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Le nombre de nouveaux cas de cancers augmente chaque année. En France, en 20 ans, ce
chiffre est passé de 160 000 a 278 000. Aujourd’hui la probabilité de développer un cancer au
cours de sa vie est de 1/2 pour un homme et 1/3 pour une femme. On estime a 1800 le nombre
annuel de nouveaux cas de cancers pediatriques. Chez les 15-19 ans, I’incidence est d’environ
160 pour 1 million. Le cancer représente encore la 3™ cause de mortalité chez les jeunes
(15-24 ans) méme si les progres de la thérapeutique ont permis d’améliorer la survie a 5 ans
de ces enfants pour atteindre 80%. D’ici a 2 ans, un individu sur 250 a 715 sera un survivant
d’un cancer pédiatrique (92, 93, 96).

Les différentes thérapeutiques anti-cancéreuses telles que la radiothérapie et les
chimiothérapies n’agissent pas seulement sur les tumeurs. Elles sont aussi néfastes pour les
différents systemes de 1’organisme notamment pour ceux dont le renouvellement tissulaire est
rapide conduisant & de nombreux effets secondaires.

De la méme maniére, ces thérapeutiques sont connues comme étant gonadotoxiques. Leur
degré de toxicité envers les organes de la reproduction dépend du protocole de traitement
(dose et champs d’irradiation, classe des cytotoxiques, association chimiothérapie
radiothérapie...) et de I’age de la patiente.

Ces traitements peuvent étre a I’origine de fibrose ovarienne ou utéro-ovarienne et d’une
destruction de la réserve folliculaire conduisant a plus ou moins long terme a la perte de la
fonction ovarienne. Chez les plus jeunes, ils sont a ’origine d’impubérisme ou d’arrét de la
puberté. Plus tard, ils conduisent & une interruption ponctuelle ou définitive des cycles et
exposent a un risque de ménopause précoce.

Des traitements de substitution permettent de pallier les déficits hormonaux et d’améliorer la
qualité¢ de vie de ces femmes trop rapidement exposées aux symptomes et aux risques de la
ménopause. Mais ils ne permettent pas de restaurer leur fonction ovarienne ni leur fertilité.
C’est pourquoi aujourd’hui, il est proposé aux femmes devant subir un traitement
potentiellement castrateur de préserver leur fertilité future.

Cette prévention passe par [’'utilisation de protocoles permettant de limiter les effets
gonadotoxiques tout en préservant 1’action thérapeutique. Par exemple, I’exposition des
ovaires aux radiations pourra tre limitée par 1’utilisation de caches ou leur déplacement en
dehors du champ. La protection de la fonction ovarienne est également possible par la mise au
repos des ovaires par des procédés médicamenteux tels que les oestroprogestatifs ou les
analogues de la gonadotrophin releasing hormone (GnRH) mais aussi par 1’action inhibitrice
de certaines molécules comme la sphingosine-1-phosphate sur 1’apoptose induite par les
traitements.

L’effet protecteur de ces molécules n’étant pas réellement démontré, il est nécessaire d’avoir
recours aux techniques de cryoconservation afin d’améliorer les chances de procréation de
ces femmes. Le choix de la technique parmi la congélation embryonnaire, ovocytaire ou
ovarienne doit tenir compte de la patiente, de sa pathologie et de I’'urgence de la situation.
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Ainsi les femmes avec conjoint, disposant de temps avant la mise en place du traitement
peuvent bénéficier d’une congélation embryonnaire. Pour les autres femmes, d’autres options
comme la congélation d’ovocytes quand cela est autorisé ou la congélation ovarienne sont
possibles. Mais pour les fillettes, la seule alternative reste la cryoconservation de tissu
ovarien.

Chez des femmes en rémission, les progreés des techniques d’Assistance Médicale a la
Procréation (AMP) et des protocoles de congélation ont permis d’obtenir des grossesses et des
naissances. Mais les chances de réussite sont diminuées par 1’urgence des traitements et leur
effet fibrosant sur I’utérus. De plus, dans le cadre de la congélation ovarienne, la réutilisation
du tissu n’est pas sans risque. Cette technique pose probléme quant au droit de prendre le
risque de réintroduire la maladie face au désir de grossesse des patientes.

Dans un premier temps, nous effectuerons des rappels anatomiques et physiologiques sur
I’appareil reproducteur féminin. Puis nous décrirons I’effet de la radiothérapie et de la
chimiothérapie sur les différents organes de la reproduction. La troisiéme partie de ce travail
consistera a décrire les différentes options possibles pour préserver la fertilit¢ des femmes
allant subir ce type de traitement et leurs résultats.
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PREMIERE PARTIE

RAPPELS SUR L’APPAREIL REPRODUCTEUR FEMININ
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A. Anatomie de I'appareil féminin (17, 42)

L’appareil génital féminin se situe en grande partie dans la cavité abdominale. Il est composé
de trois parties : Les glandes, ou ovaires, les voies génitales et les organes génitaux externes.
Chacune d’entre elles posseéde des roles bien précis et leur structure histologique évolue au
cours du cycle menstruel.

1. Les ovaires

1.1. Localisation

Les ovaires, organes pairs, de la forme et de la taille d’une amande, sont situés dans la cavité
pelvienne, de part et d’autre de 1’utérus. Ils sont maintenus en place au niveau des trompes par
le ligament propre de 1’ovaire, le ligament suspenseur de l'ovaire a sa partie supérieure, le
ligament utéro-ovarien a sa partie moyenne et le mésovarium (partie haute du ligament large
de I'utérus). La taille des ovaires varie en fonction de 1’age et de I’activité ovarienne de 1 a 3
cm en moyenne (91)

1.2. Structure et histologie

a. Structure

L’ovaire est constitué de 1’extérieur vers l'intérieur d’une zone corticale et d’une zone
médullaire. La zone corticale de I’ovaire, est elle-méme constituée d’un épithélium ovarien
externe se confondant avec I’épithélium du mésovarium, d’une albuginée ovarienne et d’un
stroma cortical.

b. Histologie

L’¢épithélium ovarien se compose d’une simple couche de cellules cubiques. L’albuginée est
un tissu conjonctif fibreux. Dans le stroma cortical, se trouvent des follicules a différents
stades de maturation, des corps jaunes et des produits de dégénérescence de I’ensemble de ces
organites ainsi que des fibroblastes et myofibroblastes.

La zone médullaire est essentiellement formée de tissu conjonctif dont la forme évolue avec la
croissance des organites.

La vascularisation est assurée par 1’artére ovarienne et I’arteére utérine a partir du hile vers la

corticale et vers la médullaire et de la médullaire vers la corticale. L’innervation se fait
également a partir du hile.
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Follicules a divers stades de maturation

Figure 1 : Structure ovarienne (99)

1.3. Réles des ovaires

Les ovaires assurent dans 1’organisme une double fonction par la production de gametes et
celle d’hormones sexuelles.

a. Fonction exocrine des ovaires

De la puberté a la ménopause, les ovaires droit et gauche produisent alternativement et de
facon cyclique un ovocyte, le gameéte féminin. Ce phénomene dit ovulation se fait par rupture
de la paroi ovarienne. Il intervient chez la femme, une fois par cycle, et généralement
quatorze jours avant le premier jour du cycle suivant.

b. Fonction endocrine des ovaires

Sous [I’influence des hormones gonadotropes ou gonadotrophines sécrétées par
I’antéhypophyse, les ovaires produisent des hormones stéroidiennes : oestrogenes,
progestérone et androgenes.

Les follicules, le corps jaune et le stroma cortical produisent ces hormones en réponse a la

fixation des gonadotrophines sur leurs récepteurs. La quantité produite varie en fonction de la
période du cycle.
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En phase pré-ovulatoire ou phase folliculaire, les oestrogénes sont produits par la granulosa
de quelques follicules recrutés. Cette synthése d’oestrogénes par aromatisation des
androgénes fait suite a la fixation de la gonadotrophine FSH ou Follicle Stimulating
Hormone sur les récepteurs de la granulosa des follicules. La quantité produite augmente
progressivement jusqu’a atteindre un pic au treiziéme jour du cycle. Puis elle diminue
progressivement.

Pendant la phase lutéale ou post-ovulatoire, la production d’oestrogénes est assurée par les
cellules de la theque interne (petites cellules lutéales) du follicule. Au cours d’un cycle, la
production endogene d’oestrogeénes varie de 60 a 300 pg/mL.

La progestérone est synthétisée, en phase folliculaire, par les cellules folliculeuses. La
production est alors de I’ordre de 0,5 ng/mL. Aprés 1’ovulation, la progestérone est
synthétisée par les cellules lutéales du corps jaune par action de la LH (Luteinizing Hormone)
sur les récepteurs de ces cellules. La production est alors plus importante puisqu’elle peut
atteindre 25 ng/mL.

Les androgeénes sont produits pendant tout le cycle ovarien par les cellules de la théque
interne des follicules et par le stroma cortical par action de la LH.

ng/mL

pg/mL
16 A0
15 prngeéltémne . 40
8 ,’H ; \ ; 20

dail N\ 0 T w
" Di.. radio b "
L .

|:| .......................................... f |:|
o 55 1a 121 12

Figure 2 : Variations des sécrétions hormonales ovariennes en fonction du cycle (101)
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2. Les voies génitales

2.1. Les trompes

a. Structure

Les trompes utérines ou de Fallope sont des organes creux allant d’un ovaire jusqu’a 1’utérus.
D’une longueur de dix a douze centimetres, elles se composent dun pavillon qui vient
presque au contact de 1’ovaire, d’une ampoule, d’un isthme et d’une partie interstitielle qui
s’abouche dans 1’utérus par 1’ostium uterinum. A son autre extrémité, la lumiére tubaire est en
contact avec la cavité péritonéale par 1’ostium abdominale. Les trompes sont situées dans un
repli péritonéal du ligament large : le mésosalpinx.

b. Histologie et cycle tubaire

Les trompes sont composées de quatre couches. L’épaisseur de ces couches, leur histologie et
leur activité varient en fonction de la localisation mais aussi en fonction du cycle ovarien
définissant ainsi un cycle tubaire.

On trouve de la lumiére a la périphérie de la trompe : la tunique muqueuse, la musculeuse, la
sous-séreuse, la séreuse.

La tunique muqueuse est composée d’un tissu conjonctif dans lequel se trouvent des
vaisseaux sanguins et d’un épithélium unistratifié¢ ou se trouvent quatre types de cellules : des
cellules ciliées, des cellules non ciliées, des cellules basales et des cellules intercalaires. Cette
tunique muqueuse, peu importante dans la partie interstitielle, forme de véritables franges
dans la lumiére de I’ampoule des trompes.

La musculeuse se compose d’une couche de fibres musculaires lisses circulaires et d’une
couche de fibres musculaires longitudinales.

Pendant la phase folliculaire, le nombre de cellules ciliées au niveau de 1’épithélium
augmente. Juste avant I’ovulation, des ondes, dues aux contractions de la musculeuse, se
propagent de la partie interstitielle vers la jonction isthme-ampoule de la trompe. Juste apres
I’ovulation les ondes cessent et ne recommenceront qu’en phase lutéale en sens inverse.
Pendant cette phase, le nombre de cellules ciliées diminue tandis que le nombre de cellules
non ciliées sécrétrices augmente. Pendant la phase de menstruation, ce sont les cellules
intercalaires qui sont les plus présentes.
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c. Les différents roles des trompes

1. Elimination du liquide péritonéal

Les trompes permettent de drainer en permanence le liquide péritonéal par I’intermédiaire de
I’ostium abdominale. Ce liquide est ensuite résorbé en partie par les cellules épithéliales.

2. Accueil de I’ovocyte

Au moment de 1’ovulation, le pavillon de la trompe vient coiffer 1’ovaire. Les cellules ciliées
des franges, trés actives a ce moment du cycle, viennent balayer la surface de 1’ovaire créant
ainsi un courant dans le liquide péritonéal et permettant au gamete femelle entouré de son
cumulus oophorus d’étre entrainé¢ jusqu’a I’ampoule de la trompe. Le déplacement de
I’ovocyte est également favorisé par la contraction de la musculeuse. La trompe et la cavité
péritonéale permettent également d’évacuer le liquide folliculaire émis lors de 1’ovulation.

3. Siége de la fécondation et transfert de I’embryon

Les trompes sont le lieu de la rencontre des gameétes féminin et masculins. En présence de
spermatozoides, 1’ovocyte émis peut étre fécondé par I'un d’entre eux. La fécondation a
généralement lieu au niveau de I’ampoule. Le zygote obtenu va alors se diriger vers 1’utérus
pour y poursuivre sa maturation. Ce sont les contractions de la paroi tubaire qui assurent ce
transfert.

