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La cryopréservation
du tissu ovarien

Y. AUBARD*
(Limoges)

La cryopréservation du tissu ovarien (CPTO) a pour but de
constituer une réserve des gametes féminins, comme la cryopréserva-
tion du sperme le permet chez 'homme. Cependant il existe une
grande différence entre la CPTO et la cryopréservation du sperme :
chez la femme, seuls les follicules primordiaux survivent au processus
de la congélation/décongélation/greffe ; il s’agit donc du stockage de
gametes immatures et il est nécessaire, apres la décongélation de ces
gametes, d’obtenir leur maturation si 'on veut parvenir a des fécon-
dations en vue de grossesses. Ceci explique que si ’autoconservation
du sperme est un procédé classique d’aide médicale a la procréation
(AMP), bien établi et qui a fait ses preuves, la CPTO en est encore a
ses débuts et seules quelques rares tentatives d’autogreffes ont été rap-
portées a ce jour dans ’espece humaine.

Nous envisagerons dans un premier temps de faire un état des
lieux des travaux de recherche sur la CPTO, puis nous verrons quelles
indications nous pouvons retenir pour cette nouvelle technique et
enfin nous aborderons les problemes éthiques et 1égislatifs.

* Service de Gynécologie-Obstétrique — CHU Dupuytren —
2 avenue Martin-Luther-King - 87042 LIMOGES
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LA TECHNIQUE DE LA CPTO

Le prélévement du tissu ovarien

Chez la femme, la ccelioscopie est un moyen idéal pour prélever
la quantité désirée de tissu ovarien avec un minimum d’altération de
Pappareil génital. Si 'ovaire entier est prélevé, il est préférable d’évi-
ter I’électrocoagulation a proximité du cortex, qui pourrait détruire
des follicules. Si ’on ne désire que des biopsies de cortex ovarien, ces
derniéres peuvent étre réalisées aux ciseaux. Meirow et coll. ont éga-
lement décrit un instrument de type emporte-piéce, utilisable en
ccelioscopie permettant de réaliser des biopsies de 5 mm de diametre
sur 2 2 3 mm de profondeur (1). Lextraction de 'ovaire (ou du frag-
ment ovarien prélevé) doit étre la moins traumatisante possible pour
le cortex qui contient les follicules. L'ensachage est recommandé et
une contre-incision de 2 cm est en générale suffisante pour extraire
sans dommage I'ovaire entier.

Un autre intérét non négligeable de la ccelioscopie est la possibi-
lité, deés le lendemain de lintervention si cela est nécessaire, de débu-
ter un traitement anticancéreux, ce qui est souvent nécessaire dans les
indications habituelles de la CPTO comme nous le verrons plus loin.
Enfin, la ccelioscopie permet de faire un bilan de l'appareil génital de
la patiente qui pourra s’avérer utile dans I'optique d’une éventuelle
réimplantation du tissu et d’une fertilité future. Le préléevement ova-
rien ccelioscopique est également parfaitement adapté a I’enfant,
meéme trés jeune.

En cas de contre-indication a la cceliochirurgie, la laparotomie
reste toujours une alternative possible pour réaliser le prélevement de
tissu ovarien.

Le conditionnement du tissu

Les deux grandes fonctions ovariennes (exocrine et endocrine)
sont assurées par les follicules qui contiennent a la fois les gameétes et
les cellules somatiques capables de sécréter les hormones ovariennes.
Le tissu ovarien adjacent aux follicules pourrait étre abandonné s’il
était possible d’isoler les follicules et ne conserver qu’eux. Cependant,
§’il est relativement simple d’isoler les follicules primordiaux de la sou-
ris par désagrégation enzymatique, la chose est beaucoup plus com-
plexe pour le tissu ovarien humain, ot les follicules se trouvent dans
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un cortex trés dense (2). Actuellement, il est donc nécessaire de
conserver le cortex ovarien adjacent aux follicules avec ces derniers.
Les follicules primordiaux sont situés trés superficiellement dans ce
cortex dont on peut ne garder qu'une mince couche d’un millimétre
d’épaisseur. La surface optimale des fragments de cortex n’est pas
déterminée avec certitude. Plusieurs auteurs ont congelé de tout petits
fragments de 'ordre du mm?, mais de bons résultats ont également été
rapportés avec des fragments nettement plus gros, de 'ordre de 1 cm?,
voire plus.

Les fragments sont congelés dans un soluté et en présence d’un
cryoprotecteur. Plusieurs solutés ont été utilisés : le Leibowitz (3-7) ; le
RPMI (8) ; le PBS (phosphate buffered saline) contenant de la sérum
albumine humaine (9) et 'alpha minimal essential medium (alpha-MEM;
Gibco) (10). 11 est préférable d’agiter les greffons ovariens dans leur
milieu pour favoriser la pénétration du cryoprotecteur. Cette phase
doit étre faite & une température basse de 4°C pour minimiser I'isché-
mie chaude et les effets néfastes de certains cryoprotecteurs (DMSO)
a température ambiante. Certains auteurs insistent sur I'étape de
déshydratation du tissu avant la congélation, ainsi Gook préconise-t-
elle une phase de déshydratation de 90 min en une étape a I'aide de
sucrose (9).

