environ 6 mois chez la femme (Gougeon, 2011), la reproduire enticrement in vitro
pourrait induire des modifications génétiques et épigénétiques, dont nous ne sommes pas
encore en mesure d’évaluer I’ampleur a long terme (Suzuki and Donnez, 2016). La
réutilisation de follicules pré-antraux serait une meilleure option d’un point de vue pratique et
éthique. Toutefois, leur utilisation pourrait ne pas permettre une reprise de la folliculogenése a
long terme, le risque que les follicules isolés, une fois transplantés, s’activent tous en une
seule vague ne pouvant étre exclu. Afin de maintenir la survie et le développement des
follicules, un support matriciel est nécessaire (Hornick et coll., 2012). En effet, I’absence de
support pour maintenir la structure tridimensionnelle des follicules peut étre a 1’origine de leur
perte (Amorim et coll., 2009). Ce support doit étre assez rigide pour maintenir les interactions
entre 1’ovocyte et les cellules de la granulosa qui I’entourent, tout en étant assez souple pour
permettre 1’expansion des follicules ainsi que la colonisation des cellules environnantes,
notamment les cellules théquales, et la diffusion de facteurs de croissance au sein du support
qui se dégradera progressivement.

La deuxiéme partie de ce travail a ét¢ d’évaluer une méthode de conditionnement des
follicules isolés en vue d’une future application en thérapie humaine. L’utilisation de
fragments de cortex ovarien décellularisés pourrait étre une solution envisageable car cette
technique permet de maintenir la structure et I’architecture de 1’ovaire humain. Une étude de
Laronda et coll. a montré que la viabilité et la fonction endocrine de follicules de souris
ensemencés dans un ovaire décellularisé¢ pouvaient étre maintenue (Laronda et coll., 2015).
Nous avons donc dans un premier temps effectué¢ des expériences consistant a décellulariser
des fragments de cortex ovarien humain cryoconservés. La présence de matériel nucléaire a
¢té recherchée a I’aide du DAPI, une molécule fluorescente qui va se lier aux bases de I’ADN
et donc permettre de détecter et de quantifier I’ADN en émettant une fluorescence bleue. Le
détergent utilisé, ici le SDS, a permis d’éliminer les cellules, les débris, ainsi que le matériel
nucléaire présent dans les fragments corticaux préalablement décongelés. Toutefois, une
fragilité des fragments décellularisés a pu étre observée, avec une déformation de la structure

méme de la matrice extracellulaire.
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Ceci peut étre di a une concentration en détergent trop importante ou encore a des temps
d’incubation trop longs compte tenu de la petite taille des fragments utilisés. Il a déja été
décrit que le SDS pouvait endommager la structure méme du tissu a décellulariser et qu’il
¢était également cytotoxique, d’ou la nécessité d’éliminer 1’effet cytotoxique du SDS en
utilisant des traitements complémentaires tels que des lavages avant d’envisager une

recellularisation (Gilpin and Yang, 2017).

Des techniques consistant a injecter des follicules isolés au sein des fragments ovariens
décellularisés ont été testées, toutefois elles n’ont pas été concluantes. En effet, des fuites ont
¢té observées juste apres l’injection de solutions contenant les follicules isolés. Il a été
suggéré que les matrices de tissu décellularisé doivent étre recouvertes d’un gel (de type
collagene) juste apres 1’injection afin de minimiser les fuites pouvant avoir lieu (Miyazaki and
Maruyama, 2014). Une autre solution serait de déposer les follicules sur les fragments
décellularisés, et de les mettre en culture afin que les follicules puissent s’intégrer
progressivement a la surface des fragments décellularisés, comme cela a ¢ét¢ effectué par
Laronda ef coll., avec des cellules ovariennes (Laronda ef coll., 2015). Un deuxiéme fragment
décellularisé pourrait éventuellement étre ajouté au-dessus du premier fragment sur lequel
seront déposés les follicules isolés, afin de constituer une forme de « sandwich » et donc de
réduire la fuite des follicules, qui pourrait se produire lors d’un changement du milieu de
culture in vitro. La méthode d’utilisation de fragments décellularisés de cortex ovarien
humain doit encore étre adaptée afin d’améliorer les expériences d’ensemencement de
follicules ovariens isolés.

L’utilisation de biomatériaux a également été envisagée en tant que support matriciel pour les
follicules isolés. Notamment, la fibrine a souvent été utilisée pour la culture in vitro de
follicules ovariens et a permis la survie ainsi que le développement de follicules ovariens dans
des conditions de xénogreffes chez la souris (Chiti et coll., 2017a; Dolmans et coll., 2008;
Paulini et coll., 2016). La fibrine étant composée de fibrinogéne et de thrombine purifié¢e
d’origine humaine, elle peut étre utilisée en clinique chez des patientes.

Nous avons donc, dans un deuxiéme temps, évalué la capacité de la fibrine a maintenir la
viabilité et la structure de follicules pré-antraux préalablement isolés avec la collagénase NB6.
Etant donné qu’une fibrine humaine, nommée Evicel®, est actuellement utilisée en clinique
en France, nous avons privilégié son utilisation a celle d’autres biomatériaux tels que
I’alginate (Amorim et coll., 2009; Camboni et coll., 2013; Kniazeva et coll., 2015; Laronda et
coll., 2014; Vanacker and Amorim, 2017; Vanacker et coll., 2014). Les concentrations en
fibrinogeéne et en trombine, les deux constituants des gels de fibrine, peuvent avoir un impact

sur la morphologie et la rigidité de la matrice obtenue.
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Deux concentrations ont été retenues, F12,5/T1 et F50/T10, basées sur les résultats obtenus
apres les cultures de follicules isolés effectuées dans des gels de fibrine (Chiti et coll., 2018;
Luyckx et coll., 2013; Paulini et coll., 2016). Les performances obtenues en termes de
maniabilité et de résistance ont été optimales avec des concentrations plus élevées de
50 mg/ml en fibrinogéne et 10 Ul/ml en thrombine (F50/T10). A cette concentration, la
polymérisation a été rapide mais pas immédiate, ce qui a permis de mélanger les deux
composants et d’y intégrer les follicules isolés avec assez de facilité, comme cela avait été
décrit par Paulini et coll. (Paulini et coll., 2016). Une fois polymérisés, les gels peuvent étre
manipulés a 1’aide d’une pince, ce qui facilitera une éventuelle manipulation au bloc
opératoire lors de leur implantation chez la patiente. Les concentrations de F50/T10 ont donc

été retenues pour les expériences de culture in vitro.

La culture de follicules ovariens isolés est un outil efficace afin d’évaluer les effets
secondaires de I’utilisation de la collagénase NB6 sur la survie des follicules isolés. En effet,
les follicules peuvent rapidement se détériorer apreés une culture in vitro, alors qu’ils
semblaient étre vivants et de morphologie normale juste aprés la dissociation (Lenie et coll.,
2004). Dans ce travail, 90,7 % des follicules préalablement isolés avec la collagénase NB6 ont
été qualifiés de vivants ou de peu endommagés apres trois jours de culture in vitro dans des
gels de fibrine F50/T10. Ces résultats ont permis de confirmer que la collagénase NB6 n’avait
pas eu d’impact sur la viabilité folliculaire.

Le pourcentage de follicules ayant proliféré a été de 45 %, et toujours inférieur a 50 %, méme
apreés les trois jours de culture in vitro. Les follicules en croissance observés étaient
principalement des follicules secondaires, les résultats obtenus indiquent donc que les
follicules primaires et secondaires, ont continu¢ leur développement, tandis que les follicules
primordiaux ont maintenu leur état de quiescence, ce qui est un signe de bonne santé
folliculaire comme cela a ét¢ décrit par Scalercio ef coll. (252). Ces résultats ont pu étre
corroborés par les variations de diameétre observés apres trois jours de culture in vitro. En
effet, une croissance moyenne d’environ 10 pm a été observée, ce qui est cohérent avec les
données répertoriées dans la littérature aprés 7 jours de culture in vitro (Amorim et coll.,
2009; Vanacker et coll., 2013).

Une distribution hétérogene des follicules a toutefois commencé a se dessiner a partir de trois
jours, avec deux populations de diametre différent. Ce qui laisse supposer que la population
de follicules de petite taille, inférieure a 42 um de diameétre, pourrait correspondre aux
follicules qui sont toujours quiescents; tandis que les follicules de diameétre supérieur
correspondraient aux follicules qui étaient déja activés et donc en cours de croissance.
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Une période de culture de 7 jours permettrait de renforcer cette hypothése mais également de
montrer que les matrices de fibrine n’activent pas tous les follicules primordiaux, en vue
d’une implantation in vivo. En effet, le but de la culture in vitro n’a pas été d’induire une
folliculogenese mais de maintenir un maximum de follicules dans leur état de quiescence pour
qu’ils subissent un processus d’activation similaire aux follicules présents au niveau de
I’ovaire normal, aprés leur réintroduction si possible au sein de I’ovaire restant de la patiente.
Néanmoins, la culture in vitro de trois jours dans un gel de fibrine a été suffisante pour
¢valuer I’effet de la dissociation avec la collagénase NB6 et de 1’isolement manuel sur les
follicules ovariens humains.

L’¢équipe de Xu et coll., avait émis 1’idée que les follicules suivraient différents modeles de
croissances (Xu et coll., 2010). En effet, aprés avoir cultivé des follicules de macaques dans
des gels d’alginate, ils ont remarqué que trois groupes hétérogénes de follicules se
dessinaient; des follicules quiescents, des follicules a croissance lente et des follicules a
croissance rapide. Ils ont aussi suggéré que ces trois comportements n’étaient pas toujours
observés apres une culture in vitro, notamment du fait du nombre plus petits d’échantillons
¢tudiés, de la durée de la culture qui peut €tre plus courte et du stade de départ des follicules
avant la culture. Les résultats que nous avons obtenus vont dans le sens de cette étude, et
indiqueraient que tous les follicules ne seraient pas activés par la culture 3D dans des gels de
fibrine. En partant de ce principe, on peut s’attendre a ce que les follicules isolés avec la
collagénase NB6 pourraient étre transplantés chez les patientes et qu’une fois confrontés aux
conditions physiologiques in vivo, ils se répartiraient en deux groupes de follicules : un
groupe de follicules non activés qui constituerait une «réserve ovarienne » temporaire de
follicules primordiaux qui pourraient s’activer de maniére différée en plusieurs vagues, et un
groupe de follicules qui poursuivraient leur développement. Un nombre conséquent de
follicules rentreront également en apoptose, il faudra donc envisager le risque de devoir
transplanter un maximum de follicules isolés en une seule fois, ou alors en cas d’échec de
devoir recommencer avant d’observer une reprise de la fonction ovarienne. Les lieux de
greffe privilégiés dans le cas d’une greffe de follicules ovariens isolés seront soit 1’ovaire
restant si celui-ci est toujours présent et non atrophié, soit la cavité péritonéale. Un nombre
plus important de gels contenant des follicules isolés pourrait €tre transplanté si la greffe est
effectuée au niveau de la cavité péritonéale, I’incision réalisée a ce niveau afin de créer une

poche pouvant étre élargie en fonction des besoins.
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Une dégradation progressive des gels de fibrine et une perte en follicules ont été observées
lors d’une culture plus longue. Afin d’inhiber ce processus de dégradation des gels de fibrine,
des composants tels que 1’aprotinine, pourraient étre ajoutés au milieu de culture (Shikanov et
coll., 2009). En effet, I’aprotinine est une protéine soluble d’origine bovine qui inhibe 1’action
de la kallicréine, une sérine protéase qui induit la transformation de plasminogeéne en
plasmine. La plasmine étant responsable du clivage des ponts peptidiques constituant la
fibrine, I’inhibition de cette réaction va empécher la dégradation des gels de fibrine
(Hoffmann et coll., 1987).

Toutefois, d’autres études réalisées sur la fibrine rapportent également cette dégradation qui
favoriserait le développement et la croissance progressive des follicules dans 1’organisme
apres la greffe. En effet, il a déja été décrit dans la littérature que les gels de fibrine avaient
tendance a se dégrader en présence de follicules dans des conditions de culture in vitro, car les
follicules ovariens produisent des activateurs de plasminogéne et des facteurs de croissance
qui vont induire une fibrinolyse (Chiti et coll., 2017a; Shikanov et coll., 2011; Thorne et coll.,
2015). Seuls les follicules endommagés ne seront pas en mesure de produire ces facteurs, la
dégradation de la fibrine est donc un gage de la qualité folliculaire (Chiti et coll., 2017a).

Afin de favoriser la survie et le développement des follicules ovariens, des cellules stromales
pourraient étre ajoutées dans les gels de fibrine, car il a ét¢ démontré que ces cellules sécrétent
des facteurs qui favorisent positivement la transition des follicules primordiaux a primaires
(Skinner, 2005). Il a été envisagé que des cellules stromales provenant du tissu ovarien de la
patiente en rémission pourraient étre récupérées, ces cellules étant dépourvues de cellules
malignes. La co-culture de cellules stromales avec les follicules permettrait leur croissance, et
elles pourraient participer a la constitution plus rapide d’une couche de cellules théquales qui
composent les follicules antraux, en paralléle de 1’action des cellules stromales externes qui
vont coloniser la matrice de fibrine au cours du temps (Soares et coll., 2015b). La
récupération de cellules stromales a partir du tissu ovarien de la patiente nécessiterait une
intervention chirurgicale supplémentaire qu’il faut prendre en compte dans la prise de
décision de la meilleure option a proposer. Toutefois, afin d’éviter cette procédure,
I’utilisation de cellules stromales provenant d’autres tissus de la patiente, tel que le derme,
pourrait étre envisageable.