2.2. L’utérus

a. Localisation

L’utérus est un organe creux, unique, situé¢ au centre de I’appareil génital féminin. Il recoit les
trompes a gauche et a droite de sa partie supérieure. Il est maintenu en place, entre la vessie et
le rectum, par les ligaments utéro-sacrés, les ligaments ronds, les ligaments cardinaux et le
ligament large. Sa taille est variable avec I’age et I’activité ovarienne.

b. Structure

L’utérus possede la forme d’un cone. Il est composé d’un fond, d’un corps, d’un isthme et
d’un col. La partie située au dessus du point d’insertion des trompes est appelée fond de
I’utérus. La partie située en dessous correspond au corps de 1’utérus. Il se poursuit par
I’isthme puis le col, sommet arrondi de I'utérus. Ce col correspond au canal cervical. Il
communique avec la cavité utérine par 1’orifice cervical interne et avec le vagin par 1’orifice
cervical externe.
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c. Histologie et cycle utérin

La paroi de I’utérus est constituée de trois couches : la couche séreuse ou adventice, la couche
musculeuse ou myometre, la couche muqueuse ou endometre.

La couche séreuse est en partie constituée du péritoine, celui-ci recouvrant partiellement
l'utérus au niveau de la face postérieure du corps et du fond utérin.

Le myometre est également organisé en trois couches dont I’épaisseur et 1’orientation des
fibres musculaires lisses, sont différentes. Il y a d’abord la couche externe, puis la couche
moyenne et enfin la couche interne. C’est la couche moyenne qui possede 1’épaisseur la plus
importante. Les fibres musculaires sont situées dans un tissu conjonctif dans lequel on trouve
également des vaisseaux sanguins.

L’activité musculaire de 1’utérus est liée au cycle ovarien. En effet, en phase folliculaire,
I’augmentation du taux d’oestrogénes entraine une augmentation de la fréquence et de
I’amplitude des contractions utérines. En phase lutéale, ['utérus est un muscle silencieux car
la progestérone inhibe le tonus musculaire utérin.

L’endomeétre, muqueuse de 1’utérus, est la couche qui évolue le plus en réponse aux
hormones ovariennes en terme d’épaisseur et d’histologie. L’endomeétre est constitué¢ d’un
¢épithélium et d’un chorion. Dans ce chorion se trouvent des vaisseaux sanguins et des glandes
tubaires correspondant aux invaginations de I’épithélium.

On peut définir trois stades d’évolution de cette muqueuse. En tout début de phase
folliculaire, du premier au quatrieme jour du cycle, on parle de phase de desquamation ou
menstruation. La zone fonctionnelle de I’endomeétre est ¢liminée dans la cavité utérine. Reste
une zone résiduelle constituée d’une fine couche de chorion abrasé dans lequel on trouve
quelques vaisseaux sanguins et des culs-de-sac glandulaires. La desquamation de I’endomeétre
est due a la chute des taux d’hormones ovariennes.

Du cinquiéme au treizieme jour, le chorion va s’épaissir, 1’épithélium va se régénérer par
mitoses a partir des culs-de-sac glandulaires et les vaisseaux sanguins se développer. Cette
phase dite de régénération puis de prolifération est due a I’augmentation du taux
d’oestrogenes.

Au quatorzieme jour du cycle, la muqueuse atteint 3 mm d’épaisseur, les tubes glandulaires
rectilignes sont devenus sinueux, les vaisseaux se spiralisent.

En phase lutéale, I’endometre est tres €pais, les tubes glandulaires de plus en plus tortueux
sécretent du glycogéne, les vaisseaux continuent leur spiralisation. Cette derniére phase dite

de sécrétion est sous I’influence des taux d’oestrogenes et de progestérone.

Au vingt-huitieme jour, des spasmes vasculaires annoncent la reprise de la phase de
desquamation.
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Figure 3 : Aspect de la muqueuse utérine durant les différentes phases du cycle (28)

La muqueuse du canal cervical est constituée d’un épithélium possédant des cellules ciliées et
des cellules glandulaires ainsi que d’un chorion richement vascularisé dans lequel on retrouve
des glandes muqueuses, invaginations de 1’épithélium. Les cellules glandulaires sécrétent le
mucus cervical ou glaire cervicale. La composition et la viscosit¢ de ce mucus varient en
fonction de la période du cycle.

En péri-ovulatoire, la glaire doit permettre le passage des spermatozoides. La glaire est
filante, ses mailles sont laches et son pH alcalin. Pendant le reste du cycle, la glaire ne permet
pas le passage des spermatozoides car elle est alors visqueuse et ses mailles sont serrées. Elle
joue un role important dans la fécondation car elle a une fonction nourriciere vis-a-vis des
spermatozoides qui la traversent et une fonction sélective des spermatozoides mobiles.

d. Role de l'utérus

Apres la fécondation, I’embryon obtenu voyage dans les trompes, jusqu’a ['utérus tout en
poursuivant sa maturation. Contrairement a un cycle sans implantation, les taux d’hormones
ne chutent pas, la muqueuse est donc maintenue en place. Le corps jaune synthétise de la
progestérone pour maintenir la gestation, jusqu’a ce que le placenta prenne le relais. Au
septieme jour aprés la fécondation (vingt et uniéme jour du cycle) c’est la nidation :
I’endomeétre accueille I’embryon pour son développement jusqu’a 1’accouchement.
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2.3. Le vagin

a. Localisation

Le vagin est un conduit qui s’insére directement sur le canal cervical et qui s’étend jusqu’au
vestibule des organes génitaux externes et qui s’ouvre dans celui-ci par 1’orifice vaginal.

b. Structure et histologie

Le vagin est également pourvu de trois couches : L’adventice, la musculeuse, et la muqueuse.
La musculeuse possede une couche de fibres musculaires lisses longitudinales et une couche
de fibres musculaires lisses circulaires.

La couche muqueuse est constituée d’un chorion richement vascularis¢ et possédant de
nombreuses fibres €lastiques, et d’un épithélium pavimenteux pluristratifié.

c. Cycle vaginal

L’épithélium vaginal est également sensible aux variations cycliques des hormones
ovariennes. En phase folliculaire, 1’épithélium prolifére et sécréte de fagon importante du
glycogene. En période péri-ovulatoire, I’épithélium se kératinise. En phase lutéale, on observe
une desquamation des cellules de 1’épithélium entrainant une diminution de I’épaisseur de la
muqueuse ainsi qu’un ralentissement de la production de glycogene.

d. Les différents réles du vagin

Le vagin est 1’organe copulateur. Il accueille les spermatozoides apres 1’¢jaculation. Il
représente les voies de passage de I’enfant et les voies d’excrétion des sécrétions utérines.
Enfin, il assure une protection anti-infectieuse des voies génitales par la présence permanente
d’une flore vaginale maintenant dans cette cavité, un pH entre 4 et 5 en dehors des périodes
de menstruations. Ce pH est également a I’origine de la destruction des spermatozoides ne
pénétrant pas dans la glaire apres 1’éjaculation.

3. Les organes génitaux externes

Les organes génitaux externes féminins, ¢galement appelés vulve, se composent : du mont du
pubis, des grandes et petites levres, du vestibule de la vulve et des organes érectiles.

Le mont du pubis se situe en avant de la symphyse pubienne, il correspond a une masse de
tissu adipeux recouverte d’une pilosité plus ou moins importante selon les individus. Le mont
du pubis présente ensuite une fente médiane allant du mont du pubis jusqu’au périnée. Cette
fente constitue les grandes levres, replis cutanés recouverts de poils sur la face extérieure et
glabres sur la face intérieure. Entre les grandes lévres, se trouvent les petites leévres, minces
replis cutanés qui protegent le vestibule de la vulve.
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Dans ce vestibule se trouvent : le méat urétral, les glandes péri-urétrales, 1’orifice inférieur du
vagin, les glandes de Bartholin situées de part et d’autre de I’orifice vaginal et permettant la
lubrification de ce vestibule.
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B. Physiologie de I'appareil féminin (17, 42)

1. De la fécondation a la naissance

Dans les premiéres semaines apres la fécondation, les ovaires se forment, ils contiennent
chacun un grand nombre de cellules souches. Ces cellules ou ovogonies situées dans le cortex
ovarien, vont entrer en mitose des le deuxiéme mois de développement (2-7 mois) et évoluer
en ovocyte primaire (3-9 mois). Cet ovocyte s’entoure ¢galement d’une couche de cellules
folliculeuses formant ainsi un follicule primordial. Entre sept et neuf mois aprés la
fécondation, les ovaires du feetus féminin possédent un stock définitif de follicules
primordiaux de six a sept millions. D¢s le deuxieme mois de vie, ’hypothalamus sécrete de
facon pulsatile de la GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone).

2. De la naissance a la puberté

Le stock de follicules primordiaux est d’environ un million a la naissance. Ce nombre ne
cesse de diminuer et atteint un nombre de deux a trois cent mille a la puberté.

Pendant I’enfance, les ovaires sécrétent en permanence une petite quantité d’oestrogénes
permettant d’inhiber les sécrétions hypothalamiques de GnRH.

3. La puberté

A D’approche de la puberté, I’inhibition de 1’hypothalamus est levée par une désensibilisation
de celui-ci aux oestrogenes. L hypothalamus sécrete alors de facon pulsatile de la GnRH
entrainant la production et la sécrétion dans la circulation sanguine de FSH et de LH par
I’antéhypophyse.

3.1. Influence des hormones hypophysaires : FSH et LH

Les hormones hypophysaires agissent uniquement sur I’ovaire. En plus de la production de
stéroides, la FSH entraine la maturation folliculaire et la LH est responsable de I’ovulation. La
sécrétion cyclique de ces hormones permet donc de mettre progressivement en place un cycle
ovarien. Celui-ci est de vingt-huit jours en moyenne, il se compose d’une phase folliculaire
dominée par la maturation folliculaire et la sécrétion d’oestrogénes. Cette phase est suivie de
I’ovulation vers le quatorziéme jour et d’une phase lutéale de quatorze jours dominée par le
développement du corps jaune et par la sécrétion de progestérone. Les premiers cycles seront
anovulatoires et de durée variable.
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3.2. Influences des hormones ovariennes et interactions avec les
autres cycles

Les oestrogenes sont a 1’origine de la croissance staturale rapide au moment de la puberté et
¢galement d’une rapide soudure des cartilages.

D’autre part, les hormones ovariennes sécrétées en quantité variable pendant le cycle sont a
I’origine des modifications histologiques et physiologiques des différents organes sexuels :
trompes, utérus, vagin. Les cycles tubaire, utérin, et vaginal sont donc en étroite relation avec
le cycle ovarien et indirectement avec les sécrétions cycliques hypothalamo-hypophysaires.

3.3. Développement des caractéres sexuels secondaires

Chez la jeune fille, le début de la puberté est marqué par le développement des caractéres
sexuels secondaires : développement des seins, de la pilosité, répartition gynoide des graisses,
premicres menstruations.

4. De la puberté a la ménopause

4.1. Ovogenése et cycle ovarien

L’ovogenése représente toutes les étapes de production du gaméte féminin. Elle commence
des la période feetale par la multiplication des ovogonies et se termine par la production du
gaméte féminin une fois par cycle.

a. Les différents stades de la maturation ovocytaire

Les follicules primordiaux de 50 um sont constitués d’un ovocyte, bloqué en prophase de la
premiere étape de la méiose. Il est dit ovocyte 1. Celui-ci est entouré d’une couche de cellules
folliculeuses. L’ensemble est entouré par la membrane de Slavjanski.

Le follicule primordial évolue ensuite en follicule primaire. Sa taille a augmenté jusqu’a 180
um. L’ovocyte synthétise des glycoprotéines entourant celui-ci et constituant ainsi la
membrane pellucide. Celle-ci est entourée de quatre ou cinq couches de cellules folliculeuses
entrant en contact avec I’ovocyte I en émettant vers lui des microvillosités.

Ce follicule primaire évolue en ovocyte secondaire d’une taille d’environ 500 pm. La
membrane pellucide plus épaisse devient la zone pellucide. Elle a un aspect stri¢ de part
I’importance des microvillosités qui la traversent. Les cellules folliculeuses se multiplient
jusqu’a atteindre une population de un million. On peut distinguer deux couches : la corona
radiata au contact de I’ovocyte, la granulosa correspondant au reste des cellules folliculeuses.
La membrane de Slavjanski est recouverte d’une couche supplémentaire, la theque, formée
par des cellules du stroma cortical.

Ce follicule secondaire évolue ensuite en follicule tertiaire se distinguant du précédent par une
zone pellucide plus épaisse, une théque organisée en une théque externe et une theque interne
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et surtout par la formation d’une cavité dans les cellules de la granulosa. Cet antrum est
rempli de liquide folliculaire provenant des cellules folliculeuses.

Enfin, le follicule tertiaire ou cavitaire de 12 mm évolue en follicule mir pré-ovulatoire ou
follicule de De Graaf de 25 mm. Ce follicule est dominé par un antrum de taille importante
repoussant les cellules de la granulosa au bord du follicule. Les autres sont regroupées au
pole ou se trouve I’ovocyte. Les quelques couches entourant celui-ci représentent le cumulus
oophorus. La zone pellucide de I’ovocyte est encore plus importante et des granules corticaux
remplis de glycoprotéines viennent se positionner sous la membrane plasmique de I’ovocyte.

b. L’ovulation

Juste avant 1’ovulation, 1’ovocyte I reprend sa maturation nucléaire qui se bloque a nouveau
en métaphase de la deuxieme étape de la méiose.