Le choix du cryoprotecteur est également important. Newton et
coll. ont testé le tissu humain avec quatre cryoprotecteurs sur un
modele de xénogreffe dans la souris SCID (3). On peut conclure de ces
travaux que le DMSO ou I’éthylene glycol sont parfaitement adaptés a
la congélation du tissu ovarien humain et que les taux de survie follicu-
laire sont compatibles avec une application pratique de ces recherches.
Gook et coll. ont également rapporté de trés bons résultats en utilisant
le 1,2 propanediol (9).

I pourrait imaginer de conserver tout 'ovaire avec sa vascularisa-
tion et de réaliser une transplantation (avec anastomose des pédicules
vasculaires) et non pas une greffe du tissu ovarien. La réanastomose des
pédicules vasculaires apres conservation permettrait alors une réoxygé-
nation rapide du tissu. Cependant, les possibilités actuelles de la
cryobiologie permettent de conserver des cellules, voire des tissus ; mais
il est classiquement impossible de faire survivre apres
congélation/décongélation un organe entier. Ces notions classiques de
cryobiologie pourraient cependant étre remises en question par les tra-
vaux de Imhof et coll. (11) qui sont parvenus a congeler un ovaire entier
chez le porc et a le réanastomoser aprés décongélation avec survie des
follicules. Wang et coll. sont également parvenus a obtenir des grossesses
chez le rat en congelant de I'ovaire entier et en réalisant ensuite des auto-
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transplantations avec anastomoses vasculaires (12, 13). Ces travaux préli-
minaires méritent confirmation et la congélation de I'ovaire entier reste
donc une intéressante perspective d’avenir.

La congélation et la décongélation du tissu ovarien

Les premiers travaux en matiere de congélation de tissu ovarien
ont débuté dans les années 1950-1960. Pendant cette décennie, plu-
sieurs auteurs anglais (14-18) ont établi les principes fondamentaux de
la CPTO tels qu’ils sont encore appliqués de nos jours :

- Le tissu ovarien ne survit a la congélation que s’il est mis en
présence d'un cryoprotecteur ;

— La descente en congélation doit étre lente (« slow cooling ») ; la
courbe de descente proposée a ’époque était de 1 a 2°C par minute
jusqu’a —40°C, ensuite, la descente était beaucoup plus rapide jusqu’a
la température de stockage qui était de —140°C ;

- Tous les follicules matures ou en croissance sont détruits par la
congélation ;

- Seuls les follicules primordiaux survivent a cette congélation,
a des taux cependant faibles a 'époque (5 %) avec le glycérol comme
cryoprotecteur ;

- La décongélation doit étre au contraire rapide (« rapid tha-
wing ») et la greffe réalisée immédiatement apres car le tissu ovarien
décongelé s’altere tres vite.

Les résultats de ces travaux princeps, s’ils sont fondamentaux
pour nos connaissances actuelles, semblaient montrer les limites de la
congélation du tissu ovarien puisque seulement 5 % des follicules pri-
mordiaux survivaient a la congélation chez le rat selon Green (17).
Quoi qu’il en soit, ce faible taux de survie a permis a Parrott (18)
d’obtenir la premiére gestation a partir de tissu ovarien congelé chez
la souris en 1960.

C’est Gosden (4, 5, 19) qui a remis a 'ordre du jour la cryopré-
servation du tissu ovarien, essentiellement dans le but de préserver la
fertilité des jeunes femmes soumises a un traitement anticancéreux. En
1990 (4), il proposait une courbe de descente en température inspirée
du slow cooling, avec des résultats encourageants. Cette descente est
faite de plusieurs paliers. Les tubes ou les paillettes contenant les gref-
fons sont mis dans un congélateur programmable dont la température
de départ se situe vers +5°C. La descente est alors de 2 °C/min.
jusqu’a —9°C. Un seeding est alors réalisé, soit manuellement soit auto-
matiquement, puis la descente est reprise a 0,3°C/min. jusqu’a -40°C.
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Ensuite, la vitesse de descente en température est accélérée a
10°C/min. jusqu’a -140°C. Les tubes sont alors retirés du congélateur
et stockés dans 'azote liquide. La plupart des auteurs contemporains
travaillent avec ce type de descente en température ou des courbes
voisines.

Certains travaux récents ont comparé le slow cooling avec des pro-
cédés plus rapides de congélation (semi-rapide ou vitrification). Si les
premiers résultats obtenus avec ces autres protocoles étaient moins
bons qu’avec le slow cooling (9), certains auteurs dans des travaux
récents semblent obtenir de bons résultats chez la souris (20) et avec
du tissu humain (21).

La décongélation est réalisée par la plupart des équipes selon un
« rapid thawing » : les tubes ou les paillettes sont extraits de ’azote
liquide et plongés dans un bain-marie a 25°C. Dés le dégel des milieux
de congélation, les fragments ovariens sont retirés et lavés. Le tissu doit
ensuite étre utilisé rapidement.