Des cellules endothéliales, récupérées par tri cellulaire, pourraient également étre ajoutées
afin de favoriser la revascularisation au sein du support matriciel (Dath ez coll., 2011).
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En effet, il a récemment ét¢ démontré que la co-transplantation de cellules endothéliales avec
des fragments de tissu ovarien humains permettait de favoriser la production de vaisseaux et
la survie des follicules ovariens tout en réduisant la présence de zone fibrotique apres
xénogreffes chez la souris. Il est toutefois possible que lorsque que les matrices ne contenant
que des follicules isolés seront transplantées chez la patiente, les cellules environnantes
puissent coloniser la matrice biodégradable, ne rendant pas nécessaire 1’utilisation d’autres
cellules en co-culture préalable (Man et coll., 2017).

L’ovaire est un organe hétérogéne et compartimenté, la partie corticale de I’ovaire étant plus
dense et plus rigide que la partie médullaire richement vascularisée; cette architecture
complexe peut étre recréée a 1’aide d’une imprimante 3D, qui permet de contrdler la taille et
la forme de la trame conjonctive qui va composer [’ovaire artificiel. Selon Laronda et coll.,
I’ovaire artificiel doit étre assez poreux pour favoriser I’infiltration rapide du réseau
vasculaire in vivo, ce qui préviendrait le risque d’ischémie post-greffe observée lors de
I’autotransplantation de fragments de cortex ovarien. Aussi, la présence de pores de taille
optimale devrait favoriser la survie des follicules en augmentant leur surface de contact avec
la matrice (Laronda ef coll., 2017). Pour pouvoir durer dans le temps, 1’ovaire artificiel doit en
effet pourvoir mimer au mieux les fonctions d’un ovaire humain, pour au final le supplanter,
afin que les follicules puissent s’y développer complétement. L’équipe de Laronda et coll. a
réussi a reconstituer une matrice 3D composée de micropores distribués de manicre
homogene, orientée a 60 degrés, formée a base de gélatine de porc partiellement réticulée et
dérivée du collagéne provenant de la peau et des os. Une fois réimplantée chez la souris, cette
matrice dans laquelle ont été ensemencés des follicules ovariens pré-antraux a permis une
reprise de la fonction ovarienne et la naissance de souriceaux viables (Laronda ef coll., 2017).
Aucun facteur de croissance angiogénique ni aucune stimulation hormonale n’a été
nécessaire, ce qui montre que I’'utilisation de follicules isolés dans un environnement propice
a permis de produire les facteurs nécessaires a leur développement.
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Purification de suspensions folliculaires dans le cas de leucémies aigues

Les leucémies sont des pathologies a haut risque de réintroduction de cellules
cancéreuses par autogreffe de fragments de cortex ovarien, étant donné que les cellules
leucémiques peuvent étre a la fois retrouvées dans le sang et dans les organes, tels que les
ovaires. A I’heure actuelle, pour les patientes atteintes de leucémie, la réutilisation des
fragments de cortex ovarien cryoconservés est souvent déconseillée, la balance bénéfice-
risque €tant « généralement » défavorable a I’autogreffe. En effet, I’autogreffe de fragments
de cortex ovarien ne peut étre réalisée que dans le cas ou I’analyse de la maladie résiduelle est
négative, et si le bilan pré-greffe, qui dépend du type de traitement administré et de la phase
de la maladie au moment de la cryopréservation de tissu ovarien, ne contre-indique pas cette
intervention. L’évaluation du statut carcinologique de la patiente au moment de la
cryopréservation des fragments de cortex ovarien, a 1’aide des techniques de détection
actuelles telles que la RT-qPCR et la cytométrie en flux multicouleurs, est fondamentale
(Amiot et coll., 2013; Zver et coll., 2014; Zver et coll., 2015). 1l est donc primordial de
s’assurer que les suspensions contenant les follicules isolés sont dépourvues de cellules
malignes avant de pouvoir envisager une réutilisation des follicules isolés en clinique en tant
qu’alternative a I’autogreffe de tissu ovarien cryopréservé. La possibilité de purifier des
suspensions folliculaires par tri cellulaire a 1’aide de billes magnétiques afin d’éliminer des
cellules malignes a déja été envisagée (Schroder et coll., 2004). Toutefois, cette technique
peut étre longue et son utilisation en clinique nécessiterait 1’utilisation d’un matériel stérile ou
a usage unique, ce qui peut étre difficilement accessible et trés onéreux. L’équipe de Soares et
coll. a démontré que leur technique d’isolement suivie de trois lavages successifs permettait
d’¢éliminer des cellules leucémiques présentes dans des suspensions folliculaires
artificiellement contaminées (Soares et coll., 2015a), mais ¢également dans des suspensions
provenant de patientes leucémiques (LAM, LAL et LMC) et dont la moitié¢ avait recu un
traitement par chimiothérapie au moment de la cryoconservation de leur tissu ovarien (Soares
et coll., 2017).

La troisiéme partie de ce travail de thése a donc été¢ d’évaluer la sécurité carcinologique des
suspensions folliculaires obtenues apreés la dissociation des fragments de cortex ovariens
cryoconserveés avec la collagénase NB6. Des cellules leucémiques de patients atteints de LAM
et de LAL ont été ajoutées aux suspensions folliculaires obtenues apres dissociation tissulaire
avec la collagénase NB6. Trois lavages successifs ont ensuite été effectués afin de purifier les
suspensions pour ne garder que des follicules isolés.
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Contrairement a 1’équipe de Soares et coll., qui a utilis¢ la RT-qPCR afin d’évaluer la
présence de cellules malignes contenues dans les suspensions folliculaires avant et apres
lavages, nous avons utilis¢ la cytométrie en flux qui permet de détecter et de quantifier le
nombre de cellules leucémiques vivantes présentes. Il est possible d’estimer le nombre absolu
de cellules leucémiques potentiellement présentes dans les fragments corticaux en se basant
sur le volume des fragments ovariens cryopréservés et le volume moyen du sang dans les
vaisseaux de la patiente (Soares et coll., 2015a). En effet, le territoire vasculaire des fragments
de tissu ovarien est toujours présent étant donné que les cellules sanguines ne sont pas
¢liminées par perfusion des vaisseaux avant congélation, contrairement a ce qui pourrait étre
réalisé lors de la congélation d’un organe entier. Toutefois, il reste impossible de prévoir avec
précision le nombre de cellules leucémiques présentes dans les fragments cryoconservés de
patientes leucémiques par RT-qPCR. La cytométrie en flux est une technique d’analyse dont
I’efficacité et la sensibilité sont comparables a la RT-qPCR afin de détecter la maladie
résiduelle dans des fragments cryoconservé de patientes ayant souffert de leucémie (Amiot et
coll., 2013; Zver et coll., 2014; Zver et coll., 2015; Zver et coll., 2017). La CFM a permis
avec précision de détecter le nombre de cellules leucémiques présentes dans des suspensions
folliculaires sur le nombre total de cellules vivantes analysées, méme lorsque le nombre de
follicules isolés était trés faible. Lorsque les marqueurs moléculaires nécessaires a la
technique de RT-qPCR ne sont pas disponibles, la cytométrie en flux est la seule technique de
détection disponible et peut potentiellement étre applicable a toutes les patientes atteintes de
leucémie afin d’évaluer leur risque de maladie résiduelle.

L’ajout d’un excés de cellules leucémiques, allant de 103 a 10° cellules nous a permis d’avoir
une sensibilité de la CFM de 1’ordre de 107 au cours des expériences réalisées, plus important
que le seuil de détection clinique de la maladie résiduelle dans le sang par CFM qui est de 10
(Campana and Coustan-Smith, 1999).

La limite de la technique manuelle d’isolement et de lavages des follicules isolés repose sur le
fait que les cellules leucémiques peuvent étre confondues avec des cellules ovariennes dont la
taille est comparable sous observation au microscope, comme cela avait déja été mentionné
par Soares et coll. (Soares et coll., 2015a). De plus, le diametre de la pipette de dénudation
utilisée pour prélever les follicules ovariens isolés dans la suspension filtrée apres dissociation
étant adapté a la taille des follicules, il est facile d’aspirer des cellules leucémiques ou des
débris lors de la procédure. La durée de la technique d’isolement peut donc varier en fonction
du nombre de follicules a isoler et du nombre de cellules environnantes présentes dans la

suspension.
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I1 a été suggéré par Soares et coll. que la durée totale de la technique, comprenant 1’isolement
et les trois lavages des follicules isolés, n’excede pas 90 minutes afin de ne pas altérer les
follicules ainsi obtenus (Soares ef coll., 2017).

Le nombre de cellules leucémiques nécessaire pour induire une reprise de la maladie apres
transplantation de fragments de tissu ovarien n’a pas encore été établi. De méme, nous ne
pouvons pas évaluer le nombre de cellules malignes qui pourrait induire une rechute apres
injection ou réutilisation de follicules isolés. En effet, la probabilité d’observer une rechute
chez les patientes dépendra de la taille des fragments initialement dissociés, du volume des
suspensions folliculaires obtenues (plus le volume sera important, plus il y aura de risque de
retrouver des cellules leucémiques résiduelles), ainsi que du niveau de maladie résiduelle
préalablement évalué. Il faut toutefois noter que cette évaluation, effectuée sur un
prélevement de sang ou de moelle, ne sera pas représentative des fragments de tissu ovarien
qui seront autogreffés, ceux-ci ne pouvant pas €tre testés avant que la procédure ne soit
effectuée. Aussi, I’existence de cellules souches leucémiques chez les patientes en rémission,
méme plusieurs années apres la maladie, ne peut étre écartée comme cause possible de
rechute (Ford et coll., 2015).

Il est donc primordial d’éliminer au maximum le nombre de cellules leucémiques pouvant
contaminer les suspensions folliculaires obtenues aprés dissociation tissulaire. En nous basant
sur les données de 1’hématologie, le nombre d’évenement détectés par CFM ne doit pas
dépasser le seuil de 20 cellules vivantes détectées (Campana and Coustan-Smith, 1999). Au
cours des expériences réalisées, seule une suspension folliculaire a contenu plus de 20 cellules
leucémiques apres la technique d’isolement et les trois lavages effectués. La majorité des
suspensions folliculaires obtenues apres trois lavages ne contiendrait donc potentiellement pas
un nombre de cellules leucémiques suffisant pour induire une reprise de la maladie si les
follicules isolés et purifiés obtenus étaient réintroduits chez une patiente. Le seul cas ou plus
de 20 cellules leucémiques ont été détectées correspondait a une suspension dans laquelle
I million de cellules leucémiques avait préalablement été ajoutés. Le nombre de cellules
malignes présentes dans les fragments de cortex ovariens cryopréservés de patientes atteintes
de leucémie serait probablement plus faible, au vue de la proportion importante de patientes
ayant déja recu une premiere ligne de chimiothérapie avant que I’autoconservation ait eu lieu
(Abir et coll., 2016; Dolmans et coll., 2010). La viabilit¢ des follicules isolés n’a pas été
altérée par la procédure d’isolement et de purification des cellules leucémiques, le taux de
survie des follicules isolés étant resté supérieur a 90 %.
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CONCLUSION ET
PERSPECTIVES
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Ce travail de thése est le point de départ du développement d’un programme de

reconstruction ovarienne au sein de notre équipe de recherche.

L’utilisation de follicules ovariens isolés en tant qu’alternative a 1’autogreffe de tissu ovarien

cryopréservé semble étre la solution optimale pour les patientes a risque de localisation

métastatique ovarienne qui ne peuvent donc pas bénéficier de la technique d’autogreffe de

fragments de tissu ovarien cryoconserves.

Plusieurs techniques de reconstruction ovarienne sont actuellement disponibles et

envisageables :

L’utilisation d’une imprimante 3D (Laronda et coll., 2017) ou la création de moules
personnalisables dont la conception est assistée par un ordinateur (Krotz et coll.,
2010), actuellement utilisés en ingénierie tissulaire, pourraient permettre de créer une
matrice dont la morphologie et la composition serait similaire a 1’ovaire humain et qui
favoriserait les interactions entres les cellules de la granulosa et 1’ovocyte. Ces
techniques permettraient de modifier des parametres tels que la forme, la taille et
I’épaisseur de la matrice obtenue et donc d’avoir un ovaire sur mesure. Cet ovaire
artificiel, qui contiendrait notamment des follicules ovariens isolés qui auront
préalablement été ensemencés ou intégrés aprés culture in vitro, pourra soit se
dégrader avec le temps soit étre conserve, en fonction de la composition de la matrice
utilisée (agarose, gélatine, etc.). L’utilisation d’un ovaire 3D pourrait également
permettre d’effectuer des études expérimentales in vitro telles que des tests de
différentes drogues au cours d’études pré-cliniques, notamment pour des tests
toxicologiques (Shea et coll., 2014), comme c’est actuellement le cas avec les peaux

artificielles qui permettent de s’affranchir de I’expérimentation animale.