Au moment de 1’ovulation, le follicule de De Graaf se situe a la surface de 1’ovaire. La paroi
du follicule et la paroi ovarienne se rompent, le liquide folliculaire contenant le complexe
cumulo-ovocytaire s’écoule dans les trompes. Le gameéte féminin ou ovocyte II peut alors étre
fécondé.

c. La phase post-ovulatoire ou lutéale

Le follicule rompu se transforme dans 1’ovaire en corps jaune. Le volume des cellules de la
theque interne et de la granulosa augmente tandis qu’elles deviennent des cellules lutéales et
synthétisent de la progestérone en grande quantité.
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Figure 6 : Schématisation de la maturation folliculaire (42)

4.2. La régulation neuro-hormonale

L’hypothalamus sécréte de la GnRH de facon cyclique et pulsatile. En début de phase
folliculaire, la fréquence et I’amplitude des pulses sont faibles. En réponse, I’antéhypophyse
sécrete dans la circulation sanguine les gonadotrophines LH et FSH. La premicre semaine, le
taux de LH est bas, celui de FSH augmente progressivement.

Cette augmentation de FSH a pour but le recrutement de follicules pré-antraux. Chaque mois
dans les deux ovaires et 85 jours avant I’ovulation, un pool de follicules pré-antraux

27



(secondaires) est recruté. Un seul d’entre eux, le follicule dominant, achévera son ovogenése
et deviendra I’ovocyte IL

Les follicules pré-antraux sécrétent dans leur liquide folliculaire des oestrogeénes synthétisés
par les cellules de la granulosa. L’aromatisation des androgénes en oestrogénes par une
aromatase au niveau du follicule dominant sélectionné, entraine une augmentation des taux
plasmatiques d’oestrogénes marquée a partir du sixieme jour. La quantité d’oestrogenes
produits ne cesse alors d’augmenter jusqu'a un pic au treizieéme jour.

Cette quantité plasmatique d’oestrogénes exerce un rétrocontrole positif sur :

- I’hypothalamus entrainant une fréquence et une amplitude plus importante des pulses de
GnRH,

- ’hypophyse entrainant une brusque libération de FSH et de LH accumulées au niveau de
I’hypophyse.

Trente-six heures aprées le pic de LH, I’ovulation se déclenche.

Juste apres 1’ovulation, le taux d’cestrogenes diminue rapidement. La LH permet la formation
du corps jaune qui secréte une petite quantité d’oestrogénes et de progestérone. Le taux
plasmatique d’oestrogénes exerce un rétrocontrdle négatif sur la libération des hormones
hypophysaires. Au bout du vingt et uniéme jour du cycle, le corps jaune dégénere. La chute
des taux hormonaux déclenche la phase de desquamation. L hypophyse n’étant plus inhibé, il
peut & nouveau sécréter les gonadotrophines et la FSH stimuler la maturation de quelques
follicules pré-antraux.
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Figure 7 : Variations des sécrétions de gonadotrophines en fonction du cycle ovarien (101)
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Figure 8 : Schéma de la régulation neuro-hormonale (101)

4.3. L’atrésie folliculaire

La maturation ne concerne pas tous les follicules primordiaux en méme temps. Avant la
puberté, beaucoup de follicules primordiaux amorcent leur maturation. Mais aucun n’atteint le
stade de follicule miir en raison d’une sécrétion de FSH insuffisante et tous dégénerent a
différents stades de maturation. On parle d’atrésie folliculaire. Les produits de dégénérescence
sont des corps atrétiques.

A la puberté, le nombre de follicules primordiaux n’est plus que de deux a trois cent mille.
Cette atrésie va continuer tout au long de la période d’activité génitale. Seulement trés peu de
follicules primordiaux de départ arrivent au stade de follicule mir soit environ quatre a cinq
cents.

A partir de 37 ans, I’atrésie folliculaire s’accélére sous I’influence de 1’augmentation du taux
de FSH. La qualité des ovocytes diminue également (53).
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5. La ménopause

La ménopause se définit par une aménorrhée d’au moins douze mois. Elle est précédée d’une
période dite de péri-ménopause de durée variable selon les individus, de plusieurs mois a
plusieurs années.

5.1. La péri-ménopause

La régulation hormonale disparait progressivement du fait de 1’atrésie folliculaire. Le taux
plasmatique de FSH augmente par diminution de la sensibilit¢ de ’hypophyse aux facteurs
inhibiteurs. Cette augmentation concerne d’abord la phase folliculaire puis tout le cycle. La
maturation folliculaire est accélérée, la phase folliculaire plus courte et donc les cycles plus
courts.

En péri-ménopause, la femme est en hyperoestrogeénie relative. En effet, le taux de
progestérone est effondré par rapport a la normale. Mais les sécrétions d’oestrogénes sont
insuffisantes pour déclencher régulierement des pic de LH et donc I’ovulation. Des cycles
plus longs succédent aux cycles trop courts.

5.2. La ménopause

a. Conséquences physiques et psychologiques de la péri-ménopause

En période de péri-ménopause, les symptomes pré-menstruels augmentent : congestions,
oedemes abdominaux. Des signes climatériques apparaissent : bouffées de chaleur, sueurs
nocturnes. Des troubles cutanés dus a I’hyperandrogénie apparaissent : acné, s€borrhée.

Les symptomes pré-menstruels psychologiques sont exagérés : humeur modifiée, fatigue,
irritabilité, des dépressions peuvent survenir. On constate également une modification de la
libido.

b. Conséquences physiques et biologiques de la ménopause

Avec Dl’avancée dans 1’age, des troubles apparaissent. Ceux-ci se confondent et sont
augmentés avec la ménopause : Troubles urinaires, troubles trophiques vulvo-vaginaux,
ostéoporose.

Pendant leur période d’activité génitale, le profil hormonal des femmes leur confére une
certaine protection vis-a-vis des maladies cardio-vasculaires. Apres la ménopause, les femmes
ont les mémes risques cardio-vasculaires que les hommes.

Du point de vue biologique, les sécrétions d’hormones ovariennes sont quasi abolies car le
stock de follicules primordiaux est presque nul. Les sécrétions de FSH et de LH en sont
augmentées par rapport a la normale car les rétrocontréles n’existent plus. Les femmes sont
¢galement en hyperandrogénie relative due a la synthése des androgénes au niveau des
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surrénales. La sécrétion de base des oestrogeénes est assurée par la transformation des
androgénes au niveau du tissu adipeux.

La ménopause ne survient pas au méme age chez toutes les femmes. En moyenne, on peut la
situer vers cinquante et un ans. Chez certaines femmes, le stock folliculaire peut étre épuisé a
I’age de quarante ans. On parle de ménopause précoce. Elle survient chez 0,9 %des femmes
(53).

6. L'insuffisance ovarienne prématurée (IOP) ou premature
ovarian failure (POF) (95

La ménopause intervient en moyenne vers 1’dge de 51 ans, quand le stock de follicules
primordiaux atteint un nombre compris entre 1000 et 1500. L’insuffisance ovarienne
prématurée se définie par I’arrét de la fonction ovarienne bien avant 1’age moyen, c'est-a-dire
avant 1’age de 40 ans et par des taux sanguins élevés de gonadotrophines (FSH et LH
>32UI/L) et des concentrations d’estradiol basses (<40pmol/L) (87).

Elle touche environ 1% des femmes de 30 a 40 ans, 0,1% des femmes de 20 a 30 ans et 1
femme de moins de 20 ans sur 10000. Trois mécanismes peuvent entrainer une insuffisance
ovarienne prématurée :

- Une anomalie de la formation des réserves de follicules primordiaux,
- Un blocage de la maturation folliculaire,
- Une atrésie trop importante des différents stades de maturation.

Dans 80% des cas, les IOP sont idiopathiques. Dans le reste des cas, I’étiologie peut étre de
nature génétique, virale, auto-immune ou iatrogéne. Dans tout les cas, elles se révelent par un
impubeérisme ou une aménorrhée primaire ou secondaire

a- Causes génétiques

D’apreés différentes études, 1’dge de survenue de la ménopause physiologique est
génétiquement déterminé et en particulier par le chromosome X. Diverses anomalies
génétiques peuvent entrainer des anomalies de la fonction ovarienne dont la survenue de POF.
Ces anomalies, de nature diverses: mutations, délétions, translocations, concernent les
chromosomes sexuels ainsi que les autosomes. Elles peuvent étre récessives ou dominantes.

b- Causes virales

La contamination par le virus des oreillons serait a 1’origine d’ovarite chez 2 a 8% des
femmes déclarant cette pathologie. Ces ovarites pourraient entrainer des cas de IOP.

c- Causes auto-immunes
Les IOP se retrouvent associées a beaucoup de maladies auto-immunes comme : le diabete de
type 1, la maladie de Basedow, la maladie de Crohn, le lupus érythémateux, la myasthénie et

I’APS (autoimmune polyendocrinopathy sindrom). Le rdle d’anticorps dirigés contre les
ovaires n’est pas établi malgré leur existence dans des cas d’IOP.
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d- Causes iatrogenes

Les insuffisances ovariennes prématurées sont le fait des traitements anti-cancéreux comme la
radiothérapie, la chimiothérapie, la chirurgie par les ovariectomies bilatérales.

C. La reproduction (17, 42)
1. Les différentes étapes de la fécondation

1.1. La migration des spermatozoides dans le tractus génital
féminin

Lors de I’¢jaculation, deux a trois cent millions de spermatozoides sont déposés au fond du
vagin mais un seul d’entre eux permettra la formation d’un zygote aprés fusion avec 1’ovocyte
II. Le passage des voies génitales exerce une véritable sélection vis-a-vis des gametes
masculins.

a. Le passage du col

En période ovulatoire, le canal cervical est ouvert et laisse s’écouler une glaire cervicale
fluide. Les spermatozoides présents entrent rapidement en contact avec elle. Celle-ci va alors
exercer une premicre étape de sélection. En effet, elle permet la filtration du sperme séparant
les spermatozoides mobiles des autres constituants du sperme : liquide séminal, cellules
rondes, spermatozoides morts ou immobiles, constituants protéiques. La glaire possede
également un pouvoir anti-bactérien.

Les spermatozoides, aidés par les contractions de la musculeuse, traversent le canal de fagcon
linéaire. Tous n’atteignent pas la cavité utérine. Certains se perdent dans les invaginations de
I’épithélium, d’autres sont anormaux ou n’ont pas une mobilité suffisante ou normale. La
durée de vie des spermatozoides dans la glaire est de 24 a 48 heures.

b. Le passage utéro-tubaire

Un a deux millions des spermatozoides de départ arrivent au niveau de la cavité utérine.
Animés d’un mouvement flagellaire rapide, ils remontent la cavité utérine. Ceux qui ne
survivent pas sont détruits par des macrophages et des polynucléaires. Les spermatozoides se
dirigent indifféremment vers les deux trompes et parcourent celles-ci pour se rendre sur le lieu
de la fécondation. Quelques uns, migrent dans la cavité péritonéale. Seulement quelques
centaines se retrouveront au niveau de I’ampoule de la trompe qui contient I’ovocyte.
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c. Réle de la migration

Outre la diminution du nombre de spermatozoides, important pour éviter la polyspermie, les
voies génitales tiennent un autre role indispensable : celui de rendre les gamétes masculins
aptes a la fécondation (fécondants).

Lors de leur passage dans le tractus, les spermatozoides entrent en contact avec la glaire, le
liquide utérin et le liquide tubaire. Leurs composants enzymatiques permettent d’éliminer de
la membrane plasmique des spermatozoides certaines protéines acquises lors de la maturation
de ces derniers dans les voies génitales masculines. Leur membrane devient alors plus
perméable aux ions calciques. Les mouvements flagellaires sont plus amples, la vitesse de
déplacement plus rapide. Ceci correspond a la capacitation des spermatozoides. Des protéines
plasmatiques sont également lysées permettant plus tard la réaction acrosomiale.
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Figure 9 : Migration des spermatozoides dans le tractus génital féminin (91)
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1.2. Adhésion des spermatozoides et réaction acrosomiale

Au niveau de I’isthme de I’ampoule tubaire, les spermatozoides sont immobilisés dans le
liquide tubaire. Ils peuvent survivre plusieurs jours avant d’étre libérés par petit groupe pour
aller vers I’ovocyte.

Les spermatozoides sont munis d’un flagelle indispensable a leur mouvement et d’une téte.
Dans cette téte se trouve le noyau renfermant le matériel génétique : vingt-trois chromatides.
Entre le noyau et la membrane plasmique se trouve 1’acrosome, réserve enzymatique.

Les quelques spermatozoides arrivant au niveau de l’ovocyte, traversent facilement les
cellules folliculeuses en libérant une hyaluronidase a partir de leur acrosome. Ils peuvent alors
¢établir une liaison spécifique entre les protéines de leur membrane plasmique et les protéines
de la zone pellucide.

L’adhésion a cette derni¢re déclenche la réaction acrosomiale. Dans la partie antérieure de la
téte des spermatozoides, la membrane externe de ’acrosome fusionne avec la membrane
plasmique des spermatozoides libérant et activant ainsi un ensemble d’enzymes.

