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Résumé. La vitrification est une technique de cryoconservation employée en pratique courante
pour conserver les embryons et les ovocytes. Dans le cadre de la préservation de la fertilité
féminine, un certain nombre de patientes ne peuvent pas bénéficier d’une vitrification
embryonnaire et/ou ovocytaire en raison de I'age, de I'urgence du traitement ou encore du
statut hormonal de la pathologie maligne. La technique proposée est la préservation du tissu
ovarien qui est conservé par congélation lente. La vitrification serait une alternative intéressante
sur le plan biologique, car elle pourrait améliorer les résultats actuels en termes de durée de vie
des greffons, de qualité du tissu stromal en vue de réaliser une folliculogenése in vitro, avec une
reprise de la fonction ovarienne plus rapide. Sur le plan technique, la vitrification ne nécessite
pas d’équipement coliteux. Le réve d’une conservation de tissu ovarien vitrifié semble en train
de se réaliser ; les travaux doivent se poursuivre.

Mots clés : tissu ovarien, vitrification, congélation lente, préservation de la fertilité féminine

Abstract. Vitrification is a cryopreservation technique already used in common practice to
preserve embryos and oocytes. In the context of preserving female fertility, a number of
patients cannot benefit from embryo and/or oocyte vitrification due to age, the urgency of
treatment or the hormonal status of the malignant pathology. The proposed technique is the
preservation of ovarian tissue which is preserved by slow freezing. Vitrification would be an
interesting alternative from a biological point of view because it could improve the current
results in terms of graft lifespan, currently a graft survival in monkeys of 18 months to 2 years
has been reported, and quality of stromal tissue for in vitro folliculogenesis with faster
recovery of ovarian function; and from a technical point of view because it does not require
expensive equipment. The dream of vitrified ovarian tissue preservation seems to be coming
true; work must continue.
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n France métropolitaine, I'inci-

dence des cancers tous ages et
sexes confondus, est estimée a
400 000 nouveaux cas en 2017 dont
46 % chez la femme - soit 186 000
cas. Le cancer du sein est le plus
fréquent. Les taux de survie augmen-
tent, pour la plupart des cancers,
grace a des diagnostics plus précoces
et a I'amélioration des traitements.
Plus spécifiquement, I'incidence des
cancers dans la population pédiatri-
que est en moyenne de 1 756
nouveaux cas détectés par an de
2007 a 2011. Les hémopathies ma-
lignes représentent environ 39 % de
ces cas. On estime qu’un enfant sur
460 sera atteint d’un cancer avant
ses 15 ans, avec une survie a cinq
ans des enfants diagnostiqués entre
2000 et 2011 allant de 75,1 % pour
les tumeurs malignes osseuses a

98,9 % pour les rétinoblastomes
[1]. Devant I'allongement de |'espér-
ance de vie de ces jeunes filles et
femmes, la médecine s’intéresse de
plus en plus aux effets indésirables a
long terme des traitements, notam-
ment I'insuffisance ovarienne préma-
turée (IOP). La préservation de la
fertilité féminine a aussi un intérét
pour certaines pathologies non tu-
morales telles que des hémopathies
non malignes (e.g., drépanocytose
sévere ou thalassémie majeure), ou
des pathologies auto-immunes (e.g.,
lupus érythémateux disséminé sé-
vere) qui exigent le recours a de la
chimiothérapie et/ou a de la radio-
thérapie. Les chimiothérapies, ainsi
que la radiothérapie, peuvent étre
gonadotoxiques [2], c’est pourquoi
différentes stratégies de préservation
de la fertilité existent.
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Techniques de préservation
de la fertilité féminine