Le développement de matrices a base de polymeres non dégradables, qui seraient donc
greffées de maniére permanente chez la patiente a été envisagé par plusieurs équipes
de recherche. Récemment, des matrices non dégradables ou mixtes (dégradables en
superficie uniquement) a bases de polyéthylene glycol ont été développées par
I’équipe de Shikanov. Il a permis de démontrer dans un modele murin que la fonction
endocrine de souris pouvait étre restaurée apres la greffe de capsule de polyéthyléne
glycol contenant des fragments de cortex ovarien (Day ef coll., 2018). L’encapsulation
des fragments de cortex ovarien, ou de follicules isolés, dans des matrices mixtes et
donc permanentes a la surface permettrait d’éliminer le risque de réintroduire des
cellules malignes dans I’organisme de la patiente apres la greffe, tout en assurant la

diffusion des éléments nécessaires a la reprise d’ une fonction endocrine.
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Cette technique permettrait également de contrdler le risque de perte folliculaire que
I’on peut observer avec des matrices biodégradables, du fait de leur dégradation avec
le temps a une vitesse qui n’est pas totalement maitrisée (Chiti et coll., 2018).
L’¢équipe de Shikanov a toutefois observé que les follicules ensemencés dans des
matrices non dégradables n’arrivaient pas au stade antral, contrairement a ceux qui
¢taient dans des matrices mixtes ou biodégradables (Day et coll., 2018). Les matrices
non dégradables doivent en effet avoir des propriétés viscoélastiques qui permettront
I’expansion des follicules ovariens, dont la taille augmente drastiquement pouvant
aller du micrométre a plus de deux centimetres au stades pré-ovulatoire (Gougeon,
1986). L’utilisation de matrices, mixtes ou non, dont le diameétre extérieur sera assez
important pour permettre une croissance folliculaire optimale devra donc étre

développée dans le futur.

De nombreux progrés sur la culture de follicules isolés au sein de matrices
biodégradables d’origine naturelle, et leur transplantation in vivo ont récemment €été
effectués. Au vu des résultats obtenus au cours de nos expériences, les matrices a base
de fibrine seraient appropriées au conditionnement des follicules ovariens humains
isolés. Toutefois, afin de se rapprocher au mieux des conditions physiologiques de
I’ovaire humain, plusieurs parameétres devront étre testés. En effet, plusieurs
concentrations en fibrinogeéne et thrombine devront étre évaluées afin de trouver la
matrice dont la porosité, 1’épaisseur et la rigidité se rapprocheront au mieux d’un
ovaire humain. L’équipe de Chiti ef coll. a récemment montré qu’il y avait toujours
une perte importante en follicules aprés leur ensemencement au sein des matrices de
fibrine quelles que soient les concentrations €valuées (Chiti et coll., 2018). Cela a
permis de mettre en évidence le fait que la recherche sur les matrices de fibrine n’en
est qu’a son point de départ. Les prochaines étapes de recherche sur les follicules
ovariens isolés porteront principalement sur la mise en place de conditions optimales
afin de réduire la perte folliculaire observée apreés greffe. En ce qui concerne le
développement de techniques de transplantation, il sera donc peut-étre nécessaire
d’envisager d’effectuer des expériences de xénogreffes ou d’allogreffes chez le gros
animal afin de tester 1’efficacité des matrices de fibrine que nous avons élaboré, ainsi
que d’évaluer le comportement des follicules isolés avec la collagénase NB6 et

incorporés dans une matrice de fibrine, dans ces conditions in vivo.

Dans le but d’effectuer un suivi de la croissance folliculaire au sein des matrices de
fibrine, I’analyse des follicules ovariens aprés isolement et culture in vitro pourrait

¢galement étre complétée par 1’étude de 1’expression de marqueurs spécifiques,
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par analyse immunohistochimique, tel que le facteur de croissance GDF-9 ou la
protéine BMP-15 qui sont exprimés par les follicules primaires et agissent en synergie
afin de favoriser 1’activation des follicules primordiaux (Hreinsson et coll., 2002;
Skinner, 2005).

Afin de valider la sécurité carcinologique de 1’utilisation des follicules isolés, la dissociation
de fragments de tissu ovarien cryopréservés de patientes leucémiques, dont 1’ovaire était
contaminé lors de la cryoconservation, sera une étape clé dans I’élaboration d’un protocole de
reconstruction ovarienne sans risque de réintroduction de cellules malignes. En effet, d’une
part les fragments de tissu ovarien cryopréservés de ces patientes leucémiques devront étre
testés afin d’évaluer si I’administration d’un traitement gonadotoxique préalable a Ia
congélation aurait un impact sur la technique de dissociation enzymatique ainsi que sur le
rendement folliculaire obtenu apres utilisation de la collagénase NB6. Et d’autre part car la
technique de purification de suspension folliculaire doit étre validée avec des fragments de
cortex ovarien contaminés, qualifiés de positifs pour la maladie résiduelle apreés analyse par
cytométrie en flux. Toutefois, les fragments de patientes leucémiques actuellement conservés
au sein des cryobanques de tissus sont principalement réservés pour leur future réutilisation et
le nombre de fragments test dédiés a la recherche reste faible.

En conclusion, nous avons réussi a codifier un nouveau protocole d'isolement de
follicules ovariens pré-antraux qui nous a permis d'obtenir un nombre ¢levé de follicules
viables et non activés a partir de la dissociation de fragments de cortex ovarien humains, en
utilisant la collagénase NB6 produite conformément aux bonnes pratiques de fabrication.
Dans 23 cas sur 24, trois lavages des suspensions contenant des follicules isolés ont été
suffisants pour assurer la sécurité carcinologique des suspensions folliculaires finales. La
collagénase NB6 de grade clinique GMP, combinée avec notre technique d'isolement actuelle,
permettra l'utilisation des follicules pré-antraux humains isolés pour de futures applications
cliniques chez les patientes, telles que la reconstruction ovarienne, I’injection de suspensions
contenant des follicules isolés ou la folliculogenése in vitro.
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Abstract

by leukemic cells.

suspensions using multicolor flow cytometry (MFC).

Background: Autotransplantation of cryopreserved ovarian cortex can be associated with a risk of cancer cell reseeding.
This issue could be eliminated by grafting isolated preantral follicles. Collagenase NB6 is an enzyme produced
under good manufacturing practices (GMP) in compliance with requirements for tissue engineering and transplantation
in humans and thus can be used to isolate preantral follicles from ovarian tissue in the framework of further clinical
applications. Multicolor flow cytometry is an effective tool to evaluate the potential contamination of follicular suspensions

Methods: The efficiency of collagenase NB6 was evaluated in comparison to collagenase type IA and Liberase DH, in terms
of yield, morphology and viability. A short-term in vitro culture of follicles isolated with collagenase NB6 was conducted for
3 days in a fibrin matrix. A modelization procedure was carried out to detect the presence of leukemic cells in follicular

Results: No statistical differences were found between collagenase NB6, Liberase DH (p = 0.386) and collagenase
type IA (p=0.171) regarding the number of human preantral follicles isolated. The mean diameter of isolated
follicles was significantly lower with collagenase NB6 (p < 0.0001). The survival rate of isolated follicles was 93.4%
(n=272) using collagenase NB6 versus 94.9% (n = 198) with Liberase DH and 92.6% (n = 298) using collagenase
type IA. Even after 3 days of in vitro culture in a fibrin scaffold, most of the isolated follicles were still alive after using
collagenase NB6 (90.7% of viable follicles; n = 339). The rate of isolated Ki67-positive follicles was 29 + 9.19% before culture
and 45 £ 141% after 3 days. In 23 out of 24 follicular suspensions analyzed, the detection of leukemic cells by MFC was
negative. The purification had no significant impact on follicle viability.

Conclusion: The isolation and purification of human preantral follicles were performed following good manufacturing
practices for cell therapy. Multicolor flow cytometry was able to confirm that final follicular suspensions were free from
leukemic cells. This safe isolation technique using collagenase NB6 can be considered for future clinical applications.

Keywords: Collagenase NB6, Good manufacturing practices, Human follicle isolation, Leukemic cell purification

Background

Over the past 30 years, the survival rate of cancer patients
has drastically improved thanks to early diagnosis, advances
in surgery procedures and adjuvant therapies [1, 2]. Due to
their toxicity, chemo- and radio-therapies can lead to side
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effects that affect the quality of life of those patients.
Indeed, the risk of premature ovarian failure and infertility
is important and varies depending on the age of the patient,
type of drug, drug dose, protocol used, treatment duration
and disease severity [3, 4]. For women diagnosed with
cancer, desire to have a child is a major concern [5]. For this
reason, techniques of fertility preservation have gained
interest. Ovarian tissue cryopreservation is one of the
available options to preserve fertility in women when the
administration of a highly gonadotoxic treatment cannot be
delayed and for prepubertal girls [6, 7]. Currently the re-use

© The Author(s). 2018 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http:/creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
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of frozen/thawed ovarian tissue, which can only be per-
formed by autograft, has led to more than a hundred live
births worldwide [7, 8].

However, in some cases of malignant disease, ovarian
tissue transplantation is associated with a high risk of
cancer reseeding [9-13]. The most common cancer in
prepubertal girls is leukemia, with acute lymphoblastic
leukemia (ALL) and acute myeloid leukemia (AML)
accounting for 85 and 15% of cases, respectively [2]. Real
time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR)
[10, 14], multicolor flow cytometry (MFC) [15-18] and
ovarian tissue xenografts in immunodeficient mice [11,
19] are techniques proposed for the detection of minimal
residual disease (MRD) in cryopreserved ovarian tissue.

Several alternatives to autograft of frozen/thawed ovarian
tissue, such as the development of an engineered artificial
ovary using mainly fibrin or alginate scaffolds [19-28], or in
vitro folliculogenesis [29-39], were investigated based on
the use of isolated preantral follicles, mostly primordial
follicles. Primordial follicles are encapsulated in a basement
membrane of collagen IV, laminin and to a lesser extent
fibronectin [40]. Culturing isolated follicles separates them
from surrounding stromal elements like capillaries, white
blood cells and nerves and thus protects them from the risk
of contamination with malignant cells, as cancerous cells
are not located inside follicles but in the stroma [41].

In order to isolate follicles, techniques that consist of
mechanical and/or enzymatic digestion of human cryopre-
served ovarian tissue have been developed [37, 38, 42—45].
For clinical purposes, a highly-purified enzyme, free of
endotoxins, must be used. Lierman et al., have compared
the efficiency of Liberase DH, a purified good manufactur-
ing practices (GMP) grade blend enzyme, to the first
generation of Liberases (Liberase TM) and to collagenase
IV [46]: these authors showed that Liberase DH allows
isolation of viable primordial and primary follicles of
higher quality and with good morphology and no sign of
apoptosis, but the follicular yield was lower with Liberase
DH than collagenase IV. Collagenases NB1 and NB6 are
blends of GMP grade enzymes, which have been validated
for their clinical applications; the highly purified collage-
nase NB1 has been used to isolate human pancreatic
islets. When comparing the efficiency of Liberase DH and
collagenase NB1, isolation yield and purity were found to
be significantly higher with collagenase NB1, and in vitro
function was well preserved [47]. Collagenase NB6, which
is composed of collagenase type I and II, has also success-
fully been used in a clinical-grade protocol for the isola-
tion of human umbilical cord tissue cells [48]. GMP grade
collagenases NB1 and NB6 have shown their efficiency in
different types of tissue but have not yet been tested for
human ovarian follicle isolation.

Before considering the use of isolated human primordial
follicles in patients with a risk of cancer reseeding, we have
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to ensure that the suspension containing isolated follicles is
free of malignant cells. Soares et al, have developed a
model of artificial addition of leukemic cell lines to suspen-
sions obtained from ovarian cortical strip dissociation [42].
RT-qPCR was performed using the molecular marker BCR-
ABL to detect the risk of ovarian residual disease. Even
though few leukemic cells were retrieved during follicle
pickup, they showed that three washes were sufficient to re-
duce the amount of leukemic cells detected in ovarian sus-
pensions as the RT-qPCR was negative in all cases. In a
recent study, Soares et al. found that 66% of malignant cells
were present in cryopreserved ovarian tissue from 9
leukemia patients [49]. However, they confirmed by RT-
qPCR analyses that three washes were able to eradicate
malignant cells in follicular suspensions obtained from
cryopreserved ovarian tissue of leukemia patients.

Multicolor flow cytometry (MFC), based on leukemic
cell immunophenotype detection, is the only applicable
technique when molecular markers are not available,
and thus could be potentially applied to all leukemic
patients [17]. MFC is able to detect one positive cell, but
in hematology a significant abnormal cell population is
defined as a homogeneous cluster of at least 20 LAIP+
(Leukemia-Associated ImmunoPhenotype positive) cells,
referring to the common cut-off level used for the
assessment of minimal residual disease in blood or bone
marrow [50].

The aim of our study was first to evaluate the efficiency,
in term of follicle yield, proliferation and viability, of an
isolation technique using the highly purified GMP grade
blend enzyme collagenase NB6, and second to ensure that
the ovarian suspension containing isolated follicles is free
of malignant cells after the initial addition of leukemic
cells using MFC.