1.3. Traversée de la zone pellucide et réaction corticale

Suite a la libération des enzymes, une cavité se forme dans la zone pellucide, permettant aux
spermatozoides de finir la traversée de celle-ci. En régle générale, un seul y parvient. Celui-ci
se retrouve alors dans 1’espace péri-vitellin situé entre la zone pellucide et la membrane de
I’ovocyte. Juste aprés avoir pénétré dans cet espace, il y a fusion entre le spermatozoide et la
membrane ovocytaire a partir de la partie postérieure de la té€te du spermatozoide. Tous les
composants de celui-ci, le noyau excepté sont détruits.

Cette fusion déclenche a son tour la réaction corticale. Les granules corticaux situés
jusqu’alors sous la membrane plasmique de 1’ovocyte libére leur contenu entrainant
I’imperméabilité¢ de la zone pellucide a d’autres spermatozoides formant ainsi la « zona
hardenning ».

1.4. La restauration de la diploidie

Une fois dans le cytoplasme de ’ovocyte, le noyau du gamete male est soumis a 1’action de
différents composants ovocytaires et se transforme en pronoyau male. En parallele, I’ovocyte
termine sa méiose, et devient le pronoyau femelle possédant lui aussi vingt-trois chromatides.
Ces deux pronuclei haploides (vingt-trois chromosomes a une chromatide décondensés a ce
moment) sont situés a I’opposé 1’un de I’autre dans la cellule.

Les deux pronuclei migrent I’un vers 1’autre. Pendant cette migration, les chromatides se
dupliquent, les chromosomes s’individualisent. Une fois au centre de la cellule, le matériel
génétique des deux pronuclei est mis en commun pour former un zygote diploide a vingt-trois
paires de chromosomes.
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2. Le développement embryonnaire

2.1. Migration et modifications de I'oeuf

Pendant 48h, le zygote formé reste au niveau de la jonction isthme-ampoule et se divise pour
donner un embryon a deux, puis a quatre cellules nommeées blastomeres. Puis il va migrer
vers la cavité utérine tout en continuant son développement. A son arrivée dans 1’utérus, 4
jours apres la fécondation, 1’ceuf est au stade de morula contenant jusqu’a une trentaine de
blastomeres. L’embryon évolue en blastocyste formé par le trophoblaste (couche périphérique
de cellules aplaties), le bouton embryonnaire (groupe de cellules accolées au trophoblaste) et
du blastocele (cavité liquidienne).
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Figure 10 : Migration et développement du zygote (91)

2.2. Nidation et gestation

C’est le sixieéme jour apres la fécondation que la zone pellucide s’ouvre pour libérer le
blastocyste. Il s’accroche puis s’implante dans I’endomeétre a partir du septieéme jour. Au bout
de 12 jours, I’ceuf est complétement incorporé dans la muqueuse utérine. L’organisme feetal
établit des relations avec I’organisme maternel par I’intermédiaire du placenta annoncé par le
trophoblaste. Par I’apport de nutriments et d’oxygeéne par le cordon ombilical, le feetus évolue
pendant neuf mois dans la cavité utérine avant d’étre libéré lors de I’accouchement.
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DEUXIEME PARTIE

LES ANTI-CANCEREUX ET LEUR TOXICITE SUR LES
FONCTIONS REPRODUCTIVES DE LA FEMME
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La deuxieéme partie de ce travail comprend deux parties. Dans la premicre, nous décrirons
successivement les principes de la radiothérapie, ses effets sur I’organisme et en particulier
sur les organes de 1’appareil reproducteur féminin. Puis de la méme maniére, nous évoquerons
les principes et les effets de la chimiothérapie.

A. La radiothérapie (55)

1. Définition de la radiothérapie

La radiothérapie correspond a ’utilisation de radiations ionisantes dans le but de controler et
de traiter des cancers en détruisant localement et le plus sélectivement possible les cellules
tumorales.

Les radiations ionisantes sont constituées d’un flux de particules (électrons, protons, neutrons,
ions) ou de photons (X ou y) en mouvement dont 1’énergie varie de quelques dizaines de KeV
a quelques centaines de MeV.

On utilise comme unité de dose le Gray (Gy). Il correspond a la quantité d’énergie en Joules
recue par kilogramme de matiere.

L’effet thérapeutique recherché est obtenu par I’interaction des radiations ionisantes avec le

fonctionnement cellulaire. Ce processus comprend plusieurs étapes et fait intervenir de
nombreux acteurs cellulaires.

2. Origine des radiations ionisantes

Les radiations ionisantes sont produites par deux mécanismes :

- La désintégration radioactive d’atomes naturels ou artificiels dont sont issus les photons y et
les ¢électrons.

- L’accélération de particules dont sont issus neutrons, protons, ions, électrons et photon X.

3. Les différents types de radiothérapies

On peut distinguer trois types de radiothérapies : la radiothérapie externe, la curiethérapie et la
radiothérapie interne.

3.1. La radiothérapie externe

Les radiations émises sont de nature photonique ou particulaire. Elles sont émises par deux
types d’appareils :

-des générateurs de rayons X
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-des acce¢lérateurs de particules :

-accélérateurs d’électrons : lin€aires
-accélérateurs de particules lourdes (protons) : cyclotron, synchrocyclotron

Lors d’'un méme traitement, des radiations ionisantes de différente nature peuvent étre
associées.

Avant d’effectuer le traitement, il faut déterminer le volume a traiter (imagerie, tatouages), la
position du patient (moyens de contention), la nature et la puissance du rayonnement. Ceci se

fait lors de séances de simulation.

La dose thérapeutique en radiothérapie externe varie de 15 a 85 Gy fractionnée en plusieurs
séances échelonnées sur une plus ou moins longue période.

Toute la dose émise n’atteint pas le site tumoral a traiter : une partie est absorbée par le
milieu, une autre est déviée, la dernic¢re se propage en ligne droite vers le site et les tissus plus

profonds. Les tissus sains sont donc également concernés par [’action des radiations
ionisantes.

3.2. La curiethérapie

La source radioactive émettrice de rayonnements est placée via des dispositifs médicaux
(tubes, gouttiére ou aiguille) dans ou a proximité de la tumeur.

Les sources radioactives les plus couramment utilisées en curiethérapie sont : le Césium 137,
I’Iridium 192 et I’Tode 125.

Les rayons y générés ont une énergie comprise entre 30 keV et 0,66 MeV.

Avec cette technique, c’est d’abord la tumeur qui est atteinte limitant ainsi une exposition
trop importante des tissus sains.

3.3 La radiothérapie interne

Cette technique correspond a l’injection d’un radioélément (ex Iode 131) a 1’aide d’un
vecteur.

4. Les indications de la radiothérapie

Aujourd’hui, la prise en charge des cancers passe d’abord par la chirurgie (50%) puis par la
radiothérapie (28%). Mais celle-ci posséde de nombreuses indications.
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4.1. But curatif

La radiothérapie est principalement utilisée a visée curative : 65% des indications (90).

Seule, la radiothérapie externe permet de traiter certains types de cancers dans lesquels les
tumeurs sont :

- radiosensibles en utilisant une dose fractionnée de 25 a 45 Gy,
- ou de petite taille (ORL, mammaires, gynécologiques, prostatiques) par une dose de 45 a 70

Gy délivrée dans un petit volume (associée ou non a la curithérapie).

Elle permet également de prendre en charge des cancers inopérables du fait de la localisation
de la tumeur ou de 1’état du patient.

Mais le plus souvent, la radiothérapie est associée a la chirurgie et/ou a la chimiothérapie :

- Avant une chirurgie : Elle permet de diminuer le volume des tumeurs en utilisant une dose
inférieure a 45 Gy.

- Apres la chirurgie, elle permet de compléter 1’exérése ou diminuer le risque de récidive
locale.

En per opératoire, 15 a 25 Gy permettent de stériliser le site en éliminant les cellules

tumorales qui auraient pu rester. Associée a la chimiothérapie, elle permet de diminuer le
risque de récidive locale et de métastases.

4.2. But palliatif

La radiothérapie est aussi utilisée a titre palliatif : comme antalgique lors de la présence de
métastases hépatiques ou osseuses ou comme hémostatique dans les métrorragies de cancers
gynécologiques.

4.3. Autres indications

Seule, la radiothérapie est utilisée pour prévenir le risque de récidive locale ou le
développement de métastases a I’aide de 18 a 60 Gy. Elle est ¢galement utilisée dans la
préparation des greffes de moelle et dans le traitement de certaines maladies auto-immunes.
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5. Le mécanisme d’action des radiations ionisantes (55, 69)

Le mécanisme d’action des radiations ionisantes se fait en plusieurs étapes. L’effet
cytotoxique résulte de 1’action des radiations et d’espéces réactives générées in situ sur les
composants cellulaires.

5.1 Etape physique

Cette étape conduit la matiere dans un état énergétique supérieur par interaction entre le flux
de particules incidentes et I’environnement. L’ionisation se fait a la fois de maniére directe et
indirecte et dure 10" secondes.

a. Action directe

Ici, ce sont les radiations qui sont elles mémes a I’origine de I’ionisation de la matiére. Le
type d’interaction varie selon la nature et I’énergie du rayonnement incident :

Un flux composé d’¢lectrons (10 KeV-30 MeV) interagit avec la matiere selon des forces
Coulombiennes. Un flux composé de photons interagit avec la matiére selon 1’effet Compton
(>20 KeV) ou I’effet photoélectrique.

Dans les deux cas, les particules incidentes sont déviées et les ¢électrons délogés de leur
couche ¢électronique sont émis a plus ou moins longue distance et peuvent a leur tour ioniser
la matiere. Parfois les collisions sont a 1’origine de la production de photons X pouvant
¢galement interagirent avec la matiére.

A chaque interaction, les électrons secondaires perdent un peu d’énergie et ’ionisation se
poursuit jusqu'a ce que celle-ci soit proche de 10 eV. De ce fait, le volume d’action de ces
radiations ionisantes est important.

A P’inverse un flux composé de particules lourdes (particules a) ionise peu de volume et selon
un trajet relativement lin€aire.

b. Action indirecte

Les radiations agissent €galement sur ’environnement aqueux de la matiere et sont
responsables de la radiolyse de I’eau. Cette action génere in situ des especes radicalaires
hyper-réactives du fait de leur instabilité.

De telles especes sont également issues de notre métabolisme (chaine respiratoire) et sont
produites en plus grande quantité¢ que celle induite par les radiations ionisantes mais leurs
effets sont limités par un ensemble de systémes enzymatiques (superoxyde dismutase,
catalases...)
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5.2 Etape physico-chimique

Apres la phase d’excitation/ionisation, les différents composés cellulaires retombent a leur
niveau énergétique de base par rupture de liaison covalente entrainant la formation de
radicaux libres eux-mémes instables puis par réarrangement de ceux-ci. Quelques secondes a
quelques minutes apres I’irradiation, les cellules présentent de nombreuses 1ésions.

Les cibles des radiations ionisantes sont les macromolécules cellulaires : protéines de la
membrane, du plasma, du noyau. Les deux plus importantes sont :

a. L’acide désoxyribonucléique : ADN

L’ADN représente la principale cible des radiations et des radicaux. Suite a une irradiation, la
double hélice d’acides nucléiques présente diverses 1ésions :

- Modification ou perte d’une base,
- Cassures simple ou double brin,

- Pontages protéine-ADN,

- Réarrangements chromosomiques.

b. La membrane cellulaire

Apres irradiation, on peut observer :

- Péroxydation lipidique,

- Pontage Protéine-ADN,

- Changement conformationnel,

- Activation de protéines membranaires telle que la shingomyélinase a I’origine du céramide
impliqué dans I’apoptose.

5.3 La réponse cellulaire

Les Iésions radio-induites vont perturber le fonctionnement de la vie cellulaire. L’effet
biologique des radiations se traduit par des Iésions de I’ADN, des mutations, des aberrations
chromosomiques ou la mort cellulaire.

La réponse cellulaire aux agressions met en place de nombreuses cascades de réactions et
d’interactions entre plusieurs groupes d’acteurs cellulaires dont le rdle est :

-De détecter les Iésions : lieux, nature,
-D’arréter le cycle afin de remédier aux 1ésions ou engager le processus d’apoptose.

Le choix de la mort cellulaire dépend de la nature des I1ésions et les capacités de réparation de

la cellule. En effet, les cellules possédent des systémes enzymatiques de réparation de I’ADN
faisant intervenir selon la nature de la 1ésion des : ligases, polymérases, endonucléases....
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On classe les atteintes en trois catégories :

-Les 1ésions 1étales : elles ne peuvent étre réparées et conduisent inévitablement a la mort
cellulaire

-Les Iésions sublétales : elles peuvent étre réparées. Elles deviennent 1étales si la cellules ne
possede pas les capacités suffisantes : altérations trop nombreuses, systémes enzymatiques
dépassés

-Les 1ésions potentiellement létales : leur réparation dépend des conditions. Elle ne peut se
faire si la multiplication cellulaire est trop rapide.