L’utilisation du tissu ovarien

Nous avons vu que seuls les follicules primordiaux survivaient a
la congélation. L'inconvénient de cet état de choses est qu'a la décon-
gélation, les ovocytes survivants sont immatures et donc impropres a
la fécondation immédiate. Une maturation folliculaire et ovocytaire est
nécessaire avant la fécondation. Cette maturation folliculaire peut étre
réalisée en théorie selon plusieurs modalités.

Lautogreffe d’ovaire

La greffe de fragments ovariens est un modele expérimental qui a
fait ses preuves depuis de nombreuses années dans de multiples espéces
(22). Le choix du site de ces autogreffes est trés important et de trés nom-
breux sites ont été testés (22). Si on réimplante le tissu dans sa situation
princeps (greffe orthotopique), on peut espérer une fertilité naturelle sans
recours a d’autres méthodes d’AMP. On peut également imaginer la
réimplantation dans un autre site (greffe hétérotopique) et le recours a la
fécondation in vitro pour obtenir une grossesse.

Lautogreffe orthotopique de tissu ovarien

La premiére grossesse obtenue avec ce modele fut celle de Parrott
(18) en 1960 qui réalisa une greffe orthotopique chez la souris ; ces tra-
vaux furent repris et confirmés a une plus large échelle par la suite
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chez la souris (4, 23) et le rat (24). Gosden et coll. ont enfin obtenu la
premiére grossesse chez la brebis (5).

Le probléme pratique qui se pose est celui de la réimplantation du
tissu ovarien. Gosden, chez la brebis, a amarré les fragments ovariens sur
le ligament large a proximité du pavillon tubaire. Il n’a obtenu que deux
grossesses, I'une avec un greffon congelé, l'autre avec un greffon non
congelé. Ces résultats encourageants montraient néanmoins un faible
taux de succes de cette technique. Deux auteurs ont néanmoins pu
confirmer les résultats de Gosden et coll. en obtenant également des
grossesses chez la brebis (25, 26) dans de plus larges proportions que
Gosden et coll.. Salle et coll. ont méme obtenu deux gestations consécu-
tives chez une méme brebis autogreffée, prouvant la viabilité a long
terme des greffons. Cette viabilité a long terme est en effet une question
primordiale : a quelle vitesse la réserve folliculaire des greffons sera-t-elle
épuisée apres la greffe ? Les premiéres observations de Baird et coll. (27)
étaient inquiétantes, le fait de pouvoir obtenir deux grossesses consécu-
tives avec le méme greffon est donc une donnée importante que seuls
Salle et coll. ont pu démontrer a ce jour.

I1 est donc clair que cette technique a des chances d’étre fonction-
nelle dans I'espéce humaine, c’est d’ailleurs une autogreffe orthotopique
qui a été essayée par Oktay et coll. lors de la premieére tentative d’utilisa-
tion de tissu ovarien congelé chez la femme (28). Oktay a choisi pour sa
patiente de transfixier les greffons par un fil (60 greffons d’'un mm?® envi-
ron) et de les positionner en ccelioscopie sous le feuillet postérieur du
ligament large, renoncant donc ainsi d’emblée a une fertilité naturelle
spontanée. La patiente n’a pas ovulé spontanément, mais elle a répondu
a une induction d’ovulation 3 mois apres la greffe (28). Nous pensons
qu’il est préférable de réaliser des greffons plus gros, de Pordre du cn?’ et
de les amarrer bien a plat sur le site receveur pour favoriser la revascula-
risation rapide des follicules primordiaux (6). C’est cette technique qui a
été utilisée par Radford dans le second rapport de greffe orthotopique
publié a ce jour dans I’espéce humaine (29). Le résultat pour cette
patiente, pourtant agée de 36 ans, a été la sécrétion d’estrogenes par le
greffon en dehors de toute stimulation.

Plusieurs patientes ont été greffées a travers le monde avec des
résultats qui semblent plus encourageants que les tout premiers rap-
ports en termes de croissance folliculaire (ces travaux ne sont pas
encore publiés), cependant aucune grossesse n’a encore été rapportée.

L'autogreffe hétérotopique de tissu ovarien

Une alternative serait de réimplanter le tissu ovarien dans un autre
site que sa situation originelle, réalisant ainsi une greffe hétérotopique.
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Gosden a obtenu des grossesses ainsi chez la souris (4). Nous avons
réimplanté des greffons ovariens congelés, puis décongelés sous la peau
du ventre chez des brebis (6). Nous avons constaté que la survie follicu-
laire était faible (10 % environ). Nous avons obtenu des ovulations
spontanées chez la majorité des animaux et des maturations ovocytaires
complétes apres stimulation. Nous avons obtenu des fécondations in
vitro, mais les embryons ne progressérent pas plus loin que le stade 4
cellules, aucun blastocyste ne fut obtenu dans un premier travail (6).
Lors d’une seconde manipulation, nous avons obtenu 3 blastocystes.

Récemment, Wang et coll. ont rapporté une amélioration de la
survie folliculaire en apres greffe hétérotopique sous la peau chez la
souris en traitant les animaux avec des injections ’HMG (30). Israely
et coll. ont eux démontré que les implants intramusculaires survivaient
mieux que les implants sous-cutanés, grace a une meilleure angiogé-
nése (31).