Methods

Collection of ovarian tissue

Ovarian biopsies (weight: mean = 63.36 + 30.49 mg; range
=13.9-171.2 mg; n=43) were obtained from 16 women
aged between 25 and 37 (mean age = 29.88 years) undergo-
ing laparoscopic ovarian drilling for polycystic ovary
syndrome. Human ovarian tissue obtained from laparo-
scopic drilling performed for treatment of women suffering
from polycystic ovary syndrome has been used as reference
tissue for our research for several years [51]. Ovarian
cortical fragments were obtained using biopsy grasping
forceps from an avascular portion of the ovary, before
electrocoagulation of the puncture site. Specimens were
then immediately transported to the laboratory in Leibovitz
L-15° medium (Eurobio, France) on ice.

Freezing/thawing of ovarian tissue
Cortical fragments were transferred in 1.8 ml cryovials
(VWR, France) containing 1.5 ml of a freezing solution



Mouloungui et al. Journal of Ovarian Research (2018) 11:4

composed of 1.5 M dimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma
Aldrich, France) and 0.1 M sucrose (Pharmacy of Besangon
University Hospital, France) in Leibovitz L-15° supple-
mented with 10% decomplemented AB human serum
(Etablissement Francais du Sang, Bourgogne Franche-
Comté, France). Frozen/thawed AB human serum was
obtained from consenting male donors. Decomplementa-
tion was carried out by a 30-min incubation at 56 °C, and
the decomplemented AB human serum obtained was then
stored at 4 °C.

Cortical fragments in freezing solutions were incubated
for 30 min on ice while gently rotated. Cortical biopsies
were frozen according to a protocol using slow cooling
with manual seeding in a programmable freezer (Planer®
360 or 560; Cryobiosystem, France) and stored in liquid
nitrogen [51].

Cortical fragments were thawed according to a protocol
previously described in the laboratory [52]. Briefly, the
cryovials were warmed for 5 min in a heat chamber at 37 °
C, ovarian tissue pieces were then washed in decreased
solutions of DMSO 1.5 M (5 min), 1 M (5 min), 0.5 M
(10 min) containing 0.05 M sucrose in Leibovitz L-15
supplemented with 10% decomplemented AB human
serum. Ovarian tissue strips were finally transferred to a
solution of Leibovitz L-15° supplemented with 20% of
decomplemented AB human serum, for 10 more minutes.

Ovarian tissue dissociation

This technique, previously published by our team [51],
was modified as described below. Cortical fragments were
cut into small pieces of ~ 1 mm® and placed in a cryovial
containing the enzymatic solution. They underwent
mechanical and enzymatic dissociation using either colla-
genase IA routinely used in our laboratory (200 IU/ml
final, Sigma Aldrich), a GMP grade purified collagenase
NB6 (200 IU/ml final, Serva Electrophoresis GMbH;
Coger, France), or Liberase DH (0.28 Winsch U/ml,
Roche, France).

Fragments dissociated with collagenase IA or collagenase
NB6 were incubated for 3 h in a heat chamber at 37 °C and
vortexed every 30 min. The collagenase activity was inhib-
ited by the addition of 30% decomplemented AB human
serum. The ovarian cell suspension obtained was filtered
through a 60 pm nylon filter (Fisher Scientific, France).

The protocol for tissue dissociation with Liberase DH
was a modification of the protocol described by Vanacker
et al. [43]. Fragments dissociated with Liberase DH were
incubated for 90 min in a heat chamber at 37 °C with
gentle agitation. The collagenase activity was inhibited by
the addition of 30% decomplemented AB human serum.

Freezing/thawing of leukemic cells
Frozen/thawed blood or bone marrow (BM) cells originat-
ing from acute lymphoid leukemia (ALL) and acute
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myeloid leukemia (AML) patients (n=38), with known
LAIP, were used for serial dilutions of leukemic cells in
ovarian cell suspensions obtained from healthy ovarian
cortical strips. Blood or bone marrow cells were collected
at diagnosis, frozen and stored in liquid nitrogen.
Leukemic cells were thawed at 37 °C for 5 min, then
added dropwise to a solution containing 10 ml of RPMI
1640 GlutaMax (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France)
supplemented with 20% fetal bovine serum (PAN Biotech
GmbH, Aidenbach, Germany). The solution was then
incubated for 15 min at 37 °C and centrifugated at 300 g
for 7 min. Finally, the pellet was resuspended in RPMI
1640 GlutaMax supplemented with 20% fetal bovine
serum for cell counting.

Marking of leukemic cells using a cell tracer

Thawed leukemic cells were resuspended with 5 pM of
CFDA SE Cell tracer (Vybrant® CFDA SE Cell Tracer Kit,
Life Technologies SAS, France) as described by Soares et
al,, [42]. The CFDA SE Cell tracer allows for the labeling of
leukemic cells in ovarian suspensions, with an inverted
fluorescence microscope (CKX41, Olympus, France) by an
intense green staining (ex/em: ~ 492/~ 517 nm). The
observation of stained leukemic cells was performed punc-
tually as a control of the isolation technique.

Addition of leukemic cells in an ovarian cell suspension
An initial addition of leukemic cells was made to obtain a
first ovarian cell suspension with an excess of either 10° or
10° leukemic cells, depending on the total leukemic cells
available after count. From this first suspension, 1/10
dilutions were made twice to obtain decreasing concentra-
tions of leukemic cells in ovarian cell suspensions contain-
ing isolated follicles (we thus obtained three ovarian cell
suspensions containing either 10°, 10°, and 10* leukemic
cells or 10°, 10* and 10® leukemic cells). The amount of
leukemic cells added to ovarian suspensions was defined
so as to achieve a sensitivity to an order of 10~°,which is
comparable to the threshold of sensitivity for minimal
residual disease detection by multicolor flow cytometry
[17]. The remaining solution of leukemic cells was used as
positive control of the experiment.

Follicle isolation and purification

The three resulting ovarian cell suspensions containing
isolated follicles and leukemic cells were transferred to a
Petri dish (IVF ICSI Nunc™ dish, 35 x 10 mm, Thermo
Scientific, France) containing 100 pl of in vitro fertilization
medium (IVF™, Vitrolife, France) under oil (Ovoil™, Vitro-
life, France). Isolated follicles were then manually picked
up using a denudation pipette with an inner diameter of
130 pum (Vitrolife, France) and transferred to an IVF 4-
well cell culture plate (Nunc™, ThermoFisher Scientific,
France), each well containing 30 pl of IVF medium under
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oil. The denudation pipette was changed after each dilu-
tion group was transferred. Follicles were washed 3 times
in fresh IVF medium droplets, as described by Soares et
al,, [42]. The remaining droplet from the first pipetting of
follicles (no wash) in the first well and the last drop con-
taining washed isolated follicles in the fourth well (after 3
washes) were analyzed by MFC. Isolated follicles were
manually counted using the Fertimorph™ vision software
on a micromanipulation station (Research Instruments,
France) under bright field, with a Hoffman modulation
contrast objective (Nikon, France).

Formation of a fibrin scaffold

The protocol used for the formation of a fibrin scaffold was
a modification of the one previously described by Paulini et
al. [53]. Evicel® is a fibrin sealant kit, routinely used in sur-
gery and approved for clinical applications (Evicel®, Ethicon,
France), which contains a solution of human fibrinogen
(70 mg/ml) and a solution of human thrombin (1000 IU/
ml). The stock solution of fibrinogen was diluted in alpha-
minimum essential medium (aMEM, Sigma Aldrich,
France) to obtain a final concentration of 50 mg/ml. Mean-
while, a stock solution of thrombin was also diluted in
aMEM to obtain a final concentration of 10 IU/ml. A drop-
let of 15 pl of fibrinogen was placed in a 4-well cell plastic
culture plate in which 30 to 100 preantral follicles isolated
with GMP grade collagenase NB6 were carefully placed. No
prior filtration step was carried out on ovarian suspensions
from which isolated follicles would be embedded in fibrin
matrices. The droplet containing isolated follicles was then
mixed with 15 pl of thrombin solution. The resulting drop-
let of 30 pl was finally incubated 45 min at 37 °C to allow
the fibrin to polymerize.

In vitro culture of isolated follicles embedded in a fibrin
scaffold

Fibrin scaffolds were submerged with ~ 200 pl of culture
medium made up of aMEM supplemented with 10%
decomplemented AB human serum, 10 pg/ml insulin,
5 pg/ml transferrin and 5 ng/ml sodium selenite (ITS
supplement, Sigma Aldrich, France), and then incubated
up to 3 days at 37 °C/5% CO,. Half of the medium was
changed the second day of culture with fresh pre-
warmed supplemented culture medium.

Viability assessment
The initial health of isolated follicles was evaluated using
trypan blue staining. Follicular suspensions were exposed
to a 0.4% trypan blue solution (Sigma Aldrich, France) for
10 min. Dead follicles appeared in blue, and live ones were
unstained after exposure to trypan blue staining [51].
Follicle viability was then assessed using a Live/Dead
viability assay kit as described in the manufacturer’s
protocol (Live/Dead® viability assay kit for mammalian
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cells, Life Technologies SAS, France). Briefly, isolated
follicles were incubated in 30 pl of phosphate-buffered
saline 1X (PBS; Cambrex, Belgique) containing 4 mM
calcein AM and 2 mM ethidium homodimer-1 for
30 min at room temperature in the dark. After exposure
to fluorescent dyes, follicles were observed under an
inverted fluorescence microscope (CKX41, Olympus,
France). Green fluorescence was visualized in live cells
(ex/em: ~494/~517 nm) and red fluorescence in dead
cells (ex/em: ~528/~617 nm). Pictures were taken with a
Moticam Pro 282S camera (Motic, Hong Kong).

Isolated follicles were classified in four categories
depending on the percentage of dead granulosa cells:
V1, living follicles: follicles with the oocyte and all the
granulosa cells viable (stained green); V2, minimally
damaged follicles: follicles with less than 10% of granu-
losa cells dead (stained red); V3, moderately damaged
follicles: follicles with 10-50% of granulosa cells dead;
V4, dead follicles: follicles with the oocyte or over 50%
of granulosa cells dead [54].

Measurement of follicle diameter

Follicle diameters were calculated from measurements
of isolated preantral follicles areas on images taken
right after isolation and also after in vitro culture,
using NIS software (NIS-Elements D 4.00.00, Nikon,
France). Only follicles with the characteristic shape
were considered. The basement membrane of follicles
was taken as their outer limit. The follicle diameter
was based on surface area measurement and compu-
tation of the theoretical diameter.

Immunocytochemistry

Fibrin scaffolds (n =4) were fixed in formol 4% for 24 h,
dehydrated and embedded in paraffin. They were then cut
with a rotary microtome (HM 340E, Microm Microtech,
France) into 7 um sections. Every five sections, slides were
stained with hematoxylin-eosin (RAL Diagnostic, France)
in order to confirm the presence of isolated follicles inside
the gels. The proliferation of isolated human follicles
seeded in fibrin clots was assessed by the presence of
Ki67, which is localized in the nucleus and associated with
cell proliferation. A rabbit anti-human Ki67 was used as
the primary antibody (dilution 1/400, ref. RM-9106-S,
ThermoFisher Scientific, France), and a mice anti-rabbit
antibody from the same kit was used as a secondary
antibody. Human fetal thymus obtained from our labora-
tory was used as a positive control, and the negative
control consisted of buffer without primary antibody. The
expression of Ki67 was characterized by a nuclear brown
staining, and the slides were counterstained with anilin
blue (ThermoFisher Scientific, France). Follicles were
classified into two categories: non-growing follicles when
all granulosa cells were Ki67-negative (blue coloration
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only), and growing follicles when at least one granulosa
cell was Ki67-positive (brown coloration) [55].

Multicolor flow cytometry (MFC) analysis

Markers of our experiments are routinely used in
hematology for the diagnosis of leukemia. Eight-color
MEC was performed using FACSCanto II" flow cytometer
and FACSDiva™ software version 6.1.3 (BD™ Biosciences,
San Jose, CA, USA). The compensation matrix was set up
using compbeads© (BD Biosciences) according to the
manufacturer’s instructions. The same combinations of
eight monoclonal antibodies were applied to ovarian cell
suspensions and to different leukemic cell dilutions in
ovarian cell suspensions.

MEC gating strategy was based on previous studies from
our team [15-17]. Briefly, our gating strategy was based
on the elimination of debris using forward (FSC) and side
(SSC) light scatter characteristics. Nucleated viable cells
were selected by their SYTO13"/7-AAD™ phenotype.
Within these cells, we identified the CD45),,, population,
which corresponds to ovarian and leukemic cells.