La membrane plasmique intervient également dans la réponse cellulaire mais son rdle n’est
pas complétement connu. Il a été observé que des cellules non irradiées, au voisinage de
cellules irradiées développaient des anomalies au niveau de I’ADN.

5.4 Etape tissulaire

Les deux types de populations cellulaires, qu’elles soient d’origine tumorale ou non, sont
concernés par les 1ésions radio-induites et les réparations.

Les cellules cancéreuses sont des cellules a multiplication rapide, anarchique, favorisant
I’accumulation des 1ésions. Leurs systémes enzymatiques moins performants ne permettent
pas des réparations correctes ou suffisantes. Les cellules tumorales sont des cellules dites « a
faible capacité de réparation » rendant ce type de cellules plus radiosensibles que les cellules
saines.

D’autre part, le fractionnement de la dose permet entre deux séances, la réparation des Iésions
au niveau des cellules saines et une repopulation des tissus sains a partir des cellules souches
résiduelles. Méme si la radiothérapie entraine la perte des deux types de populations
cellulaires, le fractionnement permet une perte de masse tumorale limitant les effets déléteres
sur les tissus sains.

Cependant, suite a 1’action des différentes enzymes, le brin d’ADN peut étre restitué¢ a
I’identique, le métabolisme cellulaire peut se poursuivre. Parfois, la persistance d’erreur
entraine la formation d’un brin d’ADN présentant des mutations. Celles-ci peuvent étre sans
conséquence sur le fonctionnement cellulaire ou a 1’origine de cancérisation. Ces mutations
peuvent ¢galement étre transmises a la descendance si elles concernent les cellules
germinales.
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Figure 11 : Action des radiations ionisantes sur les populations cellulaires (90)

6. La toxicité de la radiothérapie sur les différents
systémes

La radiothérapie est a I’origine de nombreux effets secondaires. Ceux-ci peuvent étre classés
en deux catégories : des effets déterministes qui surviennent toujours deés que la dose de
tolérance pour un organe est dépassée et des effets aléatoires qui se manifestent surtout dans
le temps par suite de transformations cellulaires : cancérisation secondaire.

Mais on classe surtout les effets secondaires selon leur délai de survenue. Qu’ils soient aigus
ou chroniques, leur apparition est fonction du volume irradié, de la dose administrée, de la
tolérance spécifique de I’organe et de I’association a une chimiothérapie (55).

6.1 Les effets secondaires aigus (55, 73, 94)

Dans les tissus sains, les cellules souches en se divisant assurent le renouvellement des
populations cellulaires vieillissantes et le maintien d’un stock de cellules souches. L’ADN de
ces cellules, encore capables de se diviser, est la cible la plus importante des radiations
ionisantes. Suite a leur action, la multiplication insuffisante des cellules souches résiduelles
est a I'origine de la raréfaction des cellules dans les tissus sains et de la manifestation de
signes cliniques.

Les effets secondaires aigus se manifestent pendant le traitement et/ou dans les quelques

semaines qui suivent, et ceci d’autant plus rapidement que le tissu est a renouvellement
rapide : tissu cutanéo-muqueux, digestif et moelle osseuse.
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Ces effets secondaires sont pour la plupart réversibles et nécessitent une surveillance du
patient pendant le traitement et souvent la mise en place de thérapeutiques adaptées. Ils
peuvent aussi étre une cause d’interruption du traitement.

Tableau 1 : Effets secondaires aigus suite a 1’irradiation de différents systémes (55, 73)

Irradiation Effets recensés Dose
totale
Cutanée Radiodermites : ¢épilation, érythéme, oedéme,
sécheresse, desquamation.
Des voies aéro-digestives Mucites, Des 15 Gy
supérieures (VADS) Dysphagies, dysgueusies ou agueusies,
Xérostomies. Dés 30 Gy
Nausées, vomissements, diarrhées, douleurs
abdominales, inflammation et ulcération de la
Abdominale muqueuse intestinale, malabsorption de
nutriments, sténose, nécrose,
Cystites.
De la moelle osseuse Neutropénie thrombopénie anémie
De la moelle épiniere Paresthésies Deés 45 Gy
Cardiaque et médiastinale Péricardite aigue
Pulmonaire Pneumopathie aigué symptomatique ou non Dées 40
Gy.
Hypertension intracranienne
Signes neurologiques : somnolence, ralentissement
Encéphalique intellectuel, difficulté¢ d’apprentissage (démyélinisation

des fibres nerveuses.)

6.2 Les effets secondaires chroniques (55, 73)

Les effets secondaires chroniques ne se manifestent qu’au moins six mois apres la fin de la
radiothérapie voire plusieurs années apres. Ils sont la conséquence de I’atteinte cellulaire et de
I’atteinte de I’endothélium des vaisseaux sanguins provoquant une fibrose progressive.
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Tableau 2: Effets secondaires chroniques suite a 1’irradiation de différents systémes (55, 73)

Irradiation Effets recensés Dose totale
Radiodermites chroniques : | > a 60 Gy
fibrose sous cutanée, xérose, hypo- ou

Cutanée hyperpigmentation, télangiectasies.
Risque de nécrose cutanée.
Radiomucites  chroniques et | >a 65 Gy
risque de radionécrose
ORL Xérostomies chroniques >2a35 Gy
réversibles ou non (Sensibilit¢ aux
infections buccales et dentaires).
Coloration noire des dents.
Développement de  nodules
De la glande thyroide bénins, de la maladie de Graves
Basedow, d’Hashimoto et de
cancer de la thyroide.
Péricardite chronique,
Dommages valvulaires
Médiastino-pulmonaire Risque de développer une | >a45 Gy

maladie ischémique
Fibrose pulmonaire

Plus de 2 Gy par séances
et dés 20 Gy.

Abdomino-pelvienne

Fibroses et adhérences digestives,
llgite et rectite  radique
chroniques

Occlusion intestinale, nécrose
Sclérose et atrophie du glomérule

Des 10 Gy (+

rénal et des tubules Chimiothérapie)
Insuffisance rénale chronique
Cystites radiques non bactérienne

De la moelle épiniere Troubles neurologiques | 45 Gy en 4,5 semaines
irréversibles :  paraplégie  ou | (faute technique)
tétraplégie.

6.3 Les effets de Ila radiothérapie sur la
développement intellectuel (55, 73)

croissance et le

Les enfants souffrant d’une pathologie cancéreuse ont une croissance staturale ralentie du fait
d’un hypercatabolisme engendré par la pathologie et les traitements. Apres la thérapie, le
retard se comble mais la taille finale est souvent inférieure a celle prévue. Les radiations
ionisantes peuvent affecter la croissance par une action directe sur les cartilages de croissance

ou en entrainant un déficit neuro-endocrinien nécessitant un traitement par

croissance.

hormone de
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En agissant sur I’axe hypothalamo-hypophysaire, la radiothérapie peut étre a 1’origine de
puberté plus précoce contribuant également a réduire la taille finale. L’age est aussi un facteur
clé : plus I’enfant est jeune, plus les conséquences sur la croissance sont importantes.

Des irradiations partielles des vertébres sont a 1’origine de douleurs dorsales, de scoliose se
révélant au moment de la puberté. Une distribution asymétrique du poids et un gain de poids
peuvent aussi étre observés du fait d’une sensibilité du tissu adipeux.

L’irradiation du systéme nerveux est rarement a 1’origine d’un grave déficit mental mais
plutot de difficultés d’apprentissage liées a des troubles de 1’attention ou de la mémorisation.
L’importance de ces effets est fonction de la dose regue et de I’age de I’enfant. Pour des
doses de 18-24 Gy, les enfants de moins de deux ans montrent des difficultés a apprendre les
bases alors que des enfants plus adgés en présentent pour des choses plus complexes. Des
doses supérieures a 36 Gy entrainent des déficits plus importants nécessitant une prise en
charge adaptée.

7. La toxicité de la radiothérapie sur les fonctions
reproductives

7.1 Action sur le développement pubertaire

Les irradiations craniennes a fortes doses, supérieures a 24Gy, peuvent induire un retard dans
le développement pubertaire. A I’inverse, des doses inférieures sont responsables d’une
puberté précoce. Ces effets sont la conséquence de I’action des radiations sur 1’axe
hypothalamo- hypophysaire. Pour cela, il est nécessaire que le développement et la croissance
des petites filles soient suivis pour instaurer une hormonothérapie si nécessaire. (16, 73).

7.2 Action sur le développement mammaire (73)
Des radiations locales de 10 Gy entrainent des hypoplasies mammaires, 20 Gy suffisent pour

stopper le développement mammaire. Une croissance asymétrique survient apres irradiation
unilatérale.

7.3 Action sur les fonctions ovariennes

a. Exposition des ovaires aux radiations (87)

Les ovaires se trouvent exposés aux radiations ionisantes lorsqu’ils sont contenus dans le
champs d’irradiation ou a proximité lors des traitements de pathologies abdomino-pelviennes
(les cancers du col de I'utérus, les cancers rectaux), de pathologies cancéreuses
hématologiques ou lors d’irradiation corporelle totale.

IIs sont également exposés aux rayonnements diffusés lors d’une irradiation a forte dose d’un
volume adjacent.
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b. Mécanisme de la toxicité des radiations sur I’ovaire (57)
Les radiations ionisantes sont a 1’origine :

- d’une déplétion folliculaire,
- d’une fibrose ovarienne conséquente a I’ischémie.

Le mécanisme de cette toxicité n’est pas encore totalement élucidé, mais il fait en partie
intervenir les 1ésions radio-induites de I’ADN et I’induction de I’apoptose dans les cellules
germinales.

Le stock de follicules primordiaux étant fixé et non renouvelable, 1’atteinte de celui-ci
entraine une perte d’activité ovarienne qui concerne a la fois la production de gametes et celle
d’hormones.

La perte de la fonction ovarienne ou insuffisance ovarienne peut se manifester de fagon

aigue : on parle d’ «acute ovarian failure » (AOF). Mais elle peut également intervenir des
années apres le traitement et ainsi étre a I’origine d’une ménopause précoce (13, 77).

c. Les insuffisances ovariennes aigues ou acute ovarian failure (AOF)

Dans le cadre des anti-cancéreux et plus particuli¢rement de la radiothérapie, les AOF se
définissent par 1’absence de régles depuis toujours ou I’arrét des menstruations dans les 5 ans
qui suivent le diagnostic du cancer (13).

Trois facteurs interviennent dans le degré et la persistance de ces effets : ’Age de la patiente
au moment de I’irradiation, la dose cumulée, le volume irradié.

1. L’age

Les AOF se manifestent différemment selon I’age au moment de la radiothérapie.

1.1. Avant la puberté

Quand la radiothérapie a lieu pendant I’enfance, elle peut entrainer un impuberisme a
I’adolescence. Lorsque celle-ci a lieu pendant la puberté, elle peut entrainer un arrét de celle-

ci. Dans ces deux cas, une thérapie hormonale substitutive sera mise en place (87).

Si le développement est spontané, les jeunes filles peuvent présenter des irrégularités
menstruelles et des taux temporairement élevés de gonadotrophines.

Une étude récente a évalué la prévalence des AOF dans une cohorte de 3390 patientes traitées
dans leur enfance ou leur adolescence pour un cancer par radiothérapie et/ou chimiothérapie

(13).
Elle estime que les AOF surviennent chez peu de patientes (6,3% de la cohorte). Elle fait de la

radiothérapie un important facteur de survenue d’AOF puisque 54% des « patientes AOF » de
cette cohorte ont regu au moins 10 Gy au niveau des ovaires.
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Cette ¢tude ne précise pas le délai moyen d’apparition de I’AOF apres la radiothérapie, mais
elle montre que le risque est majoré par I’administration concomitante de certaines
chimiothérapies, par un age supérieur a 12 ans au moment du traitement et 1’utilisation de
doses importantes.
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Figure 12 : Incidence de développement d’AOF en fonction de la dose recue par les ovaires
selon 1’age au moment du diagnostic (13)

1.2. Apres la fin de la puberté

Peu de données sont disponibles sur les effets biologiques et cliniques de la radiothérapie
effectuée pendant la période d’activité génitale. Aprés de faibles doses d’irradiations
craniennes, on peut observer une diminution de la sécrétion de LH, de la durée de la phase
lutéale. Des irrégularités menstruelles et des aménorrhées sont observées suite a des
irradiations abdomino-pelviennes (87).

Le rétablissement de 1’activité ovarienne et des cycles dépend alors de la sensibilité
individuelle, de I’age et de la dose administrée.

Les femmes plus agées sont plus sensibles a la radiotoxicité du fait d’un stock de follicules
amoindri. Plus I’age au moment du traitement est avancé, plus la période d’aménorrhée est
grande, entrainant ainsi une ménopause définitive par perte de la fonction ovarienne.