La plus ancienne est la cryoconservation d’embryons,
qui consiste a préserver des embryons du couple dont la
femme présente un risque d’lOP. Les principales limites sont
la nécessité d'une stimulation de lovulation, qui n’est
réalisable que chez les femmes puberes, en couple, et pour
qui il n’y a pas une trop grande urgence a mettre en place le
traitement. Une autre technique de préservation est la
cryoconservation d’ovocytes. Elle permet aux femmes
seules, puberes, de préserver leur fertilité. Ces deux
techniques présentent des résultats satisfaisants depuis
qu’elles recourent a la vitrification [3-8] ; ainsi sont-elles
reconnues comme des méthodes de préservation de la
fertilitt féminine. La cryoconservation d’ovocytes est
actuellement la méthode la plus utilisée [9]. Elle n’est
cependant pas utilisable chez un certain nombre de
patientes en raison de I'age, de l'urgence du traitement
ou encore du statut hormonal de la pathologie maligne. La
technique proposée est la préservation du tissu ovarien, qui
présente plusieurs avantages, en particulier, la non-
nécessité d’une stimulation de l‘ovulation [10]. L'étude
de la congélation du tissu ovarien a débuté chez |’animal
dans les années 1960. En 1954, Deanesly a congelé du tissu
ovarien de rat qu'il a greffé chez des rattes ovariectomisées
au préalable. Les greffons restaient fonctionnels [11]. Puis,
en 1960, Parrott a obtenu la premiere grossesse chez la
souris a partir de fragments de cortex congelés-décongelés
et greffés [12]. S’en sont ensuivies des études chez des gros
mammiféres comme la brebis, afin de se rapprocher du tissu
ovarien humain [13]. Gosden et al. ont ainsi obtenu la
premiere grossesse chez la brebis en 1994 [14], et notre
équipe a obtenu les premieres naissances frangaises chez la
brebis en 2002 [15]. Les premieres conservations de tissu
ovarien humain ont débuté en 1995, dans le cadre de
protocoles de recherche. C’est en 2004 que la premiere
naissance vivante chez I'homme a été rapportée par
Donnez et al. La grossesse naturelle a été obtenue onze
mois apres 'autogreffe de tissu ovarien congelé [16]. La
cryoconservation puis la greffe de tissu ovarien ont permis la
naissance de plus de 130 enfants dans le monde [17]. Une
méta-analyse de 2017 rapporte des taux de reprise de
I'activité ovarienne apres autogreffe de 63,9 % et des taux
de naissance vivante de 57,5 % [18]. Ces résultats ont
permis de requalifier cette technique naguere « expéri-
mentale » en technique « de routine » de préservation de la
fertilité féminine.

Des limites subsistent, cependant, a cette technique de
congélation lente, telles que la courte durée de vie des
greffons et la non-reprise de greffons pourtant riches en
follicules. La vitrification, qui est une technique permettant
de conserver les tissus a |’état amorphe sans cristaux, serait
une alternative a la congélation lente. Elle permettrait
d’améliorer les résultats en termes de reprise du ou des

greffons et de grossesse, sachant que cette technique nous
a permis d’obtenir, ces derniéeres années, des résultats tres
satisfaisants pour la conservation de I'ovocyte.

Congélation lente du tissu ovarien :
méthode de référence

La technique de congélation lente est la plus utilisée
pour le tissu ovarien humain. Elle consiste a passer de
maniéere progressive d’'un état liquide a un état solide. Le
risque majeur de cette méthode est la formation de cristaux.
En I'absence de milieu de congélation approprié, des
cristaux extracellulaires se forment lors de la descente en
température. Le milieu extracellulaire devient hypertonique
et les cellules se déshydratent, entrainant des lésions
intracellulaires. A Iinverse, une descente rapide en
température permet de maintenir I’eau au sein des cellules,
mais entraine la formation de cristaux intracellulaires et
donc des lésions cellulaires majeures. Un protocole de
congélation lente est essentiel pour établir un équilibre entre
les différents compartiments et limiter la formation de
cristaux. Ce protocole se définit principalement par la
composition du milieu de congélation utilisé et la vitesse a
laquelle la température est abaissée. Le milieu permet un
équilibrage progressif entre les cryoprotecteurs et le
compartiment cellulaire aqueux. La vitesse de chute de la
température est programmée et contrblée grace a un
congélateur programmable. Les protocoles de congélation
du tissu ovarien sont basés sur les travaux réalisés par
Gosden et al. [14]. lls sont variables selon les équipes. Le
cryoprotecteur pénétrant le plus souvent utilisé est le
diméthyl sulfoxyde (DMSO) [19]. La congélation-décongé-
lation du tissu ovarien humain permet d’obtenir des résultats
trés satisfaisants ; elle présente cependant quelques limites,
dont la courte durée de vie du greffon [20] et la présence de
nombreux follicules vides au sein des greffons [21]. La durée
de vie moyenne d'un greffon est de quatre a six ans [17].
Plusieurs études rapportent un effet négatif sur le tissu
stromal, les cellules thécales et celles de la granulosa,
probablementsecondaire a la formation de cristaux [22-28].
L’alternative a la congélation lente qui limiterait la formation
de cristaux est la vitrification, technique déja utilisée en
routine pour conserver embryons et ovocytes.