The antibody panel included fixed monoclonal anti-
bodies: 7-AAD (Beckman Coulter, France) and SYTO13
(Invitrogen, France) to gate the living nucleated cells as
described below and CD45 V500 (Horizon 500, HI30;
BD Biosciences) and CD3 V450 (Horizon 450; UCHT1;
BD Biosciences) to characterize T lymphocytes (CD45
*/CD3"). The antibody panel also included variable
monoclonal antibodies expressed on leukemic cells at
diagnosis (LAIP) coupled: with phycoerythrin (PE),
against the antigens CD33 (P67.6; BD Biosciences), or
CD44 (515; BD Biosciences), or CD58 (AICD5S;
Beckman Coulter), or CD361 (MEM-216; Exbio); with
allophycocyanin (APC), against CD10 (HI10A; Beckman
Coulter), or CLEC 12A (50C1; BD Biosciences), or
CD117 (104D2; BD Biosciences); with allophycocyanin
H7 (APC-H7), against CD43 (1G10; BD Biosciences), or
HLA DR (G46-6; BD Biosciences); with phycoerythrin-
cyanin 7 (PC7), against CD19 (J3.119; Beckman Coulter),
or CD34 (581; Beckman Coulter); with V450 and Brillant
Violet 421, against CD38 (HB7; BD Biosciences).

Antibodies were added to the cell suspension in 100 pl
RPMI 1640 GlutaMax (Invitrogen, France) supplemented
with 10% fetal bovine serum (PAN Biotech GmbH,
Aidenbach, Germany) and incubated for 20 min at +4 °C.
After being washed in PBS 1X, cells were resuspended in
100 pl of PBS 1X for MFC analysis.

A cell population was considered abnormal or
positive when a homogeneous cluster of at least 20
events expressing the same LAIP as leukemic cells at
diagnosis was detected [50]. When less than 20 events
were detected by MFC, ovarian suspensions were
considered negative or free of a significant number of
malignant cells.

Page 5 of 15

Statistical analysis

Graphpad™ software was used for all statistical analysis.
Student’s t test was used to compare the number of isolated
follicles obtained after the dissociation with the GMP grade
collagenase NB6, collagenase IA and Liberase DH. The
Mann Whitney test was applied to compare the mean
diameter of the follicles isolated from each enzyme used for
ovarian tissue dissociation and to compare the mean
diameter of isolated follicles after short-term in vitro
culture. The comparison of the percentages of viable
isolated follicles obtained with each enzyme was done using
a chi-square test. Results were considered statistically
significant when p < 0.05.

Results

Evaluation of the GMP Collagenase NB6 for the isolation
of human ovarian follicles

Follicle counting and classification

A total of 2674 follicles were isolated during our experi-
ments (n =31 cortical fragments). In order to validate
our isolation technique, we first compared collagenase
IA, which was previously used by our team, to collage-
nase NB6, which can be used in the clinic using the
same concentration and incubation time. A total of 1361
(mean =210 £ 205 for 100 mg of tissue; n =13) follicles
were isolated using the GMP grade collagenase NB6,
and 1076 (mean =127 £ 99 for 100 mg of tissue; 7 = 13)
using collagenase IA. No significant difference was
observed between the two enzymes concerning the
number of follicles isolated (p = 0.171).

We then compared the follicles obtained after using
collagenase NB6, collagenase IA and Liberase DH (Liberase
DH has already been validated to isolate human follicles). A
total of 532 (mean =106 + 97 for 100 mg of tissue; n =5)
follicles were isolated using the GMP grade collagenase
NB6; 406 follicles (mean = 81 + 68 for 100 mg of tissue; 7 =
5) were isolated with collagenase IA; and 327 follicles
(mean = 65 + 95 for 100 mg of tissue; n =5) with Liberase
DH. No significant differences were observed between the
three enzymes concerning the number of follicles isolated
(p=0.386 for Liberase DH versus collagenase NB6; p =
0.720 for Liberase DH versus collagenase IA).

Isolated follicles were classified according to their stage
for each isolation protocol. Most of the isolated follicles
observed were primordial follicles no matter which enzyme
was used: the rate of primordial follicles was 77.5% (n =
247/319) for collagenase IA, 83.7% (n=303/362 isolated
follicles) with collagenase NB6 and 75.1% (n=154/205
isolated follicles) with Liberase DH. Isolation with Liberase
DH yielded a higher rate of secondary follicles (10.3%; 7 =
21/205 isolated follicles) (Table 1).

The mean diameter of follicles was evaluated on 781
isolated follicles. Their average diameter was significantly
lower when they were isolated with collagenase NB6 (mean
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Table 1 Classification of isolated follicles per protocol after enzymatic dissociation of ovarian cortical strips

Follicles (n) Primordial (%) Primary (%) Secondary (%)
Collagenase IA (200 1U/ml) 319 247 (77.5) 55(17.2) 17 (5.3)
Collagenase NB6 (200 1U/ml) 362 303 (83.7) 48 (13.3) 1 3)
Liberase DH (0.28 Wiinsch U/ml) 205 154 (75.1) 30 (14.6) 21 (10.3)

% = percentage of each follicular stage out of the total isolated follicles per protocol

=31.66+6.79 pm; n=317 follicles) when compared to
collagenase IA (mean=36.77 +7.69 um; n =273 follicles)
(p<0.0001), and also in comparison with Liberase DH
(mean =45.21 + 8.26 um; 1 = 191 follicles) (p < 0.0001).

Assessment of isolated follicle viability

Trypan blue staining was first used to assess the initial
quality of isolated follicles. No significant differences were
observed between trypan blue staining and the live/dead
viability assay to determine the survival rate of isolated
follicles (p = 0.99; n = 76 follicles analyzed).

After dissociation with collagenase NB6, 93.4% of the
isolated follicles (n=254/272 isolated follicles) were
undamaged or minimally damaged (V1 + V2). The sur-
vival rate of follicles isolated with collagenase IA was
92.6% (1 =276/298 isolated follicles). After using Liberase
DH, the percentage of viable isolated follicles was 94.9%
(r = 188/198 isolated follicles) (Table 2).

There was no significant difference in terms of viability
between the three isolation protocols (p = 0.959 for collage-
nase NB6 versus collagenase IA; p =0.877 for collagenase
NB6 versus Liberase DH; p = 0.728 for Liberase DH versus
collagenase IA). However, more debris (stained in red by
ethidium homodimer-1) were found when using collage-
nase IA (Fig. 1c and f).

In vitro culture of human ovarian follicles isolated with GMP
grade collagenase NB6

Follicle proliferation before and after in vitro culture in a
fibrin scaffold

The proliferative status of isolated preantral follicles was
assessed after they were seeded inside a fibrin scaffold
(Fig. 2). The mean rate of isolated follicles with Ki67-
positive granulosa cells was 29 +9.19% (n = 9/31 follicles
analyzed). Among the growing follicles, 23 + 1.43% were
small secondary follicles (#=7/12 secondary follicles

Table 2 Viability of isolated follicles after dissociation of ovarian
cortical strips

Follicles (n) V1 V2 V3 V4

Collagenase IA (200 1U/ml) 298 191 85 17 5
Collagenase NB6 (200 1U/ml) 272 194 60 14 4
Liberase DH (0.28 Wiinsch U/ml) 198 145 43 10 0

Viability from V1 to V4, using collagenase IA (n =7 patients), collagenase NB6
(n =6 patients), and Liberase DH (n =5 patients), according to the number of
dead granulosa cells

analyzed), and 6+ 6.36% represented primary follicles
(n=2/13 primary follicles analyzed). No primordial
follicles were Ki67-positive (n =6 primordial follicles).

After 3 days of in vitro culture, 45+ 1.41% of isolated
follicles were Ki67-positive, or growing follicles (r =10/22
follicles analyzed). Among them, 36 + 2.83% were second-
ary follicles (n=8/12 secondary follicles analyzed), 9+
141% were primary follicles (n=2/6 primary follicles
analyzed) and none of them were primordial follicles. All
primordial follicles were Ki67-negative (n =4 primordial
follicles) (Fig. 3).

Assessment of isolated follicle viability

After 3 days of in vitro culture, the recovery rate of
isolated follicles was 69%. Indeed, a total of 456 follicles
(range: 36—136 follicles) were embedded in fibrin matri-
ces after their isolation with collagenase NB6, whereas
293 embedded follicles (range: 11-81 follicles) were
found after 3 days of short-term in vitro culture. The
viability was assessed on fibrin scaffolds containing
isolated follicles after 3 days of in vitro culture: we found
that 90.7% of the isolated follicles (7 = 307/339 follicles)
were undamaged (76% of V1) or minimally damaged
(15% of V2) (Table 3).

In order to evaluate the follicular growth, all the
follicles cultured were analyzed right after embedding
them in fibrin gels and 3 days after their in vitro culture.
At day 0, the mean diameter of follicles was 47.64 +
5.99 um (n =453 follicles in 9 fibrin scaffolds). After
3 days of in vitro culture in a fibrin-based scaffold, the
mean diameter of follicles significantly increased and
was 55.64 +9.89 um (n =263 follicles in 9 fibrin scaf-
folds) (p=0.030). At day 3, two significantly different
populations of follicles were observed (p<0.0001)
(Fig. 4). Indeed, 37.6% (mean =30.15 +5.02 pm; 99/263
follicles) of the isolated follicles had a diameter less than
or equal to 42 um, whereas 62.4% (mean=63.11+
18.78 um; 164/263 follicles) had a diameter greater than
42 um (Fig. 4).

Modelization: addition of leukemic cells in human ovarian
cell suspensions and isolation of preantral follicles

An excess of leukemic cells was added to the cell
suspension obtained after dissociation of ovarian cortical
strips by the GMP grade collagenase NB6. We chose to use
collagenase NB6 in the following experiments, because its
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red: dead follicles; scale bar =100 pm

Fig. 1 Viability assay performed on isolated follicles using the fluorescent probes calcein AM and ethidium homodimer-1. a and d. Isolated follicles
after using collagenase NB6; b and e. Isolated follicles after using Liberase DH; ¢ and f. Isolated follicles after using collagenase IA; green: live follicles;

GMP grade makes it usable in the clinic and also because it
generates less debris, as previously observed (Fig. 1). A total
of 1068 follicles were picked up during leukemic cell
addition in healthy ovarian cell suspensions (Fig. 5a-b).
Leukemic cells may adhere to isolated follicles, but after
three washes only rare leukemic cells were observed under

inverted microscope (Fig. 5c). Observation of ovarian fol-
licular suspensions after 3 washes under an inverted fluor-
escence microscope confirmed that leukemic cells were
mostly eliminated by the process (Fig. 5d-e).

The number of leukemic cells present in ovarian cell
suspensions was evaluated by MFC. In the positive

100 pm 100 pm

100 pm

\

Fig. 2 Isolated preantral follicles embedded in a fibrin scaffold. Brightfield images of an isolated primordial (a), primary (b) and secondary (c) follicle inside
a fibrin scaffold; Hematoxylin and eosin staining of an isolated primordial (d), primary (e) and secondary (f) follicle inside a fibrin scaffold
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Fig. 3 Immunohistochemistry of isolated preantral follicles embedded in a fibrin scaffold. a Embedded isolated primordial follicle with Ki67-
negative granulosa cells in blue; b Embedded isolated secondary follicle with Ki67-negative granulosa cells in blue; ¢ Embedded isolated primary
follicles with one Ki67-positive granulosa cell in brown; d Embedded isolated secondary follicles with two Ki67-positive granulosa cells in brown

SOE

control, the cluster of leukemic cells was homogeneous
and easily detectable (Fig. 6a). After adding leukemic
cells to the ovarian cell suspensions, the number of
events detected was low after the first follicle pickup
without wash (Fig. 6b), and drastically lower after three
washes, even when adding 10° leukemic cells (Fig. 6c).

A total of 19,015 leukemic cells (mean =792 + 1402
leukemic cells; min=1; max =4889) were detected
before any wash, whereas only 61 leukemic cells (mean
=3 +5 leukemic cells; min=0; max=22) were found

Table 3 Viability of isolated follicles in fibrin scaffolds after 3 days
of in vitro culture

J3

Number of fibrin gels V1 V2 V3 V4
(n=9

1 10 1 0 0
2 35 5 2 1
3 25 7 5 2
4 24 5 3 2
5 18 " 3 1
6 46 8 2 0
7 38 7 1 0
8 33 2 2 1
9 27 5 7 0
Total 256 51 25 7

after 3 washes, no matter the dilution, across the 24
experiments (n = 1068 washed follicles).

Among the 24 experiments, only one cell suspen-
sion was positive after 3 washes in IVF medium with
22 events detected, and 23 ovarian cell suspensions
were negative (Table 3). When 1 million leukemic
cells were added to ovarian cell suspensions, a mean
of 2042 + 1885 events corresponding to leukemic cells
were detected before any wash (min=7; max =4889;
n =8 cell suspensions analyzed), whereas only a mean
of 5+7 events were detected after 3 washes (min = 0;
max =22; n=8 cell suspensions analyzed). For 10°
leukemic cells added, we found a mean of 316 +420
events corresponding to leukemic cells before any
wash (min=1; max=1265; n=8 cell suspensions
analyzed) and a mean of 2+2 events after 3 washes
(min=0; max=4; n=8 cell suspensions analyzed).
Finally, for the lowest concentration of leukemic cells
(10%), a mean of 19+ 15 events was detected before
any wash (min=1; max=37; n=8 cell suspensions
analyzed) compared to a mean of 1+1 events after 3
washes (min=0; max=2; n=8 cell suspensions
analyzed) (Table 4).

In order to see the impact of follicle pickup and washes
on follicle survival, we evaluated the viability of 323 isolated
follicles after three washes according to the classification
V1 to V4, using the calcein AM/ethidium homodimer-1
viability assay. The viability of isolated follicles after under-
going three washes was 97.2% (n = 314/323) (Table 5).
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Fig. 4 Follicle diameter before and after 3 days of short-term in vitro culture in a fibrin gel. Dots represent each embedded follicles measured.