En 1976, des études montraient qu'une ménopause pouvait étre induite par 6 Gy chez une
femme de plus de 40 ans et par 20 Gy chez une femme de moins de 40 ans. Aujourd’hui la
sensibilité ovarienne des femmes plus agées est confirmée puisqu’on estime qu’une femme de
plus de 40 ans peut étre ménopausée par 1Gy (57).
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Plus I’age au moment du traitement augmente, plus la dose stérilisante effective, a partir de
laquelle I’insuffisance ovarienne survient immédiatement apres traitement et dans 97,5% des
patientes, diminue. Elle est de 16,5 Gy a 20 ans et 14,3 Gy a 30 ans (36).

2. La dose cumulée

La destruction des follicules primordiaux est dose-dépendante (100). Depuis 1989, on
considérait qu’a partir de 4 Gy, la moitié des réserves folliculaires pouvaient étre détruites
(57). Aujourd’hui, de nouveaux modeles mathématiques permettent de ramener la DL50 des
follicules primordiaux humains 2 moins de 2 Gy (87).

Aujourd’hui, on estime que 8-9 Gy représente une dose castratrice (« immédiate »), c'est-a-
dire pouvant induire une ménopause définitive chez toutes les adultes. En revanche, 4 Gy
permettent un cycle ovarien normal chez 80% des femmes agées de moins de 30 ans (87).

Chez les fillettes, la réserve folliculaire plus importante permet une moins grande sensibilité
des ovaires aux radiations. A partir de 10 Gy, les AOF peuvent survenir et le risque croit avec
la dose (53). La dose potentiellement castratrice est évaluée entre 15 et 20 Gy. Par modele
mathématique, elle a été plus précisément définie a 20,3Gy a la naissance et a 18,4 Gy vers
10 ans (36).

Le fractionnement de la dose est également un facteur important. Lors d’irradiations
corporelles totales par des doses < a 10 Gy avant la puberté, 55 a 80% des patientes
développent une insuffisance ovarienne, alors que de plus fortes doses fractionnées sont
moins toxiques. Mais au-dela de 15 Gy, méme délivrés de fagon fractionnée, 100%des

patientes présentent une AOF. A partir de 25 ans, les irradiations corporelles totales sont plus
toxiques (57).

3. Le volume irradié (32)

Le risque d’insuffisance ovarienne augmente selon la position des gonades par rapport au
champ d’irradiation. Selon une étude, le risque :

- Est presque nul quand au moins un des deux ovaires est en dehors de ce champs recevant
une dose d’environ 1,5 Gy.

- Il augmente a 14% quand les deux ovaires sont en bordures de champs recevant 1 a 10 Gy et
a 68% quand les deux sont contenus dans le champ recevant 12 a 50 Gy.

d. La ménopause précoce

Les femmes considérées ménopausées précocement sont celles (77) :

-expérimentant une longue période d’aménorrhée (plus de 12 mois) juste apres le traitement,
considérée comme aménorrhée définitive,
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- ainsi que les femmes qui maintiennent des cycles pendant le traitement ou qui récuperent
des cycles rapidement apres, mais qui cesseront avant 1’age de 40 ans.

En effet le maintien d’une fonction ovarienne pendant, ou une récupération juste apres le
traitement ne veut pas dire que celle-ci soit indemne. La déplétion folliculaire et I’inhibition
de la croissance folliculaire entrainent un épuisement prématuré du stock, avancant d’autant la
disparition des cycles menstruels et 1’age de la ménopause. Encore une fois, la dose et I’age
sont deux facteurs augmentant le risque de survenue de ménopause précoce.

Le risque de ménopause précoce augmente significativement avec la dose d’irradiation
pelvienne (16) :

Chez des femmes ayant recu des irradiations pelviennes +/- chimiothérapie lors de leur
enfance, le risque relatif de ménopause précoce par rapport a celles traitées uniquement par
chirurgie conservatrice (non stérilisante) augmente avec la dose regue (57) :

- 1,02 pour des doses inférieures a 20 Gy,
- 1,37 pour des doses comprises entre 20 et 35 Gy,
- 3,27 pour des doses supérieures a 35 Gy.

Le risque de ménopause précoce augmente significativement avec 1’dge au moment du
traitement (16).

Chez l’enfant, un systéme d’autorégulation permettrait de diminuer l’atrésie folliculaire
physiologique pour diminuer P’atteinte de la réserve folliculaire par les anti-cancéreux et
maintenir la fonction ovarienne a plus long terme. Avec 1’age, les réserves folliculaires
diminuant, cette régulation disparaitrait. La ménopause précoce surviendrait donc plus tot
chez des femmes recevant des radiations a 1’age adulte que chez celles qui en ont regu
pendant leur enfance (100).

Toute femme ménopausée prématurément se retrouve alors exposée plus rapidement et plus

longtemps aux mémes facteurs de risques cardiovasculaires et d’ostéoporose qu’une femme
ménopausée a un age normal, nécessitant une prise en charge thérapeutique et un suivi.

7.4. Action sur l'utérus (16)
Les irradiations abdomino-pelviennes ont également des effets déléteres sur I'utérus affectant
sa structure et sa vascularisation. Des doses supérieures a 30 Gy peuvent rendre ces effets

irréversibles malgré une administration de stéroides sexuels.

Les données disponibles proviennent essentiellement de 1’observation de 1’utérus de femmes
irradiées pendant I’enfance.

a. Observations histologiques (52)
L’endometre peut présenter une atrophie des glandes épithéliales, une inflammation sous-

¢épithéliale ou une fibrose. Le myomeétre montre des zones d’atrophie musculaire et de
sclérose des artérioles utérines
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b. Observations macroscopiques (16, 52)

Les patientes ayant subi une radiothérapie pendant I’enfance ont un volume utérin réduit a
I’age adulte:

Des irradiations corporelles totales par 14,4 Gy regues pendant I’enfance sont a 1’origine d’un

volume utérin adulte réduit d’environ 40% par rapport a la normale (40 mL) aprés un
traitement hormonal.

c. Mécanisme (16)

Cette croissance insuffisante s’explique par I’atteinte des artéres utérines ne permettant pas
une vascularisation optimale ainsi que par I’insuffisance ovarienne.

L’insuffisance oestrogénique est également a 1’origine d’une non prolifération de I’endométre.

d. Facteurs aggravants (52)

1. L’age

L’utérus est d’autant plus sensible que I’irradiation a lieu avant la puberté avec un volume
final d’autant plus réduit que ’enfant était jeune au moment de I’irradiation. L’ utérus des
femmes en pré-ménopause subit également les effets de la radiothérapie : réduction de la taille
utérine et de 1’épaisseur endometriale.

2. La dose

Pour de faibles doses, la femme peut présenter un utérus asymptomatique. En revanche, pour
30 Gy, I'utérus peut ne pas répondre a une stimulation oestrogénique (taille, endometre).
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Figure 13 : Relation entre le volume utérin aprés trois mois d’hormonothérapie et 1’age au
moment de [’irradiation (16)

7.5 Action sur la procréation et la fertilité

Les femmes traitées dans leur enfance par radiothérapie, voient leur fertilité diminuer de part
I’action de celle-ci sur I’axe hypothalamo-hypophysaire, la réserve ovarienne et sur I’utérus.

En 1989, Byrne ef al estimaient une fertilité relative de 0,85 (0,78 a 0,92) pour les femmes
ayant regu des irradiations sous diaphragmatiques par rapport aux autres (16).

Plus tard, en 1999, Chiarelli et a/ ont étudié le risque d’infertilité chez des femmes ayant été
traitées dans leur enfance par radiothérapie, plus ou moins chimiothérapie, par rapport a celle
des femmes traitées uniquement par chirurgie non stérilisante.

Leur ¢tude montre que la dose est un facteur important puisque 20 a 35 Gy sont responsables
d’infertilité dans 22% des cas, et que plus de 35 Gy entrainent 32% d’infertilité (57).

Quand une grossesse intervient chez les femmes ayant été traitées par radiothérapie, les
complications obstétricales sont plus nombreuses que dans le reste de la population. On
observe une augmentation (16, 52) :

-du nombre de fausses couches : 20-30 Gy peuvent entrainer ’arrét de grossesse par non-
distensibilité utéro-abdominale,

-de placentation anormale,

-de la mortalité péri-natale (14,9%),

-de la prématurité (21%).
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7.6 Action sur la descendance (32, 52, 68)
L’effet tératogene de I’irradiation in utero varie en fonction du stade de développement.

L’ceuf, soumis a des radiations pendant la période d’implantation ne survit pas. Ensuite,
pendant I’embryogencse et I’organogenése, il existe un risque de malformations. Ce risque est
maximal entre la huitiéme et la seiziéme semaine de développement :

- Malformations de membres,
- Anomalies du systéme nerveux central,
- Retard de croissance in utero.

L’atteinte de la vascularisation utérine est a I’origine de ce retard de croissance in utero et
d’enfant avec un petit poids de naissance (<2500 g). Les enfants nés de meére ayant subi une
irradiation corporelle totale (TBI) sont de poids encore inférieur. En revanche, il n’y aurait
pas d’augmentation du nombre de cas d’enfant mort-né.

Le risque de cancérogenése reste tres faible en dessous de 0,3 Gy. Les recommandations de
radioprotection font envisager aux patientes une interruption thérapeutique de grossesse (ITG)
au-dela de 0,2 Gy, dose d’examen radiologique. Les radiations sont a 1’origine de fausse-
couche a partir de 3,5 Gy (68).

Il n’est pas noté d’augmentation d’anomalies congénitales, de maladies génétiques ou de
cancers chez les enfants de femmes traitées pour un cancer dans leur enfance (32).

7.7. Conclusion

La radiothérapie est responsable de nombreux effets secondaires comprenant une
gonadotoxicité. Celle-ci se manifeste par une fibrose utéro-ovarienne et une destruction
folliculaire menant a une perte de la fonction ovarienne a plus ou moins long terme. Ces effets
dépendent de 1’age, de la dose et du volume d’irradiation et conduisent et a une hypofertilité
voire a une infertilité des patientes.

B. La chimiothérapie

1. Définition

La chimiothérapie consiste en 1’utilisation de substances cytotoxiques dans le but de traiter
des cancers. Une substance cytotoxique définie également par les termes anti-cancéreux, anti-
tumorale ou anti-néoplasique doit posséder une certaine sélectivité vis-a-vis des cellules
génétiquement transformées (33).
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2. Indications

2.1. Mode d’administration (83)

La chimiothérapie est un traitement administré le plus souvent par voie systémique (per os,
intraveineuse...).

Dans certains cas, la chimiothérapie peut étre locorégionale (intra-arterielle, intra-péritonéale,
intra-téchale). Par exemple, le traitement de tumeurs méningées peut se faire par voie intra-
téchale du fait de la faible diffusion des anti-cancéreux dans le liquide céphalo-rachidien
(LCR).

2.2. Les différents types de chimiothérapies (33, 83)

L’objectif du traitement peut étre curatif. Dans ce cas, [’association a un traitement local
comme la chirurgie et/ou la radiothérapie, est le plus souvent utilisée. Selon le moment

d’administration des cytotoxiques par rapport au traitement local, on définie la chimiothérapie
adjuvante et la chimiothérapie néo-adjuvante.

a. La chimiothérapie adjuvante

Elle est réalisée apres le traitement local et permet de compléter I’action de celui-ci en
détruisant les éventuelles cellules cancéreuses qui auraient pu migrer dans 1’organisme. Elle
est surtout utilisée lorsque le risque métastatique est élevé.

b. La chimiothérapie néo-adjuvante

A I’inverse, elle est réalisée avant le traitement local et a pour fonction :

- De diminuer la taille des tumeurs, facilitant leur exérése ou évitant ainsi des chirurgies trop
mutilantes,

- D’éviter le développement de métastases.

Dans des cas de maladies trop avancées ou de tumeurs chimio-résistantes, 1’administration
d’anti-tumoraux est utilisée dans un but palliatif : soulager les malades, allonger leur survie.

3. Pharmacologie des anti-cancéreux (33, 83)

Le but des thérapeutiques anti-néoplasiques est d’inhiber la prolifération des cellules
tumorales en bloquant la réplication de ’ADN a différents niveaux.
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3.1. Les anti-tumoraux réagissant directement avec ’ADN

a. Les agents électrophiles

IIs forment une liaison covalente avec ’ADN par D'intermédiaire d’un radical alkyle
empéchant la lecture par les ADN polymérases et bloquant ainsi les mécanismes de
réplication. (cf. Annexe 1 : Classification des agents électrophiles)

b. Les agents intercalants

Ces molécules d’origine naturelle (Streptomyces) ou synthétique sont composées de plusieurs
noyaux aromatiques. Cette conformation plane leur permet de se fixer a ’ADN par liaison
¢lectrostatique et d’entrainer une déformation de la double hélice rendant impossible la
progression des polymérases.

Tableau 3 : Classification des agents intercalants (23)

Les Anthracyclines Les Anthracenediones
Daunorubicine Cérubidine® Mitoxantrone = Novantrone®
Daunoxome®
Doxorubicine ou Adriblastine®
Adryamycine Caelix® Myocet®
Epirubicine Farmorubicine®
Idarubicine Zavedos®
Pirarubicine Théprubicine®

Les Anthracyclines générent également des radicaux libres toxiques pour les cellules.

c. Les agents scindants

Ces molécules planes se glissent dans la molécule d’ADN en formant des complexes instables
a l’origine de la production de radicaux libres. De part leur action, ces agents sont considérés
comme des radiomimétiques.