Oktay a rapporté le premier cas de greffe hétérotopique dans
’espéce humaine, sous la peau de I'avant-bras, avec du tissu frais (non
congelé) ; il a obtenu une ovulation au sein du greffon et a ponctionné un
ovocyte mature (32). Lautogreffe de tissu ovarien est trés certainement
un moyen fonctionnel chez la femme pour obtenir une maturation folli-
culaire post-décongélation. Le choix du lieu de la greffe reste néanmoins
un vrai probléme, la face interne de I'avant-bras comme le propose
Oktay semble une possibilité.

La maturation folliculaire in vitro

La maturation in vitro de follicules ovariens décongelés serait une
solution élégante pour obtenir des ovocytes matures, évitant aux
patientes les aléas de I'autogreffe. Les techniques de culture des folli-
cules ovariens en sont cependant encore a leur début. En raison du
fait que seuls les follicules primordiaux survivent aux techniques de
congélation-décongélation, le systeme de culture idéal serait celui per-
mettant le développement des follicules du stade primordial jusqu’au
stade pré-ovulatoire (15, 16). Actuellement, le développement follicu-
laire complet in vitro n’a pu étre obtenu que chez la souris et avec un
rendement extrémement faible puisque seulement 2 souriceaux ont
été obtenus, dont un seul vivant, apres transfert de 190 embryons a 2
cellules dans les trompes de souris pseudo-gestantes (33). Par contre,
dans le modele murin, la culture folliculaire a partir de follicules pré-
antraux a permis a plusieurs équipes d’obtenir des embryons et des
jeunes (34-36). Dans aucune autre espéce, il n’a été obtenu de jeunes
apres culture folliculaire in vitro pour le moment.
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En ce qui concerne la culture folliculaire dans ’espéce humaine,
les difficultés sont liées a la longueur de la folliculogénese (37) et a la
grosseur du follicule pré-ovulatoire qui pose d’énormes problemes
techniques. Par ailleurs, s’il a été montré que la présence de gonado-
trophines dans les milieux de culture améliorait le développement fol-
liculaire (38, 39), le peu de connaissances que nous avons, par
exemple, sur la régulation paracrine de la folliculogénese, donc des
éléments indispensables a une bonne croissance folliculaire, pose des
problemes au niveau de I’élaboration de milieux de culture adaptés a
la culture folliculaire in vitro (40). Les travaux sur la folliculogénese in
vitro dans I’espéce humaine ne sont pas trées nombreux. Géné-
ralement, ce sont des systémes de culture organotypiques qui permet-
tent une culture en trois dimensions, conservant ainsi Parchitecture
folliculaire, qui ont été utilisés (38, 41-44). Différents stades follicu-
laires ont pu étre cultivés in vitro avec une bonne survie folliculaire et
obtention du stade folliculaire suivant. Une étape difficile dans le
développement folliculaire est le passage follicule primordial au stade
follicule primaire. La culture sur membrane de fragments ovariens
permet d’assurer cette transition in vitro (43). Pour la culture de folli-
cules préantraux, la technique la plus utilisée est aussi la culture sur
membrane au sein de fines tranches d’ovaires. Elle a été pratiquée par
la plupart des auteurs qui ont montré des résultats positifs en termes
de croissance folliculaire, soit a partir d’ovaires adultes (41, 43, 44) ou
a partir d’ovaires feetaux (45, 46). Des follicules préantraux isolés ont
pu étre aussi cultivés soit sur membrane (38, 43) soit en boite 4 puits
(39). La formation de I'antrum est possible in vitro (38, 39). Baker en
1974 (41) a constaté que la culture de 5 jours de follicules a antrum
était possible avec une bonne survie folliculaire pour certains et une
dégénérescence pour d’autres. Aprés formation de 'antrum, le folli-
cule dans son entier n’est plus nécessaire pour assurer le développe-
ment et la maturation ovocytaire. Il a été montré que la culture de
complexes cumulo-ovocytaires provenant de petits follicules a antrum
pouvait amener les ovocytes a maturation. Dans ’espece humaine, la
premiére maturation ovocytaire in vitro a été faite par Edwards en
1965 (47). C’est seulement en 1991 que Cha décrivit la premiére nais-
sance obtenue aprés maturation ovocytaire in vitro d’ovocytes imma-
tures entourés du complexe cumulo-ovocytaire provenant d’ovaires
non stimulés (48). Depuis, d’autres grossesses et naissances ont été rap-
portées (49, 50).

En conclusion, plusieurs étapes du développement folliculaire dans
I’espéce humaine ont été obtenues in vitro. Ces résultats sont encore
parcellaires mais encourageants. L'association des techniques permet-
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tant le développement folliculaire du stade primordial jusqu’au stade
antral et celles de maturation ovocytaire in vitro a partir de complexes
cumulo-ovocytaires pourrait constituer une alternative intéressante a
'autogreffe de tissu ovarien.