Discussion

The lifespan of women suffering from cancer continues to
increase thanks to the curative treatments currently
available. However, it is also well-known that cancer treat-
ments are often associated with decreased quality of life,
for instance sexual dysfunction [56, 57] and psychosocial

disease [58, 59], such as anxiety and depression [60]. Side
effects following the administration of therapies may vary
according to the type of disease, the type and duration of
the treatment, the age of patients and their socio-
economic situation. When the administration of highly
gonadotoxic treatments is necessary, techniques such as

using a fluorescent cell tracer (white arrows)

Fig. 5 Cell suspensions observed under an inverted micromanipulation microscope. a Leukemic cell suspension obtained after thawing, corresponding to
positive controls; b Ovarian cell suspension, containing follicles and leukemic cells, without wash; ¢ Ovarian cell suspension obtained after 3 washes of
isolated follicles; d An example of ovarian cell suspension obtained after 3 washes of isolated follicles, with two leukemic cells visible (black arrows); e The
same ovarian cell suspension obtained after 3 washes under inverted fluorescence microscope, showing the presence of two leukemic cells stained by

100 pm
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Fig. 6 Quantification of leukemic cells by MFC in an ovarian suspension containing isolated follicles. Only viable nucleated cells (SYTO13%/7-AAD"), which
are CD45,,,, were represented (purple dots). Black dots represent leukemic cells detected with a typical immunophenotype CD38"/CD43"/CD361"/CD117*
among the population of CD45y,,, cells. A positive event must be at the intersection of gates P1 (CD38 versus CD43), P2 (CD43 versus CD361), and P3
(CD38 versus CD117). a Positive control (leukemic cells); b MFC analysis of follicles isolated from healthy ovarian suspension after addition of 10° leukemic
cells, before any wash (n = 2069 events detected); ¢ MFC analysis of isolated follicles after 3 washes (n =7 events detected)
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oocyte-, embryo- and ovarian tissue cryopreservation are
currently available [7]. For some pathologies including
endometrial cancer and ovarian cancer, conservative sur-
gery treatments can also be recommended as fertility spar-
ing strategies [61, 62]. It is important to point out that
appropriate fertility preservation counseling is primordial
in order to offer adequate fertility preservation techniques
and to help women overcome this hardship, but is also
mandatory in some countries such as France [63]. Fertility
preservation counseling is even more important when
ovarian tissue transplantation is associated with a high risk
of cancer reseeding, and women should be aware when
the autograft of their cryopreserved ovarian tissue would
be too dangerous.

When the risk of reseeding malignant cells via the
ovarian graft is too high, the transplantation of isolated
preantral follicles may be one of the best feasible alterna-
tives. Protocols used for the isolation of preantral folli-
cles can have an impact on their survival, function and
morphological integrity [46, 64]. Our study is the first to
validate the efficiency of the purified GMP grade collage-
nase NB6 to successfully isolate a significant number of
viable human ovarian follicles.

No significant differences were found between
Liberase DH, collagenase IA and the GMP grade
collagenase NB6 in terms of yield. However, ovarian
suspensions obtained after using GMP grade collage-
nase NB6 and Liberase DH were less contaminated
with undesirable components such as dead cell
fragments and conjunctive debris. These components,
still present if the digestion is not complete, can stick
to isolated follicles, tending to make the follicle isola-
tion process longer and more difficult. The possibility
that some follicles observed under the stereomicro-
scope were actually created by their association with
debris and thus creating a heap of extracellular matrix
components cannot be excluded in this case.

The mean diameter of follicles isolated with collage-
nase NB6 was close to results obtained in a study com-
paring Liberase DH and collagenase IA [43]. Diameters
of isolated follicles in our study were significantly lower
with collagenases IA and NB6 in comparison to Liberase
DH. This might be explained by the additional filtration
step used in our procedure to collect follicles of less than
60 um after the dissociation, contrary to the protocol
used for Liberase DH.



Mouloungui et al. Journal of Ovarian Research (2018) 11:4

Page 11 of 15

Table 4 Results obtained after analysis by MFC of the isolated follicle suspensions after adding leukemic cells

MFC

Number of leukemic Results

cells detected
Patients Cortical biopsie  Number of Number of added  Type of Before After 3 Before After 3

weight (mg) isolated follicles  leukemic cells leukemia  wash washes wash washes

1 46.2 93 1.10° B-ALL 4889 0 POSITIVE NEGATIVE
1 46.2 89 1.10° B-ALL 452 4 POSITIVE NEGATIVE
1 46.2 91 110 B-ALL 32 0 POSITIVE NEGATIVE
2 69.6 4 1.10° B-ALL 7 0 NEGATIVE  NEGATIVE
2 69.6 10 110° B-ALL 6 0 NEGATIVE ~ NEGATIVE
2 69.6 17 1.10* B-ALL 1 0 NEGATIVE  NEGATIVE
3 77 50 1.10° AML 15 3 NEGATIVE ~ NEGATIVE
3 77 35 1.10* AML 1 0 NEGATIVE ~ NEGATIVE
3 77 31 1.10° AML 3 0 NEGATIVE ~ NEGATIVE
4 709 11 1.10° AML 177 4 POSITIVE NEGATIVE
4 709 5 1.10° AML " 1 NEGATIVE ~ NEGATIVE
4 709 3 1.10* AML 3 0 NEGATIVE ~ NEGATIVE
5 317 47 1.10° AML 3434 22 POSITIVE POSITIVE
5 31.7 46 1.10° AML 388 3 POSITIVE NEGATIVE
5 317 36 110" AML 37 2 POSITIVE NEGATIVE
6 593 88 1.10° AML 3799 6 POSITIVE NEGATIVE
6 593 96 1.10° AML 1265 3 POSITIVE NEGATIVE
6 59.3 65 110" AML 36 1 POSITIVE NEGATIVE
7 386 12 1.10° AML 2069 7 POSITIVE NEGATIVE
7 386 20 1.10° AML 206 2 POSITIVE NEGATIVE
7 386 16 110" AML 25 2 POSITIVE NEGATIVE
8 386 63 1.10° AML 1942 1 POSITIVE NEGATIVE
8 386 68 1.10° AML 202 0 POSITIVE NEGATIVE
8 386 72 1.10* AML 15 0 NEGATIVE  NEGATIVE
Total 1068 19,015 61
Mean 792 3
Standard deviation 1402 5
Number of experiments 24

Results obtained before and after three washes of 24 ovarian suspensions containing isolated follicles, in which serial dilutions of leukemic cells (from 10° to 10°)

were artificially added

Table 5 Viability of isolated follicles after three washes

Number of experiments V1 V2 V3 V4
1 21 10 2 0
2 16 7 3 0
3 20 15 0 0
4 60 8 3 0
5 52 5 1 0
[§ 92 8 0
Total 261 53 9 0

n=6 ovarian strips

The survival rate of isolated follicles was very high in
all cases after the dissociation technique, which is in
agreement with other studies aiming to isolate human
preantral follicles [42, 43, 46, 65].

Ki67 analysis showed that the majority of isolated follicles
analyzed after using collagenase NB6 contained Ki67-
negative granulosa cells. Even after 3 days of in vitro
culture, less than 50% of follicles were non-growing. This
shows that most of the isolated follicles were not activated
following dissociation with the GMP grade collagenase
NB6. Growing follicles (Ki67-positive) were mostly second-
ary follicles, probably due to their initial development
before the dissociation step. The GMP grade collagenase
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NB6 should not activate the growth of preantral follicles
and therefore does not alter their initial condition before
their transplantation in leukemia patients.

Indeed we did not observe a high growth of human
isolated follicles as seen in other studies performed for
7 days [53, 66, 67], but the time required to initiate their
growth must be longer to allow them to fully benefit
from the nutrients present in their culture environment.
After only 3 days of in vitro culture, we started to
observe a heterogeneous distribution of isolated follicles,
reflecting the presence of two distinct populations.

According to our results concerning the proliferation
of cultured follicles, we can hypothesize that the popula-
tion of isolated follicles with a diameter below 42 pum
must be non-growing follicles still quiescent in the fibrin
matrix; whereas the second population with a higher
diameter may correspond to activated follicles that have
started their development. A longer culture duration of
7 days or more should be done to check this hypothesis
and see if more growing follicles (Ki67-positive) would
be found.

Small isolated follicles, mostly primordial and primary
follicles obtained after dissociation of thawed human
ovarian cortical pieces are fragile, so they can rapidly
deteriorate in culture even if a large number are viable
soon after their isolation [64]. After 3 days of in vitro
culture, isolated follicles succeeded in maintaining a high
viability, of more than 90%, supporting the idea that the
use of GMP grade collagenase NB6 is safe for the isola-
tion of human ovarian preantral follicles.

The fibrin formulation previously used by Paulini et
al. [53] was sufficient to produce a scaffold able to sup-
port and maintain the 3D structure of human follicles
up to 3 days in vitro. However, after this period, we ob-
served a degradation of the matrix around some folli-
cles and a loss of follicles (data not shown). It has
already been described in the literature that fibrin clots
tend to shrink and degrade after in vitro culture due to
fibrinolysis induced by the production of plasminogen
activators and connective tissue growth factors by gran-
ulosa cells [68-70]. To inhibit this process, other com-
ponents like aprotinin have been added to the culture
media [71]. However, the aim of our study was not to
perform an in vitro folliculogenesis but to evaluate the
effect of a new GMP grade collagenase on human iso-
lated follicles. This is why we did not extend the culture
longer than 3 days, especially as this period was suffi-
cient to evaluate the harmlessness of the GMP grade
collagenase NB6.

For clinical purposes, in cases of cancer where the risk
of malignant cell contamination is high, it is now clear
that new protocols aiming at “isolating human ovarian
follicles should include an additional step to confirm the
absence of malignant cells in the follicular suspension”
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as suggested by Amorim and Shikanov [72]. After the
validation of our isolation technique, we wanted to
ensure the safety of the procedure by adding frozen/
thawed malignant cells obtained from AML and ALL
patients in healthy ovarian cell suspensions. The possi-
bility of purging the entire ovarian suspensions using a
fluorescent labelling system with antibodies specific to
malignant cells has been investigated [73]. However,
even though it is efficient, this method can be time-
consuming and for now these devices cannot be steril-
ized for re-use in clinics. Soares et al. have demonstrated
the safety of their isolation process after the dissociation
of artificially contaminated human ovarian tissue from
healthy women [42] and from leukemia patients [74], by
using RT-qPCR and fluorescence microscopy to detect
the presence of leukemic cells in ovarian suspensions.
Contrary to their study, we used the technique of MFC,
which we have previously codified, as a detection
technique to assess the number of living leukemic cells
present in ovarian suspensions obtained after the
dissociation of human cryopreserved cortical strips [17].

Even though the theoretical number of leukemic cells
potentially present in a fragment has been estimated
based on biopsy volume and average volume density of
blood vessels in the ovarian cortex [42, 75], we cannot
accurately state how many cancer cells would be present
in cryopreserved ovarian tissue from leukemia patients.
To ensure that we were able to eliminate leukemic cells
in any case, we decided to add an excess of 10° to 10°
leukemic cells in healthy ovarian suspensions containing
isolated follicles. The quantity of malignant cells present
in ovarian tissue from leukemia patients would most
likely be lower than the number of leukemic cells added
in the present study, especially as leukemia patients are
likely to have already initiated chemotherapy before
cryopreservation [11, 17, 76]. However, even though
chemotherapy can decrease the presence of leukemic
cells, it has been shown that it cannot completely
eliminate the risk of contamination [12, 15, 49].

During the isolation procedure, before any wash, it can
be difficult to distinguish leukemic cells from stromal
cells. Indeed, as observed by Soares et al., the size of
leukemic cells is close to that of stromal cells [42].
Moreover, the diameter of the denudation pipette used
for all experiments was large enough to allow the
aspiration of debris and leukemic cells during the
follicle pickup.

In most of our experiments, the number of leukemic
cells present in the ovarian cell suspensions after three
washes would not be sufficient to potentially induce a
relapse of the disease, as according to the literature, the
level of minimal residual disease in blood and bone
marrow is considered positive when more than 20
positive events are detected by MFC [50]. In only one
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case in our study, the number of leukemic cells detected
was higher than 20 events after three washes. This case
corresponded to a suspension in which 1 million
leukemic cells were added; knowing that such a high
amount of malignant cells would likely not be found in
cryopreserved ovarian biopsies from leukemia survivors,
these results are quite promising. The viability of
isolated follicles was not altered by washes, thereby
confirming the harmlessness of the isolation technique.

The major advantage of the MFC strategy is to quantify
leukemic cells specifically by differentiating them from
ovarian cells and normal lymphocytes that could be
present in the ovarian cortex. Nevertheless, it is possible
that a few leukemic cells could be undetected by MFC if
they are aggregated to isolated follicles. Three washes of
the isolated follicles into droplets of fresh in vitro
fertilization medium were able to reduce the amount of
leukemic cells that could potentially contaminate the
ovarian suspension. These results also confirmed the
efficiency of MFC to detect leukemic cells among a
suspension containing washed human isolated follicles.
We would like to insist on the fact that, when molecular
markers are not available, MFC is the only technique ap-
plicable to quantifying the risk of ovarian residual disease,
and so it should be offered to all patients with a risk of
leukemia reseeding in the future.