Tableau 4 : Classification des agents scindants (23)

DCI Nom commercial Origine

Bléomycine Bléomycine bellon® issus des
Streptomyces

Dactinomycine = Actinomycine D Cosmegen® issus des
Streptomyces

Acétate d’¢lliptinium Celeptium® végétale
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3.2. Les anti-tumoraux réagissant indirectement avec ’ADN

a. Les anti-métabolites : agents inhibant la synthése d’acides nucléiques

D’une fagon générale, ils interférent dans la synthése d’ADN en inhibant des enzymes
nécessaires a sa fabrication ou en s’incorporant dans la chaine d’acides nucléiques néoformée.

1. Les anti-foliques

Ces agents possédent une analogie structurale avec 1’acide folique. Leur liaison a la
dihydrofolate réductase entraine une inhibition compétitive de celle-ci.

I1 en résulte une carence en folates réduits dans la cellule et ainsi une inhibition d’enzymes
folates dépendantes et clés de la syntheése de Thymidine et de bases puriques : la Thymidilate
Synthétase (TS) et la Glicinamide Ribonucléotide Formyltransférase (GARFT).

Les molécules commercialisées sont :

Méthotrexate = Ledertrexate®
Raltitrexed = Tomudex®
Pemetrexed = Altima®

2. Les analogues de bases puriques

Ce sont des analogues structuraux qui apres activation métabolique, s’incorporent dans la
chaine d’acides nucléiques stoppant sa synthése. Certains inhibent en plus des enzymes
impliquées dans la synthése d’Adénine (A) et de Guanine (G). Les molécules
commercialisées sont :

Mercaptopurine = Purinéthol®
Pentostatine = Nipent ® (molécule active)
Cladribine = Leustatine®, Litak®
Fludarabine= Fludara®

Thioguanine = Lanvis®

3. Les analogues de bases pyrimidiques

De la méme fagon, I’incorporation de ces molécules dans la chaine d’acides nucléiques leurre
les enzymes et inhibe la synthése d’ADN. C’est le cas de la Cytarabine (Cytarbel®,
Aracytine®), analogue de la Cytosine.

D’autres analogues empéchent la synthése de bases pyrimidiques : Le 5-fluorouracile (Fluoro-
Uracile®) et la Capécitabine (Xeloda®) inhibent la Thymidilate Synthétase. Il s’incorpore
¢galement dans la molécule d’acide ridonucléique (ARN) entrainant des erreurs de traduction
de celle-ci.
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D’autres comme la Gemcitabine (Gemsar®) ont la particularité de bloquer les mécanismes de
réparations de I’ADN.

L’Hydroxycarbamide (Hydréa®) empéche la dégradation des ribonucléotides (bases de

I’ARN) en désoxyribonucléotides en inhibant la Ribonucléotide Réductase.

4. Les inhibiteurs de Topoisomérases

En inhibant les Topoisomérases, enzymes nécessaires a la déspiralisation de la molécule
d’ADN, ces agents empéchent 1’acces aux facteurs de transcription et bloquent la poursuite de
la synthése d’ADN. De plus, cette inhibition rend la religation des bases impossible et conduit
a I’apoptose de la cellule.

Tableau 5 : Classification des inhibiteurs de Topoisomérases (23)

Les inhibiteurs de Topoisomérases | Les inhibiteurs de Topoisomérases 11
Irinotécan = Campto® Etoposide = Celtop®, Etopophos®,
Topotécan = Hycamtin® Vépéside®

Les anthracyclines possédent également cette activité.

b. Les agents agissant sur les protéines

1. Les poisons du fuseau

Ces agents bloquent la multiplication cellulaire en agissant sur le fuseau mitotique. Deux
groupes d’origine végétale existent : les Vinca-alcaloides et les Taxanes. Les Vinca-alcaloides
empéchent la polymérisation des dimeres de tubuline a 1’origine de la formation du fuseau. A
I’inverse, les Taxanes stabilisent le fuseau mitotique en bloquant sa dépolymérisation.

Tableau 6 : Classification des poisons du fuseau (23)

Les Vinca-alcaloides ou alcaloides de la Les Taxanes
pervenche
DCI Nom commercial DCI Nom commercial
Vinblastine Vinblastine®, Paclitaxel Taxol®
Velbe®
Vincristine Vincristine®, Docétaxel Taxotére®
Oncovin®
Vindésine Eldisine®
Vinorelbine Navelbine®
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2. L-asparaginase = Kidrolase®

Cette enzyme catalyse la dégradation d’asparagine par hydrolyse. L apport de cette enzyme
entraine une carence en cet acide aminé dans les cellules. Dépourvues d’Asparagine
Synthétase, les cellules cancéreuses ne peuvent pallier ce manque et poursuivre la synthése
protéique.

4. Effets secondaires des anti-cancéreux (33, 83)

Ces molécules de part leur mécanisme d’action n’agissent pas seulement sur les cellules
malignes. En effet, I’existence de leurs cibles dans les populations de cellules saines est a
I’origine de la manifestation d’effets secondaires.

4.1. Effets secondaires aigus

Cette toxicité se manifeste dans les quelques heures a quelques jours suivant 1’administration
d’un anti-cancéreux. Elle est le fait de I’atteinte des systémes a renouvellement rapide
entrainant principalement une toxicité gastro-intestinale, hématologique et dermatologique.
La fréquence de survenue de ces effets varie pour chaque molécule. Ces toxicités sont pour la
plupart caractérisées par une réversibilité et un effet dose dépendant.

a. Toxicité gastro-intestinale

1. Nausées, vomissements

Leur survenue dépend de la ou des molécules utilisées, de la dose, du mode d’administration
et du patient.

Ils sont de nature aigue lorsqu’ils surviennent dans les 24 heures qui suivent le début du
traitement et de nature retardée quand ils ont lieu entre la 24°™ et la 144°™ heure. Cependant
I’anxi¢t¢ du patient ou le souvenir d’une précédente cure peuvent déclencher des
vomissements anticipés.

Une prise en charge thérapeutique adaptée permet de pallier ces effets. Différentes classes
thérapeutiques peuvent €tre utilisées seules ou en association (sétrons, neuroleptiques d’action
périphérique, corticoides).

2. Mucites, stomatites

L’¢épithélium buccal étant un tissu a renouvellement tres rapide, il est une cible privilégiée des
cytotoxiques. Les Iésions érythémateuses peuvent se compliquer d’ulcération ou de
contamination par la flore commensale de la cavité buccale et représentent une porte d’entrée
pour les infections systémiques. Ces Iésions sont également le siége de douleurs importantes
rendant I’alimentation parfois impossible.
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La prévention des mucites se fait par ’utilisation de bains de bouche alcalins limitant la
prolifération de la flore.

Le développement d’infections dentaires est favorisé par les anti-cancéreux. Il est donc
important de faire un bilan de 1’état dentaire et de traiter les infections existantes avant tout
traitement.

3. Troubles du transit

Les anti-tumoraux sont a l’origine de diarrhées par stimulation du péristaltisme et par
destruction des cellules intestinales. A I’inverse les alcaloides de la pervenche peuvent
entrainer une constipation. Des conseils hygiéno-diététiques permettent de réduire ces effets.

b. Toxicité hématologique

Toutes les lignées sont touchées par la toxicité des anti-cancéreux. Neutropénie, lymphopénie,
thrombocytopénie et anémie surviennent plus ou moins rapidement en fonction du protocole
et des patients.

Ces effets nécessitent une surveillance biologique pour éviter les complications infectieuses,
hémorragiques, anémiques. Seules la Bléomycine et la L-asparaginase sont dépourvues d’une
toxicité hématologique.

Un intervalle suffisant entre deux cures permet souvent une récupération spontanée. Mais

aujourd’hui, le développement et 1’utilisation de facteurs de croissance ont permis de limiter
la toxicité myéloide des anti-cancéreux.

c. Toxicité dermatologique

- Les anti-tumoraux ont une action sur les phanéres. Une alopécie survient assez rapidement
apres 1’administration de cytotoxiques (15 jours). Cet effet peut €tre limité¢ par 1’usage de
casques réfrigérants. La peau et les ongles se pigmentent sous forment de taches ou de bandes

en fonction des molécules. La matrice unguéale est fragilisée voir détruite.

- Lors de I’administration, une extravasation entraine des nécroses cutanées.

d. Toxicités particulieres

Chaque classe de cytotoxiques ou une molécule parmi 1’ensemble de son groupe peut
posséder une toxicité qui lui est propre. L’effet est en général dose-dépendant.
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Tableau 7 : Exemple de toxicité particuliére par molécule ou par classe (33, 83)

Classe ou molécule Effet particulier Prise en charge possible
Diurese
Cyclophosphamide, Toxicité vésicale (acroléine) | Administration de Mesna
Isophosphamide (Uromitexan®)
Toxicité cardique régressive
Hyperhydratation
Toxicité rénale Administration d’Amifostine
(Ethyol®)
Cisplatine
Toxicité cochléaire
Toxicité neurologique | Administration d’Amifostine
périphérique (Ethyol®)
Meéthotrexate Précipitation en milieu acide | Diurése osmotique alcaline
et a forte dose
Les inhibiteurs de Syndrome cholinergique Administration d’un
Topoisomérases (+ atropinique
Irinotécan)
Les alcaloides de la Constipation Conseils hygiéno-diététiques
pervenche (+Vincristine) Administration de laxatifs

4.2. Effets secondaires chroniques

Plusieurs anti-tumoraux sont impliqués dans des toxicités chroniques. Deux grandes classes
sont particulierement incriminées. Ces toxicités sont souvent peu ou non réversibles.

Les agents alkylants en se fixant a I’ADN, alterent le patrimoine chromosomique des cellules
saines. Cette action est a I’origine de I’apparition de cancers secondaires et notamment des
leucémies dans les 4-5 ans qui suivent le traitement. Cet effet est aussi retrouvé avec les
inhibiteurs de Topoisomérases dans un délai plus court : 18 mois a 2 ans. L’ Amifostine, cible
leurre des alkylants, est un chimioprotecteur permettant de limiter leurs effets sur les cellules
saines.

Les Anthracyclines sont a 1’origine d’une toxicité myocardique. Les radicaux libres issus des
fonctions quinones des molécules entrainent une péroxidation des lipides des mitochondries
myocardiques. Avec la Doxorubicine, molécule la plus incriminée, cette toxicité peut survenir
pour une dose cumulée supérieure a 500 mg/m2. Le Dexrazoxane = Cardioxane® protege la
fonction cardiaque en chélatant le fer (Fe3+ ) indispensable a la genese des radicaux libres.
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5. Action des anti-cancéreux sur les fonctions de la
reproduction

5.1. Conséquences histologiques

a. Altération de la structure des follicules

L’observation au microscope ¢électronique de follicules auparavant exposés a des
cytotoxiques, montre une membrane basale épaissie, des cellules folliculeuses de plus grande
taille contenant des ¢éléments cytoplasmiques, des cellules de la prégranulosa possédant un
noyau de volume important (57).

Meirow a également décrit ces changements par la mise en contact in vitro de cortex ovarien
sain avec du Cisplatine. Les cellules de la prégranulosa et leur noyau présentent un
gonflement correspondant & un phénomene d’apoptose. Les follicules primordiaux sont
détruits ou ont une architecture modifiée (57, 59).

b. Altération de la structure de ’ovaire

Les premic¢res biopsies ovariennes réalisées apres différentes chimiothérapies, montraient une
épaisseur plus importante de 1’albuginée et une hyalinisation du stroma. Plusieurs études
histologiques montrent une déplétion folliculaire importante voire une disparition complete de
la réserve ovarienne (2, 59) ainsi qu’une atteinte vasculaire.

Aujourd’hui les techniques permettent de décrire plus précisément les atteintes ovariennes
induites par les chimiothérapies. Meirow en 2007 étudie le tissu ovarien de 35 patientes par
coloration et immunohistochimie (59). Le tissu était prélevé en vue d’une cryoconservation.

Chez 13 des 17 patientes (76%), exposées a des doses non stérilisantes de différents agents
cytotoxiques (toutes classes confondues et en association), les coupes histologiques mettent

en évidence trois grands phénomenes :

- Un changement dans la structure des vaisseaux : fibrose de 1’intima, €épaississement de la
musculeuse, rétrécissement ou effacement endoluminal (cf. Figure 15).

- Le développement d’une néovascularisation a proximité des vaisseaux atteints cités
précédemment (cf. Figure 15).

- Des zones de fibrose du cortex ovarien dénuées de follicules jouxtant des zones contenant
des follicules primordiaux normaux (cf. Figure 15).
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Figure 14 : (A) Vaisseaux d’ovaire non exposé a la chimiothérapie (x 400) ; (B) Changement

de structure des vaisseaux ovariens apres exposition a une chimiothérapie (x 200) (59)
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Figure 15 : Développement d’une vascularisation anarchique apres exposition ovarienne a

une chimiothérapie (x 400) (59)
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Figure 16 : Zone d’atrophie ovarienne aprés exposition a une chimiothérapie (59)

A noter que ces changements histologiques ont également été observés chez les femmes non
exposées de plus de 37 ans.