Vitrification : alternative
a la congélation lente

La vitrification est le passage direct de I'état liquide a
I'état solide amorphe, vitreux. Ce passage direct évite la
formation de cristaux. Cette technique est séduisante sur le
plan biologique et sur le plan technique car elle ne
nécessite pas d’équipement coliteux et qu’elle est facile et
rapide. La vitrification, puis le réchauffement, sont de
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véritables défis cryobiologiques en raison de I'hétérogénéité
du tissu. Il est difficile de maitriser de fagon uniforme les
variations de température au sein de chaque type cellulaire.
Les contraintes de la vitrification sont la vitesse de
refroidissement, la viscosité du milieu et le volume de
solution [29]. De ces contraintes découlent les facteurs
influant la vitrification, a savoir : les cryoprotecteurs utilisés,
le temps d’exposition, la taille du tissu et le support de
vitrification [30]. Des études portant sur les propriétés
physiques des solutions cryoprotectrices sont indispensa-
bles [31]. Les concentrations en cryoprotecteurs sont plus
élevées que pour la congélation lente, et la descente en
température est ultrarapide, de I'ordre de 5 000 °C par
minute avantimmersion dans I’azote liquide [32]. Ces fortes
concentrations permettent d’augmenter la viscosité du
milieu qui augmente la température de transition vitreuse
et diminue la cristallisation. Cependant, a trop forte
concentration, ces cryoprotecteurs peuvent étre toxiques
[33]. Les milieux de vitrification sont en général composés
de plusieurs cryoprotecteurs afin de diminuer les concen-
trations de chaque molécule et donc de diminuer les effets
toxiques. La taille du tissu est un facteur permettant
d’optimiser la diffusion des cryoprotecteurs. En effet, plus
la surface tissulaire et I"épaisseur sont réduites, plus les
[ésions sont faibles [34]. Les tailles optimales de tissu
définies dans la littérature sont variables :
—~de2x2x051Tmma3 x3x5mm chez le chat
[34, 35],

— 3 x 3 x 0,5 mm chez le singe [36],

— 0,5-1 cm x 0,5-1 cm x 1T mm chez la femme [37].

Un échantillon de taille trop réduite expose a un risque
d’altération du tissu, avec perte folliculaire. La derniere
étape de la vitrification est le refroidissement ultrarapide
dans I'azote liquide. Celui-ci peut étre fermé — le tissu est
alors déposé dans un systeme clos, protégeant le tissu du
contact direct avec I'azote — ou ouvert — le tissu est
directement en contact avec 'azote liquide. L’avantage du
systeme ouvert est la facilité des échanges thermiques avec
le tissu ; il est le plus utilisé par les équipes de recherche,
car il permet de meilleurs résultats sur le tissu ovarien
[22, 24, 37-39]. Un autre aspect important est 'étape de
décongélation du tissu vitrifié. La vitesse de réchauffement
doit étre encore plus élevée que celle du refroidissement.
Cette phase impose une contrainte sur la taille de
["échantillon inverse a celle qui s’exercait pour la
vitrification : un fragment tissulaire trop grand est exposé
a un risque de cassure lors du réchauffement.

Résultats de la vitrification
du tissu ovarien

De tres nombreux parametres sont a prendre en compte
lors de la réalisation d'un protocole de vitrification-

réchauffement. La littérature montre que les milieux de
vitrification utilisés par les diverses équipes sont multiples et
difficilement comparables. La vitrification semble préfé-
rable a la congélation lente pour préserver les follicules de
réserve et les cellules stromales [22-28]. Cependant,
certains auteurs rapportent une supériorité de la congélation
lente [40-44], et d’autres encore une équivalence entre les
deux techniques [38, 45-51]. La vitrification du tissu
ovarien n’est pas encore utilisée en pratique courante.
Chaque équipe réalise ses propres tests afin de définir son
protocole ; ainsi certaines vitrifient-elles des fragments de
cortex ovarien en parallele de la congélation lente, lors
d’une autoconservation ovarienne chez la femme. Nous
n’avons pas suffisamment de recul pour savoir si les taux de
grossesses et de naissances vivantes apres vitrification-
réchauffement de tissu ovarien seront ou non meilleurs que
ceux obtenus apres congélation-décongélation. L’autre
point important est la durée de vie du greffon vitrifié-
réchauffé : un bénéfice attendu de la vitrification serait en
effet de prolonger la durée de fonctionnement du greffon.
Deux études conduites chez le singe ontrapporté des durées
de vie de greffon de respectivement dix-huit mois et deux
ans [36, 52]. La reprise de la fonction ovarienne était de un
mois, plus courte que celle observée apres greffe de tissu
congelé-décongelé. Ce résultat est prometteur. Cependant,
des dérégulations du systeme kit ligand/c-kit ont été
observées, susceptibles d’influer la folliculogenese et
I'ovogenese. Il est difficile de savoir si ces perturbations
sont secondaires a la vitrification [52].

Conclusion

Les deux naissances vivantes, rapportées en 2015 [37],
ainsi que les résultats chez les gros mammiferes dont le
singe permettent de penser que la technique de vitrifica-
tion du tissu ovarien offrira une alternative intéressante a la
congélation lente, et pourrait améliorer les résultats
actuels. Le réve d’une conservation du tissu ovarien
vitrifié semble en train de se réaliser ; les travaux doivent
cependant se poursuivre. Une amélioration de la tech-
nique de cryoconservation est obligatoire pour optimiser
nos résultats et nous préparer a la folliculogenése in vitro a
partir de tissu ovarien frais, laquelle marque actuellement
des progres. La vitrification a montré de meilleurs résultats
pour la culture tridimensionnelle de follicules préantraux
chez la souris [53].

Liens d’intérét : Les auteurs déclarent n’avoir aucun lien d’intérét en
rapport avec cet article.
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