La xénogreffe (51)

Le premier a avoir proposé la xénogreffe comme procédé de matu-
ration folliculaire est Gosden et coll. en 1994 (52). Les auteurs ont greffé
des fragments de cortex ovarien frais de chatte et de brebis sous la cap-
sule rénale de souris SCID. Les greffons furent prélevés a 9 mois ; les
auteurs noterent une atrésie post-greffe des follicules en croissance et ils
estimerent que les follicules développés a long terme provenaient des fol-
licules primordiaux qui avaient survécu a la greffe. Les follicules les plus
gros observés dans les greffons atteignaient 3 mm et le stade antral pré
coce. Aucune ovulation ne fut notée dans les greffons a 9 mois.

Apres Gosden, plusieurs auteurs se sont intéressés a la xénogreffe (3,
10, 53-58) de tissu ovarien. A la vue de ces différentes publications, on
peut tirer quelques conclusions (51) : plusieurs animaux immunodéfi-
cients sont utilisables pour recevoir des xénogreffes. Les souris SCID qui
comportent a la fois un déficit en lymphocytes T et B semblent mieux
adaptées théoriquement a la xénogreffe. Les souris nudes ont cependant
donné de bons résultats également, méme si théoriquement elles
devraient moins bien tolérer la xénogreffe. Les souris nudes offrent par
ailleurs 'avantage de nécessiter des conditions d’élevage beaucoup plus
simples que les souris SCID. Lutilisation de souris NOD-SCID, propo-
sée par Weissman et coll. (58) et Van den Broecke et coll. (59), offre
I’avantage théorique d’un rejet de xénogreffe encore plus faible et donc
probablement de meilleures garanties de survie a long terme des xéno-
greffes. La question de savoir s’il est nécessaire de castrer les souris
receveuses se pose également, plusieurs auteurs notent de meilleurs
résultats aprés castration (3, 60). Weissman ne note pas de gain a utiliser
les agonistes du GnRH chez la souris non castrée, par contre la greffe
chez la souris male semble mieux reprendre (58). Enfin signalons le
modele utilisé par Oktay de souris a la fois SCID et hypogonadiques qui
a également donné de bons résultats (56). Des travaux sont encore néces-
saires pour déterminer quel est le meilleur receveur pour les xénogreffes
de tissus humains.

Les différents travaux réalisés retrouvent tous une survie follicu-
laire importante qui semble étre meilleure dans les greffons réalisés
sous la capsule rénale. La comparaison entre les greffons de tissu
congelé et de tissu frais montre peu de différence, en termes de survie
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folliculaire, ce qui laisse penser que la déperdition en follicules est plus
le résultat de la greffe elle-méme que de la cryopréservation.

La maturation folliculaire est bloquée pour la plupart des auteurs
au stade 2 couches de cellules de la granulosa (2CCG) en 'absence de
stimulation. Il semble cependant exister des différences dans certaines
espéces puisque Candy (55) sur le Marmoset et Gunasena (57) sur 1’élé-
phant obtiennent des follicules antraux en I’absence de toute
stimulation. En ce qui concerne le tissu humain, ’adjonction de FSH ou
d’hCG améliore la maturation jusqu’au stade antral ; en effet en
I’absence de stimulation, certains auteurs n’obtiennent pas de follicules
antraux (56) ou trés peu (53, 59).

Cependant aucun auteur n’est arrivé a des follicules plus gros que
5 a 7 mm. Nous ne possédons pas de données sur les possibilités de
maturation finale des follicules au sein des xénogreffes et donc sur la
qualité des ovocytes ainsi produits. Ce point reste la question essen-
tielle a éclaircir en matiére de XTO. Enfin, aucun animal n’ayant
encore été produit par XTO, la compétence des ovocytes ainsi matu-
rés pour étre fécondés reste inconnue ; enfin la normalité du produit
de la fécondation doit également étre prouvée, c’est dire que de nom-
breux travaux sont encore nécessaires.

S’il est possible un jour d’obtenir des grossesses grace a la XTO, il
s’agira 1a d’'un modele expérimental tout a fait passionnant, qui fait I'inté-
rét de la XTO. Envisager des applications cliniques a la XTO pose
cependant un probleme éthique majeur. Faire maturer un gameéte
humain dans un animal doit en effet étre envisagé avec circonspection. Il
est primordial de répondre a certaines questions :

- Quels sont les risques de transmission d’agent infectieux ? Ce
vaste domaine ne peut pas trouver de réponse simple aujourd’hui car
nous nous apercevons chaque jour que certains agents infectieux nous
sont encore partiellement voire totalement inconnus ;

- Existe-t-il des risques d’altération du patrimoine génétique ? La
réponse parait clairement négative en xénogreffe d’organe ou de tissu ba-
nal, cependant les gameétes ne constituent pas un tissu banal. Il faudrait de
trés nombreuses preuves indiscutables de production d’animaux nor-
maux par XTO avant de pouvoir envisager d’obtenir de la sorte un em-
bryon humain, et méme avec ces preuves en main, le pas restera difficile
a franchir a nos yeux.