Conclusion

As a conclusion, we succeeded in codifying a new isola-
tion protocol that allows us to obtain a high number of
viable follicles from human ovarian cortex using the
highly-purified blend enzyme collagenase NB6 produced
in accordance with good manufacturing practices.
Indeed, the primordial follicles were maintained in their
basement statement. In the majority of cases, three
washes of the isolated follicles were sufficient to ensure
the subsequent carcinologic safety of the final ovarian
suspension. This GMP clinical-grade enzyme, in com-
bination with the present isolation technique, will enable
the use of isolated human preantral follicles for future
clinical applications.
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Abstract

Background: Ovarian tissue cryopreservation is a technique for fertility preservation addressed to prepubertal girls
or to patients for whom no ovarian stimulation is possible before initiation of gonadotoxic treatments. Autotransplantation
of frozen-thawed ovarian tissue is the only available option for reuse but presents some limitations: ischemic
tissue damages post-transplant and reintroduction of malignant cells in cases of cancer. It is therefore essential
to qualify ovarian tissue before autograft on a functional and oncological point of view. Here, we aimed to isolate viable
cells from human ovarian cortex in order to obtain an ovarian cell suspension analyzable by multicolor flow cytometry.

Methods: Ovarian tissue (fresh or frozen-thawed), from patients with polycystic ovarian syndrome (reference tissue) and
from patients who underwent ovarian tissue cryopreservation, was used for dissociation with an automated device.
Ovarian tissue-dissociated cells were analyzed by multicolor flow cytometry; the cell dissociation yield and viability
were assessed. Two automated dissociation protocols (named laboratory and commercial protocols) were compared.

Results: The effectiveness of the dissociation was not significantly different between reference ovarian tissue (1.
58 x 10° + 0.94 x 10° viable ovarian cells per 100 mg of ovarian cortex, n = 60) and tissue from ovarian tissue
cryopreservation (1.70 x 10° + 1.35 x 10° viable ovarian cells, n = 18). However, the viability was slightly different for
fresh ovarian cortex compared to frozen-thawed ovarian cortex whether we used reference tissue (p = 0.022) or tissue
from ovarian cryopreservation (p = 0.018). Comparing laboratory and commercial protocols, it appeared that cell yield
was similar but cell viability was significantly improved when using the commercial protocol (81.3% + 12.3% vs 23.

9% + 12.5%).

Conclusion: Both dissociation protocols allow us to isolate more than one million viable cells per 100 mg of ovarian
cortex, but the viability is higher when using the commercial dissociation kit. Ovarian cortex dissociation is a promising
tool for human ovarian cell qualification and for ovarian residual disease detection by multicolor flow cytometry.

Keywords: Fertility preservation, Ovarian tissue, Tissue dissociation, Cell qualification, Multicolor flow cytometry
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Background

Although cancer remains one of the most important
causes of mortality, therapeutic advances have allowed a
huge increase of the survival during these last years. In
Europe, overall survival at 5 years reaches 78.3% and
71.9% for girls (0-15) and women (15-44) diagnosed
between 2000 and 2007 respectively [1, 2]. Unfortunately,
some chemotherapy and/or radiotherapy regimens are
highly gonadotoxic and could induce premature ovarian
failure.

Women with cancer have several options to preserve
their fertility: ovarian transposition (only in cases of
pelvic irradiation), embryo or oocyte cryopreservation
and ovarian tissue cryopreservation (OTC) [3, 4] (which
can be combined with immature oocytes collection [5, 6]).
Currently, embryo and oocyte cryopreservation are the only
established methods endorsed by the American Society of
Reproductive Medicine (ASRM) [7], the American Society
of Clinical Oncology (ASCO) [8] and the European Society
for Medical Oncology (ESMO) [9]. Ovarian cortex cryo-
preservation is recognized in France as one fertility preser-
vation option (law of Bioethics n°2004—800) and has several
advantages as no ovarian stimulation is required and it can
be proposed to prepubertal girls or patients in whom gona-
dotoxic treatment cannot be postponed [10].

Ovarian tissue reuse is still considered experimental,
while some authors suggest that autotransplantation of
frozen-thawed ovarian tissue should now be considered
as established procedure for female fertility preservation
[11-13]. Indeed, transplantation of frozen-thawed ovarian
tissue has already resulted in 86 reported live births world-
wide [14, 15] and, in a recent study including 111 women,
the proportion of women who conceived after autograft of
cryopreserved ovarian tissue was 29% [11]. Nevertheless, this
technique presents some limitations: especially ischemic tis-
sue damages after ovarian tissue transplantation, which lead
to follicular loss [16—19]; and the risk of reintroducing ma-
lignant cells in cases of malignancies that may metastasize
to the ovary.

Some studies have shown that malignant cells could
be identified in ovarian tissue by using real-time quantita-
tive polymerase chain reaction (RT-qPCR), human ovarian
tissue xenografts into immunodeficient mice [20-22] or
multicolor flow cytometry (MFC) as demonstrated previ-
ously by our team [23-25]. MFC allowed us to differentiate
and quantify viable leukemic cells among viable human
ovarian cells. It is therefore important to obtain an ovarian
cell suspension after ovarian tissue dissociation that can be
analyzed by MFC.

The aim of the current study is to validate an auto-
mated dissociation technique, combining mechanical
and enzymatic effects, in order to obtain ovarian cortex
tissue-dissociated cells, especially somatic cells such as
stromal extravascular cells and endothelial cells. We
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used two different sources of human ovarian tissue: ref-
erence tissue collected during ovarian drilling and tissue
from patients who underwent OTC. The ovarian suspen-
sion was analyzed by MFC to identify viable ovarian cells
and to determine the cell viability rate after ovarian tis-
sue dissociation. Finally, we compared our dissociation
method (named laboratory protocol) with a commercial
dissociation kit in order to try and improve ovarian tis-
sue dissociation.

Methods

Ovarian tissue samples

The experimental design of the study is shown in Fig. 1.
Reference ovarian tissue samples, commonly used in the
laboratory, from women undergoing laparoscopic drilling
for polycystic ovary syndrome (PCOS, 23-38 years of age,
n = 76) and ovarian cortical tissue from patients in whom
OTC was performed for different pathologies (6-33 years
of age, n = 18: acute leukemia n = 13, Ewing’s sarcoma
n = 2, Hodgkin’s lymphoma # = 2, and systemic lupus
erythematosus # = 1), were used to validate the ovarian
tissue dissociation method. All patients received chemo-
therapy before OTC.

Freezing-thawing and isolation procedure for ovarian
tissue

Cortical biopsies were used, either fresh (n = 25) or after
cryopreservation (1 = 53), according to a protocol using
slow cooling with manual seeding [26]. After freezing,
the vials were stored in liquid nitrogen. Ovarian cortical
biopsies were thawed according to the technique previously
described [27].

Fragments used for this study were weighed (106.4 mg + 63.4
[range = 20.9-2764], n = 60 for reference ovarian tissue;
180.8 mg + 228.8 [range = 54.0-1070.0], n = 18 for ovarian
tissue from OTC) to determine the cell dissociation yield and
then compare cell yield between each ovarian tissue sample.
Pieces of ovarian cortex, either fresh or frozen-thawed,
underwent a mechanical and enzymatic dissociation
using an automated cell dissociator (gentleMACS™ Dis-
sociator, Miltenyi Biotec SAS, Paris, France) after being
sectioned into pieces of ~ 1-2 mm?® [23]. The isolation
procedure for ovarian cells developed in our laboratory
is based on enzymatic dissociation by collagenase Ia
(100 mg/mL; Sigma; Saint-Quentin Fallavier, France)
and DNase I (0.1 mg/mL; Roche Diagnosis, Meylan,
France) in 5 mL of RPMI (PAA laboratories, Les Mur-
eaux, France) using C Tubes (Miltenyi Biotec SAS) for
40 min at 37 °C under gentle agitation. After ovarian
tissue dissociation, we performed filtration with a 70 um
cell strainer (Dutscher SAS, Brumath, France) to eliminate
the residual connective tissue fibres and washed with
5 mL of RPMIL The cell suspension was centrifuged at
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300 g for 7 min at 4 °C and the pellet was resuspended in
an appropriate volume of RPML

We also tested a commercial dissociation kit using the
same automated cell dissociator (Tumor Dissociation
Kit, human ref. 130-095-929, Miltenyi Biotec), but differing
from the laboratory protocol regarding the enzymes used (3
different enzymes called H, R and A) and the time of
incubation at 37 °C (one hour). We compared the qual-
ity of ovarian tissue dissociation between both isolation
procedures.

In a previous article, we demonstrated that the freezing-
thawing process as well as the enzymatic procedure car-
ried out in our laboratory protocol had no effect on the
expression of cell surface markers used in this study [23].
The test performed by the manufacturer for the commer-
cial kit are in accordance with these findings.

Ovarian cell suspension analysis by multicolor flow cytometry
MEC was performed using a BD CANTO II flow cytometer
and FACSDiva software (BD Biosciences, Franklin Lakes,
NJ, USA). Instrument settings were in accordance with stan-
dardized Euroflow protocols [28]. The compensation matrix
was set up as previously described [23]. The antibody panel
included 7-Amino-Actinomycin D (7-AAD) (Beckman
Coulter, Fullerton, CA, USA), SYTO 13 (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), CD45 coupled with Horizon V500
(V500) (HI30, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA)
and CD3 coupled with Horizon V450 (V450) (UCHT],
BD Biosciences). At least 10,000 total events were ac-
quired for the analysis. Gating strategy (Fig. 2) was based
on the elimination of debris by an initial morphological
gate using forward (FSC) and side (SSC) light scatter

characteristics. Nucleated viable cells were then selected
by their SYTO 13%/7-AAD™ phenotype. Within these
cells, we identified CD45" and CD3" T lymphocytes. Cell
yield is given as the number of viable ovarian cells per
100 mg of dissociated tissue, Flowcount™ Fluorospheres
(Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) being used for ab-
solute count. Viability is equal to the ratio between the
number of viable nucleated events and the number of nu-
cleated events (Fig. 2).

Observation of ovarian cell suspension viability by
fluorescence microscopy

Cell viability was assessed by using Live/Dead assay kit as
described in the manufacturer’s protocol (LIVE/DEAD®
Viability/Cytotoxicity Kit for mammalian cells, Molecular
Probes™, Life Technologies SAS, Eugene, USA). Briefly,
ovarian cells were incubated in 10 mL PBS containing
4 mM Calcein AM and 2 mM Ethidium homodimer-1
(EthD-1) for 30 min at 25 °C in the dark. After exposure
to fluorescent dyes, ovarian cells were observed under an
inverted fluorescence microscope (CKX41, Olympus
France SA) equipped with a CCD Color Peltier Cooled
camera (Moticam Pro 282B, Motic, Hong Kong). Viable
isolated ovarian cells are stained with Calcein AM which
emits green fluorescence (517 nm) when excited by blue
light (494 nm); whereas dead cells are stained by EthD-1,
which emits red fluorescence (617 nm) when excited by
green light (528 nm).

Statistical analysis
Using the Mann-Whitney test, we compared cell yield
and viability from reference ovarian tissue and patient
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ovarian samples, both fresh and frozen-thawed. A
Wilcoxon match-pairs signed rank test was used to
compare cell yield and viability results between the two
different dissociation protocols. Results were plotted using
GraphPad software (GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, USA). A p-value of less than 0.05 was considered
statistically significant for all tests.

Results
Assessment by multicolor flow cytometry of isolated
viable cells obtained from ovarian cortex
The ovarian cell suspension obtained after ovarian cortex
dissociation was analyzed by MFC to quantify viable nu-
cleated cells (SYTO 13*/7-AAD”) and to determine the
cell yield of the dissociation technique (results extrapo-
lated to 100 mg of ovarian tissue).

Table 1 shows the results of the cell yield and viability
obtained by MFC after dissociation of reference ovarian
tissue or tissue from OTC.

Cell yield and viability comparison between reference
ovarian tissue and patient samples from OTC by
multicolor flow cytometry

No statistically significant difference was observed for cell
yield between reference ovarian tissue (1.58 x 10° viable
cells per 100 mg of tissue + 1.22 x 10° # = 60) and tissue
from OTC (1.70 x 10° viable cells per 100 mg of tis-
sue £ 1.65 x 10°%, n = 18) (p = 0.781, Fig. 3a). Then
we analyzed results either with fresh or frozen-thawed
ovarian tissue. For both types of ovarian tissue, there is no
difference in cell yield depending on whether we used
fresh (p = 0.148) or frozen-thawed (p = 0.299) ovarian
tissue (Fig. 3a).

No significant difference was also observed for cell
viability between the two types of ovarian tissue after
dissociation: 31% for reference ovarian tissue (# = 60)
and 24% for OTC tissue (n = 18) (p = 0.088) (Fig. 3a).
However, looking specifically at fresh and frozen-thawed
tissues, we saw no difference for fresh ovarian tissue
(p = 0.755) and a slight difference between frozen-thawed

Table 1 Cell yield and viability obtained by multicolor flow cytometry analysis after dissociation of reference ovarian tissue and

tissue for ovarian tissue cryopreservation

Parameters Yield (living ovarian cells/100 mg of tissue) Viability (percentage)

Tissue origin Reference ovarian tissue Tissue from OTC Reference ovarian tissue Tissue from OTC

Fresh or frozen-thawed Fresh Frozen-thawed Fresh Frozen-thawed Fresh Frozen-thawed Fresh Frozen-thawed
n 20 40 5 13 20 40 5 13

Mean 156 x 10° 159 x 10° 331x10°  1.09x 10° 382 270 24 169

Standard deviation 094x10°  135x10° 241x10° 064 x 10° 182 154 214 143

Minimum 034x10°  020x10° 025x10° 081 x 10° 90 20 170 10

Maximum 428 x10° 685 % 10° 622x 10° 233 x10° 730 670 670 510
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reference ovarian tissue and frozen-thawed tissue from
OTC (p = 0.032) (Fig. 3a).

Cell yield and viability comparison between fresh and
frozen-thawed ovarian tissue by multicolor flow
cytometry

Cell yield and viability results were also analyzed regard-
ing the potential impact of cryopreservation on reference
ovarian tissue or tissue from OTC.

There was no significant difference in cell yield whether
the tissue was fresh or frozen-thawed (reference tissue:
p = 0.656; tissue for OTC: p = 0.072). However, there was a
significant difference in cell viability between fresh and
frozen-thawed tissue (reference tissue: p = 0.022; tissue for
OTC: p = 0.018). Indeed, ovarian cell viability is increased
when the tissue is fresh rather than frozen-thawed (Fig. 3b).

Comparison between laboratory and commercial
dissociation methods

Using MFC analysis, we compared ovarian cell yield and
viability obtained after fresh or frozen-thawed reference
ovarian tissue dissociation (16 different samples) performed
with our laboratory protocol or with the commercial proto-
col (Fig. 4).

The cell yield was not significantly different between
the laboratory protocol (1.18 x 10° + 0.71 x 10° viable
nucleated cells per 100 mg of reference ovarian tissue
[range = 0.34 x 10°-2.59 x 10°], # = 16) and the commer-
cial protocol (1.29 x 10° + 1.31 x 10° [range = 0.28 x 10°-
5.76 x 10°], n = 16) (Fig. 4a). On the contrary, a significant
decrease in viability was observed (p < 0.0001) with the
laboratory protocol (23.9 + 12.5% [range = 4-51], n = 16)
in comparison to commercial protocol (81.3 + 12.3%
[range = 48-95], n = 16) (Fig. 4b).

Light microscope observation of ovarian cell suspen-
sions revealed less debris when using the commercial
protocol (Fig. 5a and b). Fluorescence microscopy showed
a higher number of dead cells (in red) when using the
laboratory dissociation protocol (Fig. 5¢ and d).

Discussion

In this study, an original technique to isolate viable cells
from human ovarian cortex was validated. Previous dis-
sociation methods have been described in the literature:
they've been used to isolate follicles from ovarian cortex
[29-32] or discarded medulla tissue from women under-
going fertility preservation [33, 34]. The current study
does not aspire to isolate ovarian follicles, but it aims to
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get an analyzable ovarian cell suspension for subsequent was observed in terms of cell yield between reference
analysis by MFC. ovarian tissue and tissue from OTC. This result demon-
Laboratory and commercial protocols used mechanical  strates that our model of reference ovarian tissue ob-
and enzymatic dissociation which allowed us to get a cell ~ tained from women with PCOS is close to ovarian
suspension analyzable by MFC. Although the laboratory tissue from OTC.
dissociation protocol was previously tested by our team Comparison between fresh and frozen-thawed ovarian
[23], we demonstrated here that the average viable ovarian  tissue is important to demonstrate whether freezing-
cell yield obtained after ovarian tissue dissociation was thawing procedure had an impact or not on cell yield
higher than one million per 100 mg of tissue with both pro-  and viability. The results obtained in this study have
tocols. It can also suggest that an amount of 100 mg of shown no difference in cell yield between fresh or frozen-
ovarian tissue is sufficient to detect ovarian residual disease =~ thawed ovarian tissue. On the other hand, freezing leads
by MFC with a sensitivity of 10™* [24, 25]. No difference  to a slight decrease in viability after ovarian tissue thawing

Fig. 5 Ovarian single-cell suspension observed under light and fluorescent microscopes. Ovarian cells were observed with phase contrast microscopy
after reference ovarian tissue dissociation using laboratory (a) or commercial (b) protocols. Merged images (c, d) show expression of Calcein AM (in
green: viable cells - arrowheads) and ethidium homodimer-1 (in red: dead cells - arrows, and debris)
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and dissociation. These results hold for reference ovarian
tissue and cortex from OTC. Previous reports have sug-
gested that slow freezing could have a negative impact on
ovarian cells [35, 36]. Similar results were observed in our
study, with decreased cell viability but no impact of slow
freezing on cell yield as seen in Soares et al. [36]. This
might be explained by the ovarian heterogeneity between
different biopsies and patient samples. However, these
findings are in agreement with the fact that the use of
fresh or frozen-thawed ovarian tissue from the same
patient should not change the results obtained after
dissociation, which is very useful as ovarian minimal re-
sidual disease detection is most often performed on
cryopreserved ovarian tissue.

All patients who underwent OTC had received chemo-
therapy before fertility preservation. Our results of ovarian
tissue dissociation showed no difference in cell yield and
viability between reference tissue and tissue for OTC.
Therefore, chemotherapy seems to have no impact or a
limited impact on the amount and viability of ovarian
tissue-dissociated cells. This result is particularly inter-
esting for ovarian residual disease detection as leukemia
patients could have received chemotherapy prior to
OTC: we won't need a large number of ovarian cortical
strips to obtain sufficient viable cells to perform ovarian
residual disease with a robust sensitivity of 10™* in
ovarian cell suspension [24] as in blood or bone mar-
row [37]. However, the application of this dissociation
technique to a larger number of ovarian tissues from
patients undergoing OTC should allow to corroborate
of this trend.

In the last part of this work, the laboratory protocol
and the commercial kit were compared. A higher cell
viability was observed using the commercial kit: this re-
sult is reflected by the reduction of cell debris observed
by MFC after ovarian tissue dissociation. The tissue dis-
sociation may be less traumatic for ovarian cells when
using the commercial protocol. This MFC result was
confirmed by assessing cell viability using fluorescent
microscopy: less debris was observed after dissociation.
And viable isolated ovarian follicles were identified after
dissociation. Both dissociation protocols can be poten-
tially used to isolate, in non-optimal conditions, primor-
dial/primary ovarian follicles instead of the technique
previously published for assessment of isolated follicle
viability by trypan blue [26].

As described by our team, MFC analysis of the ovarian
tissue-dissociated cells can identify malignant cells among
viable ovarian cells [23-25]. Ovarian tissue-dissociated
cells have the advantage of being analyzable by MFC and
RT-qPCR using the same original sample [23]. In the
frame of human ovarian tissue qualification, ovarian tissue
dissociation and MFC can also be used together to identify
ovarian cell subpopulations like CD34 or CD31-positive
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cells. These cells have been detected by immunohisto-
chemistry and seem to be good predictors for neovascu-
larization after ovarian tissue autotransplantation [38, 39].
Non-follicular ovarian cells might be assessed as a poten-
tial prognostic factor of ovarian function recovery in case
of cryopreserved ovarian cortex re-use.

Conclusions

The dissociation protocols proposed in this study are
essential to obtain an ovarian cell suspension before MFC
analysis. The commercial kit improves viability after dis-
sociation, is easy to use and facilitates MFC analysis of
ovarian cell suspensions. MFC appears to be a good mean
for minimal residual disease research and human ovarian
tissue qualification before autograft. From our point of
view, a controlled dissociation protocol associated to MFC
is a promising tool for ovarian tissue qualification and
minimal residual detection in human ovarian cortex.
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Titre : Qualification biologique des greffons de tissu ovarien autoconservé. Contribution a la codification des techniques de

réutilisation en cas de pathologie néoplasique.
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Résumé : La cryoconservation de cortex ovarien est la seule
technique envisageable pour les patientes pré-puberes et les
femmes dont la pathologie nécessite 1’administration d’un
traitement hautement gonadotoxique dont I’initiation ne peut étre
différée. L’autotransplantation est jusqu’a présent la seule
méthode disponible de réutilisation du tissu ovarien cryoconserveé,
et a permis d’obtenir plus de 130 naissances dans le monde, dont
trois au CHRU de Besancon. Toutefois, en cas de pathologie
néoplasique a risque de localisation métastatique ovarienne, cette
technique peut présenter un risque de réintroduction de cellules
malignes susceptibles d’étre présentes dans le greffon. Des
méthodes alternatives a I’autogreffe de tissu ovarien cryopréservé
fondées sur Iutilisation de follicules ovariens isolés sont
actuellement en développement. L’objectif de cette theése a été de
développer un protocole permettant I’isolement et la qualification
de follicules ovariens qui pourront étre utilisés en thérapie
cellulaire a usage humain. Dans un premier temps, une validation
de la technique d’isolement de follicules ovariens a été réalisée a
partir de la dissociation de fragments de cortex ovarien, issus de
patientes ayant subit une résection perceelioscopique, a 1’aide
d’une collagénase NB6 produite selon les bonnes pratiques

de fabrication. Les follicules ainsi obtenus ont été analysés en
termes de viabilit¢ (immédiate et aprés culture in vitro),
rendement, morphologie et état prolifératif. Dans un deuxi¢me
temps, la sécurité carcinologique des suspensions folliculaires
obtenues apres isolement a été évaluée par cytométrie en flux
multicouleurs a ’aide d’une modélisation ayant consisté en la
contamination de suspensions folliculaires avec des cellules
leucémiques issues de patients souffrant de leucémies aigiies

myéloides (LAM) ou lymphoblastiques (LAL)
d’immunophénotype connu. La collagénase NB6 a permis
I’isolement d’un grand nombre de follicules vivants,

principalement au stade primordial, et dont la majorité était non
activée, méme apres trois jours de culture in vitro dans un gel de
fibrine. La technique d’isolement suivie de trois lavages a permis
d’¢éliminer les cellules leucémiques préalablement ajoutées aux
suspensions folliculaires dans 23 cas sur 24, sans endommager les
follicules isolés. La cytométrie en flux multicouleurs est une
technique d’analyse efficace pour évaluer la contamination, par
des cellules leucémiques, de suspensions contenant des follicules
ovariens isolés. Le protocole d’isolement de follicules ovariens
humains, ayant été réalisé avec la collagénase NB6 de grade
clinique, peut étre envisagé pour une reconstruction ovarienne a
visée thérapeutique humaine.

Title : Biological qualification of cryopreserved ovarian tissue grafts. Contribution to the codification of re-use techniques in

cases of neoplastic disease.

Keywords : Collagenase NB6, good manufacturing practices, isolated ovarian follicles, purification, leukemic cells.

Abstract: The cryopreservation of ovarian cortex is the only
technique available for prepubertal girls and women when their
pathology requires the administration of a highly gonadotoxic
treatment whose initiation cannot be delayed. Autotransplantation
has so far been the only available method to re-use cryopreserved
ovarian tissue, and has resulted in more than 130 births
worldwide, including three at the Besancon Hospital. However, in
cases of neoplastic disease with a risk of ovarian metastatic
localization, this technique may present a risk of reintroducing
malignant cells likely to be present in the graft. Alternative
methods to cryopreserved ovarian tissue autograft based on the
use of isolated ovarian follicles are currently under development.
The aim of this thesis was to develop a protocol allowing the
isolation and the qualification of ovarian follicles that can be used
in cell therapy for human purposes. In a first step, a validation of
the technique to isolate ovarian follicles was carried out from the
dissociation of cortical ovarian fragments, taken from patients
undergoing a laparoscopic ovarian drilling, using collagenase
NB6 which is produced according to good manufacturing
practices.

Follicles thus obtained were analyzed in terms of viability
(before and after in vitro culture), yield, morphology and
proliferative state. In a second step, the carcinologic safety of
follicular suspensions obtained after isolation was evaluated by
multicolor flow cytometry using a model involving the
contamination of follicular suspensions with leukemic cells
from patients suffering from acute myeloid leukemia (AML) or
lymphoblastic ~ leukemia  (LAL) with  known
immunophenotype. Collagenase NB6 has allowed the isolation

acute

of a large number of viable follicles, mostly at the primordial
stage and the majority of which were unactivated even after
three days of in vitro culture in a fibrin matrice. Our isolation
technique followed by three washes has allowed the elimination
of leukemic cells previously added to follicular suspensions, in
23 out of 24 cases, without damaging isolated follicles.
Multicolor flow cytometry is an effective analytical technique
for assessing leukemic cell contamination of suspensions
containing isolated ovarian follicles. The protocol to isolate
human ovarian follicles, performed with the clinical grade
collagenase NB6, may be considered for an ovarian
reconstruction to human therapeutic purposes.

Université Bourgogne Franche-Comté
32, avenue de I’Observatoire
25000 Besangon

UBFC AN

UNIVERSITE
BOURGOGNE FRANCHE-COMTE