Un début de réflexion sur les problemes éthiques semble s’amor-
cer (61, 62), mais nous sommes encore bien loin d’appréhender tous les
problémes que risque de nous poser la mise au point de la XTO.
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Le transfert de noyau

Wang et coll. (63) ont proposé une idée intéressante qui pourrait
étre la solution de demain pour obtenir des ovocytes matures a partir
du tissu ovarien congelé. Lidée est de prélever les noyaux des ovo-
cytes décongelés au sein des follicules primordiaux et de les transférer
dans des ovocytes matures énucléés, court-circuitant ainsi toute la
phase de maturation folliculaire. Ces auteurs ont ainsi obtenu chez la
souris un taux d’électrofusion nucléaire de 35,6 % dans des ovocytes
énucléés matures (stade de vésicule germinale) et un taux d’exclusion
du premier globule polaire de 52,8 %. Les ovocytes matures ainsi
obtenus avaient une configuration du fuseau et un nombre de chro-
mosomes normaux. Il s’agit la, bien sir, de travaux préliminaires, mais
qui offrent une nouvelle voie d’utilisation du tissu ovarien.

Quel que soit le mode d’obtention des ovocytes matures, il sera
nécessaire de vérifier la normalité des animaux obtenus avec ces tech-
nologies avant de les proposer en application humaine. Ceci est le cas
pour les animaux obtenus aprés autogreffe, mais nous n’avons pas
d’idée précise des résultats que pourront donner la maturation in vitro,
la xénogreffe ou le transfert de noyau. C’est dire que la route est
encore longue avant que ces techniques ne soient proposées a nos
patientes.

LES INDICATIONS DE LA CPTO

La cryopréservation du tissu ovarien (CPTO) n’a pas encore fait
ses preuves en termes de grossesse dans 'espéce humaine ; il peut
donc paraitre prématuré d’envisager des indications a une technique
non encore validée. Cependant, de nombreuses équipes a travers le
monde ont commencé a prélever du tissu ovarien en situation cli-
nique, faisant le pari qu’au moment de réutiliser le tissu de leur
patiente, nous en saurions davantage sur la maniere optimale d’utili-
ser ce tissu.

La CPTO offre de nombreuses possibilités théoriques dont cer-
taines sont déja a 'ordre du jour, tandis que d’autres ne sont envisa-
geables qu’a moyen et a long terme. Poser I'indication d’'une CPTO
est donc une question d’actualité, lourde de conséquences, qui mérite
d’ores et déja une réflexion approfondie, pluridisciplinaire (64).
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La population en cellules germinales d’une femme atteint son
maximum vers 6 mois de vie intra-utérine. A la naissance, il n’existe
déja plus qu’un million de cellules germinales au sein des follicules pri-
mordiaux (65, 66). Cette réserve folliculaire est un capital précieux qui
va s’amenuiser tout au long de la vie et qui, une fois perdu, ne peut étre
reconstitué. Le but essentiel de la CPTO est de préserver la fertilité de
la patiente en protégeant son tissu ovarien des menaces qui pésent sur
la réserve folliculaire.

Trois types de menaces peésent sur cette réserve. La premiere est la
plus inéluctable, c’est celle du temps. A partir de la naissance (et méme
avant comme nous ’avons vu), la population folliculaire subit une
décroissance exponentielle qui s’accélére vers 38 ans, la réserve étant
pratiquement épuisée a la ménopause (65). Pendant toute la vie repro-
ductive d’une patiente, environ 500 follicules seulement atteindront une
maturation compléte avec émission d'un ovocyte mature, le reste des fol-
licules sera détruit par apoptose et atrésie folliculaire (67). La CPTO ne
pourrait-elle pas constituer une alternative a cet énorme gaspillage ?

La seconde menace qui peése sur le tissu ovarien est la destruction
anormalement rapide du stock folliculaire que I’on rencontre dans cer-
taines situations pathologiques responsables de ménopauses précoces.
D’autre part il est parfois nécessaire, quand I'ovaire est lui-méme
atteint ou susceptible de I’étre par un processus tumoral, d’enlever chi-
rurgicalement une partie plus ou moins grande du tissu ovarien. Toute
ablation du tissu ovarien aboutit également a une diminution du stock
folliculaire.

Enfin la troisietme menace pour le tissu ovarien est iatrogéne, plus
particulierement chez les patientes qui doivent subir un traitement
anticancéreux. Deux des principales armes contre le cancer sont la
radiothérapie et la chimiothérapie. Ces deux types de thérapeutiques
sont trés déléteres pour les cellules germinales (68) et doivent étre par-
fois largement utilisées chez des jeunes femmes voire des enfants. La
CPTO pourrait alors nous permettre de protéger efficacement la
réserve folliculaire.

Les situations pathologiques qui menacent le stock
folliculaire

Certaines anomalies chromosomiques notamment au niveau du
chromosome X, comme le syndrome de Turner complet et en
mosaique ou des délétions, des inversions... exposent a une méno-
pause précoce. On observe également un épuisement anormalement
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précoce des follicules dans les galactosémies congénitales, certaines
maladies auto-immunes (69) et certaines maladies infectieuses (70).

Dans quelques-unes de ces situations, il est parfois possible de
prédire une ménopause prématurée et il est donc théoriquement pos-
sible de prélever du tissu ovarien chez ces patientes pour pouvoir I'uti-
liser au cas ot elles souhaiteraient des maternités tardives (69, 71). Il
serait nécessaire de réaliser ce prélevement le plus tot possible car le
stock folliculaire décroit trés vite dans ces situations. La difficulté
majeure serait d’estimer précisément le risque de ménopause précoce
et a quel age elle surviendrait. En pratique il est tres difficile d’estimer
ce risque et, dans I’état actuel des choses, il nous semble encore pré-
maturé de proposer cette indication pour la CPTO car nous pourrions
faire perdre a ces patientes les faibles chances de maternité spontanée
qui existent parfois chez elles.

Il y a d’autres situations ou la réserve folliculaire est prématuré-
ment compromise ; il s’agit des situations ou il est nécessaire d’enlever
chirurgicalement tout ou partie du tissu ovarien, comme par exemple
dans les tumeurs ovariennes. Le cancer épithélial de 'ovaire survient
rarement chez la jeune femme en age de procréer, mais les tumeurs bor-
derlines, les tumeurs germinales et stromales de I'ovaire sont au
contraire fréquentes chez la femme jeune ou I'enfant. Dans ces patholo-
gies ovariennes, il est souvent nécessaire de recourir a une ovariectomie
parfois bilatérale. Il peut étre intéressant de congeler ce cortex ovarien
d’apparence saine, qui de toute facon serait perdu pour la patiente. Le
choix du cortex a congeler doit étre fait en présence du médecin ana-
tomo-pathologiste. Toute zone lui paraissant suspecte doit lui étre
confiée ainsi que la totalité de la médullaire. Chez les patientes por-
teuses des mutations géniques exposant au cancer de 'ovaire, la CPTO
pourrait également étre une possibilité de préserver la fertilité tout en
diminuant le risque de cancer ovarien.

Les menaces iatrogénes pour la réserve folliculaire

On sait que les rayons X détruisent les follicules primordiaux de
maniére dose dépendante, il en est de méme pour les agents alkylants
utilisés en chimiothérapie (72). La CPTO avant ce type de traitement
protégerait le stock folliculaire des patientes et éviterait également leur
effet mutagene sur les cellules germinales (73). Les procédés que nous
utilisons habituellement dans ces situations, qui sont la transposition
ovarienne ou la congélation d’embryon ou d’ovocyte, sont souvent
insuffisants ou inadaptés. Par ailleurs ces autres possibilités n’excluent
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en rien la CPTO : on peut imaginer dans certaines situations d’asso-
cier la transposition d’un ovaire et la CPTO de l'autre, ou de réaliser
une CPTO apreés une induction d’ovulation pour cryopréserver des
embryons ou des ovocytes matures.

Dans D’état actuel des choses, il nous semble prudent de réserver
la CPTO aux patientes qui, de toute facon, n’ont rien a perdre car les
traitements qui leur seront proposés vont les ménopauser ou au moins
amputer énormément leur réserve folliculaire. Il s’agit des patientes
qui vont subir une irradiation corporelle totale, une chimiothérapie
par agents alkylants a doses importantes ou une association radiothé-
rapie pelvienne-chimiothérapie.

En pratique, ces situations se rencontrent dans certaines tumeurs
solides de I'enfant, telles que le néphroblatome, le rabdomyosarcome,
le sarcome d’Ewing, le médulloblastome. Chez I’adulte, les tumeurs du
sein, de l'ovaire ou du col utérin de la femme jeune entrent parfois
dans cette catégorie. A tout age, le traitement des hémopathies
malignes peut étre source de destruction du stock folliculaire (74). Pour
ce qui est des leucémies aigués, le risque de maladie ovarienne rési-
duelle est grand et le risque de transmission de cellules malignes par
autogreffe semble réel ; il serait donc plus logique de prélever le tissu
ovarien en phase de rémission avant une intensification thérapeutique
par exemple. Méme au prix de ces précautions, l'autogreffe ne serait
pas dénuée de risque. Par contre, pour d’autres hémopathies comme
la maladie de Hodgkin, le risque de maladie ovarienne résiduelle est
trés faible (75).

Une autre catégorie de pathologies non malignes pourrait égale-
ment bénéficier de la CPTO, il s’agit de toutes les maladies dont le
traitement comporte I'utilisation des agents alkylants au long cours. Il
s’agit de certaines thalassémies, de lupus érythémateux, de syndromes
néphrotiques, de périartérites noueuses... Dés lors par exemple que la
dose totale de cyclophosphamide dépasse 10 g, il est licite de penser
a la CPTO.

PROBLEMES LEGISLATIFS ET ETHIQUES

Le stockage du tissu

Le tissu ovarien congelé doit étre stocké avant son utilisation, et
ceci souvent pour une trés longue période. En France, les gametes sont
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stockés dans les CECOS et les tissus dans les banques de tissus. En ce
qui concerne le tissu ovarien, le débat reste ouvert, il s’agit d’un tissu
qui contient de futurs gametes. Pour le moment, en I'absence de
recommandations législatives, chaque équipe stocke le tissu ou elle le
désire, le plus souvent dans les CECOS. Le méme débat se pose dans
d’autres pays (76, 77). Quoi qu’il en soit, les contraintes sanitaires de
ce stockage pour une trés longue période doivent étre drastiques.

Le probleme de P’age

Pour la CPTO, I'age des patientes est un facteur déterminant. Il
est vraisemblable que les prélevements de tissu ovarien au-dela de 35
ans sont inutiles. En effet, a cet 4ge, la population folliculaire est déja
largement réduite (65, 78) et la perte additionnelle engendrée par le
processus de la cryopréservation rendrait le tissu trop pauvre en folli-
cules pour espérer obtenir des grossesses dans I’état actuel de ce que
nous pouvons faire.

Par opposition, chez I’enfant, la CPTO est une technique trés inté-
ressante car I'ovaire contient alors beaucoup de follicules primordiaux
et les prélévements permettront le stockage d’'un nombre important de
follicules. Notons par ailleurs que, chez I'enfant, les procédés alterna-
tifs que sont la cryopréservation de I'ovocyte ou de ’embryon sont
impossibles. Enfin rappelons que les enfants n’auront besoin de leur
tissu ovarien que dans de nombreuses années voire quelques décen-
nies, on peut espérer alors savoir utiliser le tissu prélevé de maniere
optimale. Pour toutes ces raisons, ce sont les enfants qui pourraient
bénéficier au mieux de la CPTO.

Le probléme de la quantité de tissu a collecter

Quand une décision de prélévement de tissu ovarien est prise, la
premiére question a laquelle il faut répondre est : quelle quantité de
tissu faut-il prélever ? Prendre la décision de prélever le tissu ovarien
d’une patiente est lourd de conséquences, surtout pour une technique
qui n’a pas encore fait la preuve de son efficacité dans I’espece
humaine en termes de grossesse. Par ailleurs, méme apres des traite-
ments réputés totalement castrateurs, certaines grossesses peuvent sur-
venir a cause des grandes variations de susceptibilité individuelle. II
est donc souvent difficile d’affirmer qu’une patiente sera définitive-
ment castrée par ses traitements anticancéreux (72). Ces différents
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arguments font que 'on est tenté d’étre économe sur la quantité de
tissu prélevé, pour laisser d’éventuelles chances de grossesses sponta-
nées aux patientes.

A Topposé, il est nécessaire de disposer d'une quantité de tissu
assez importante pour espérer obtenir des grossesses ; on sait que de
larges zones de cortex ovarien peuvent étre dépourvues de follicules
primordiaux, surtout chez la femme au-dela de la trentaine (78). Par
ailleurs, méme si les données dans ’espéce humaine ne sont pas dis-
ponibles, les travaux expérimentaux chez ’animal montre que les gref-
fons peuvent s’épuiser assez rapidement (6, 27). Le prélevement doit
donc étre suffisamment important pour stocker assez de follicules et
garder un espoir raisonnable de grossesse.

En pratique, nous avons donc pris I’habitude de prélever un
ovaire chez l'adulte ; il s’agit d’'un compromis permettant de laisser
une chance de grossesse spontanée tout en stockant un nombre impor-
tant de follicules. Chez I’enfant, il est possible d’étre encore plus éco-
nome, et le prélevement d’un demi-ovaire procure un nombre
important de follicules.

Le devoir d’information des patientes

Comme nous I'avons souligné a plusieurs reprises, la CPTO n’a
pas encore fait ses preuves dans I'espéce humaine ; il est donc incon-
cevable de la considérer comme une méthode validée, utilisable en
routine. Il est indispensable d’informer loyalement les patientes des
limites de cette méthode et des autres procédés qui pourraient lui étre
proposés. La décision de réaliser une CPTO doit donc étre prise
conjointement entre la patiente et ’équipe soignante (61, 79). Cette
information est particulierement difficile a fournir aux enfants qui
sont, comme nous I'avons vu, les principaux bénéficiaires potentiels
de la CPTO. Les parents doivent bien sar étre totalement informés et
impliqués dans la démarche.

Les recommandations en France sont de réaliser la CPTO sous
couvert des lois Huriez régissant la recherche clinique. Plusieurs pro-
tocoles sont ainsi déposés dans notre pays pour réaliser la CPTO.

En conclusion, nous pensons qu’il existe déja des circonstances ot
la CPTO peut étre proposée aux patientes. Ces situations restent rares,
chaque indication nécessitant une évaluation minutieuse de ce que
peut apporter la CPTO comparativement aux autres techniques utili-
sables ou a I’abstention thérapeutique. Cette évaluation doit étre mul-
tidisciplinaire, et la patiente parfaitement informée.
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Insistons sur la nécessité de poursuivre les travaux de recherche
sur les maniéres d’utiliser le tissu ovarien cryopréservé.

Il ne faut enfin pas perdre de vue que l'intérét de la CPTO est
contextuel. Si un jour il est possible de soigner le cancer sans détruire
les cellules germinales, la CPTO aura perdu 'une de ses principales
indications.
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