5.2. Les manifestations cliniques de la toxicité ovarienne des
cytotoxiques (77)

Les cytotoxiques sont responsables d’une déplétion de I’ensemble de la population ovarienne
et d’une atrophie tissulaire. En fonction de I’atteinte de la réserve folliculaire, la perte de la
fonction ovarienne se manifeste immédiatement ou de facon retardée.

a. Insuffisance ovarienne aigue

Les aménorrhées peuvent intervenir pendant ou apres le traitement (AOF dans les Sans). Ces
aménorrhées peuvent étre transitoires, d’ une durée variable ou définitives (+de 12 mois).

Parfois les femmes peuvent présenter des irrégularités de cycle (péri-ménopause), évoluant
vers des aménorrhées définitives.

b. Ménopause précoce

Comme avec la radiothérapie, le maintien des cycles pendant les cures ou une rapide
récupération de ceux-ci apres la fin du traitement, notamment chez les femmes les plus jeunes
(<35 ans), ne sont pas la preuve que la fonction ovarienne ait été¢ épargnée. L’atteinte du
stock de follicules primordiaux entraine chez ces femmes un grand risque de ménopause
prématurée.
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5.3. Mécanisme de la toxicité ovarienne des cytotoxiques

Le mécanisme de la destruction cellulaire n’est pas encore totalement connu. Deux
hypotheses, sans doute complémentaires, permettent de I’expliquer partiellement.

a. Premiére hypothése : I'apoptose chimio-induite

Cette hypothése met en cause une action directe des cytotoxiques sur les follicules
primordiaux. Ils sont a I’origine de la destruction de ceux-ci par I’induction de 1’apoptose
dont I’étape initiale se situerait au niveau des cellules de la prégranulosa. En I’absence de
follicule, la vascularisation ne se maintient pas et le tissu se fibrose (45, 56, 59).

Ce mécanisme permet d’expliquer la perte folliculaire observée sur les coupes histologiques
mais implique une répartition relativement homogene de la destruction folliculaire. Or d’apres
Meirow, les coupes histologiques montrent a la fois des aires de fibroses et des aires non
fibrosées. D’ou I’idée que I’apoptose n’est pas ou n’est pas le seul mécanisme en cause (59).

b. Deuxiéme hypothése : les dommages vasculaires chimio-induits (59)

Les cytotoxiques par leur action sur la structure des vaisseaux diminuent le flux sanguin et
I’irrigation du tissu ovarien. La néovascularisation se développe alors pour pallier le manque
mais est insuffisante. Des zones d’ischémie locale se forment contribuant a la mort cellulaire
et au développement de la fibrose.

5.4. Les facteurs influencant le risque d’insuffisance ovarienne
aigue

Plusieurs facteurs comme [’age, la classe thérapeutique, la dose et le protocole sont
étroitement liés et déterminent I’importance des effets de la chimiothérapie sur la fonction
ovarienne.

a. Toxicité par classe pharmacologique

L’induction d’aménorrhées par les anti-cancéreux a d’abord été observée avec ’utilisation de
Busulfan, puis de Chlorambucil et de Cyclophasmide (2). Les anti-cancéreux s’utilisant
souvent en association, il est difficile d’imputer la responsabilité d’un agent dans la survenue
d’insuffisance ovarienne. L’étude de Meirow permet de hiérarchiser I’effet des différentes
classes (57).

1. Les Alkylants

Les agents alkylants apparaissent comme les plus grands inducteurs d’AOF devant les sels de
Platine, les vinca-alcaloides, les anti-métaboliques et les anti-biotiques comme la Bléomycine
ou les Anthracyclines (57).
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Ceci a été confirmé par 1’étude CCSB (Childhood Cancer Survivor Study) (13) qui montre
que les Alkylants sont un facteur de risque de survenue d’AOF, en particulier la Procarbazine
indépendamment de I’age et le Cyclophosphamide.

La toxicité des Alkylants s’explique par leur action sur I’ensemble du cycle cellulaire et leur
action destructrice des follicules primordiaux. Chez la souris, des doses croissantes de
Cyclophosphamide détruisent les follicules primordiaux de fagon exponentielle : la dose de 75
mg/kg a atteint 54% des réserves (56).

2. Les sels de Platine

Ils suivent les Alkylants avec un Odd ratio de 1,77 (57). Ils ont également une action
dommageable sur les chromosomes, action démontrée chez la souris (101). Le Cisplatine a
entrainé des aménorrhées chez 14% des patientes traitées (53).

3. Les poisons du fuseaux

- La toxicité ovarienne des vinca-alcaloides, et en particulier celle de la Vinblastine a été
démontrée chez I’animal par 1’induction d’ovocytes aneuploides (53). La Vinblastine a été a
I’origine d’aménorrhées induites chez des patientes traitées pour la maladie de Hodgkin (2/3)

2).

- Le role des Taxanes dans la survenue d’aménorrhée semble li¢ a leur utilisation
concomitante avec d’autres classes notamment lorsque le Paclitaxel quand il est utilis¢ avec
une Anthracyline (80).

Cependant, une étude montre que I’addition de Paclitaxel au protocole AC (Doxorubicine —
Cyclophosphamide) n’augmenterait pas le risque de survenue d’AOF. En revanche, d’apres
une autre étude, le risque serait plus important dans le protocole TAC (Docetaxel —
Doxorubicine — Cyclophosphamide) que dans le protocole FAC (5FU - Doxorubicine —
Cyclophosphamide) (80).

4. Les Anti-métaboliques

Cette classe qui agit plus spécifiquement sur une phase du cycle semble moins toxique. Le
Meéthotrexate utilis¢ a forte dose avec ou sans Vincristine n’entraine pas d’insuffisance
ovarienne (32).

Les traitements de leucémies utilisant de fortes doses d’anti-métaboliques, des Anthracyclines

et de faibles doses d’Alkylants (Cycophosphamide) permettent de maintenir une fonction
ovarienne dans plus de 85% des cas (81).
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5. Les Anthracyclines

La toxicité des Anthracyclines semble étre corrélée a 1’age. Chez des femmes recevant de la
Doxorubicine, aucune des moins de 30 ans n’a présent¢ une aménorrhée pendant le
traitement. En revanche, 33% des 30-39 ans et 96% des 40-49 ans et 100% des plus de 50ans
en ont ¢été victimes (80).

I a également été noté un important effet mutageéne sur les ovocytes de souris (53).

b. La toxicité dose dépendante

La durée de la chimiothérapie et la dose cumulée sont également des facteurs clés. Plus la
dose cumulée recue augmente et plus le risque de toxicité sur la fonction ovarienne est
important. A titre d’exemple, le Chlorambucil est inducteur d’aménorrhée pour une dose
totale de 840 a 1200mg (2).

L’utilisation de Cyclophosphamide dans le lupus érythémateux disséminé montre également
des effets sur la fonction ovarienne : 12% des patientes traitées mensuellement par une dose
de 0,5 a 1 g/m2 de Cyclophosphamide pendant 7 mois ont développé une aménorrhée. Ce
chiffre passe a 39% pour une thérapie d’au moins 15 mois et plus particuli¢rement chez les
plus de 25 ans (57).

L’effet dose-dépendant est également li¢ a I’age de la patiente. Une méme molécule utilisée a
une méme dose s’avere plus néfaste chez les femmes plus agées: 5,2 g/m2 de
cyclophosphamide sont responsables de ’induction d’aménorrhée chez les femmes ayant la
quarantaine. Cette dose est augmentée a 9,3 g/m2 chez les femmes d’une trentaine d’années
(2). A plus de 20 g/m2, beaucoup d’adolescentes ont des cycles normaux (73).

c. La toxicité liée a I’age de la patiente

1. Cas de la femme

Toutes les femmes sont susceptibles de développer une aménorrhée pendant ou a la suite d’un
traitement anti-cancéreux, mais [’atrésie physiologique diminuant le stock de follicules
primordiaux rend naturellement les femmes plus agées, plus sensibles a ces agents. Plus 1’age
au moment de la chimiothérapie est élevé, plus les femmes risquent de développer une
aménorrhée rapidement et définitivement. La présence d’un stock plus important de follicules
primordiaux chez les femmes jeunes (<35 ans) permet de diminuer 1’incidence des AOF (80).

1.1. Exemple de protocole

Il a d’abord été noté que le Chlorambucil induisait plus particuliecrement des aménorrhées
chez les femmes de plus de 40 ans (2). Puis le suivi de nombreuses patientes confirme cet
effet age-dépendant.
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- 40% des femmes de moins de 40 ans recevant un protocole CMF (Cyclophosphamide —
Méthotrexate — 5-Fluoro-uracile) développent une aménorrhée.

- L’incidence chez les femmes de plus de 40 ans est beaucoup plus élevée (29) : 76%. La
durée de ce traitement variant de 4 mois a 24 mois. (80, 81)

1.2. Délai de survenue de ’insuffisance ovarienne

Ce délai est lié au protocole et a I’age de la patiente. Plus 1’age au moment de la
chimiothérapie est élevé, plus I’AOF survient rapidement. Dans les protocoles CMF, les
femmes de moins de 40 ans développent une AOF en 4 a 8 mois. Ce délai est réduit de 2 a 4
mois chez les femmes plus agées (45).

1.3. Durée de ’aménorrhée

Il n’y a pas de consensus sur la durée de I’aménorrhée. Certains auteurs montrent que la
récupération de la fonction ovarienne semble improbable lorsque les cycles ne se sont pas
rétablis dans les 3 mois qui suivent la fin du traitement (32). D’autres montrent que si elle
survient pendant le traitement, le rétablissement des cycles se fait dans les 6 mois (80) qui
suivent la fin de celui-ci.

En revanche, la reprise des cycles aprés 12 mois chez les moins de 35 ans n’est pas bien
connue. Elle pourrait avoir un lien avec une pathologie utérine (45). Apres une période de 12
mois d’aménorrhée, celle-ci est considérée comme définitive.

La durée de ’AOF dépend a la fois de la ou des molécules utilisées ainsi que de 1’age. Plus
les femmes ont un age avancé au moment du traitement, plus I’aménorrhée risque d’étre
définitive. En effet, pendant le temps nécessaire a une étude, 56% des moins de 40 ans ont
retrouvé une fonction ovarienne comparés a moins de 11% des femmes de plus de 40 ans
(80).

2. Cas de I’enfant

L’ovaire des fillettes et des adolescentes résiste mieux a la toxicité des anti-cancéreux que
I’ovaire adulte (2, 77).

Les agents Alkylants se montrent encore une fois plus toxiques et surtout a forte dose. Mais
seulement 13 % des filles développent une aménorrhée suite a un traitement contenant des

Alkylants (MOPP) et les cas d’aménorrhée permanente sont rares.

Les traitements réalisés avant la puberté ont également un effet sur la croissance folliculaire et
les réserves ovariennes entrainant un risque d’impuberisme.
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d. Les polychimiothérapies

L’utilisation d’une association de cytotoxiques permet d’augmenter le pouvoir thérapeutique,
mais elle entraine également une augmentation des risques de survenue des effets secondaires.

La présence d’un Alkylant dans le protocole est le facteur le plus important. Les femmes
recevant une forte dose d’Alkylants ont un fort risque de développer une insuffisance
ovarienne (77).

5.5. Les facteurs influengant le risque de ménopause précoce

Le risque est fonction des agents utilisés, de la dose et de ’age au moment du traitement.

Les femmes traitées dans leur enfance, entre 13 et 19 ans et encore réglées a 21 ans, ont un
risque d’étre ménopausées entre 1’age de 21 et 25 ans 4 fois plus important que le reste de la
population. 40% des femmes traitées dans leur enfance par des agents Alkylants, encore
réglées a 21 ans seront ménopausées a 30 ans (73).

Un traitement par Alkylants multiplierait par 9,2 le risque de survenue d’une POF (77) et par
27 si il est associé a une radiothérapie abdomino-pelvienne (57). Une autre étude montre que
le risque est plus important quand la chimiothérapie a lieu aprés la puberté et chez celles qui
ont recu des Alkylants et une irradiation abdomino-pelvienne (RR = 5,96) (77). Mais aucune
des deux études ne précise toutes les modalités du traitement.

5.6. Effet sur l'utérus

A la différence des radiations ionisantes, la chimiothérapie n’affecte pas le développement de
I’utérus ni sa taille définitive. Il n’a pas été noté de dommages ou de 1ésions utérines liés a
une chimiothérapie (16).

5.7. Effets sur la fertilite

L’étude de Meirow réalisée sur des souris, montre que I’exposition au Cyclophosphamide a
une dose de 75 mg/kg, n’affecte pas les capacités de reproduction en terme de taux
d’ovulation, de fertilisation et de gestation de celles-ci. Mais une fécondation réalisée trop
rapidement apres traitement entraine un risque d’échec et de malformation (58).

Les femmes ayant conservé ou récupéré leur fonction ovarienne apres chimiothérapie ont la
possibilité de conduire une grossesse a terme. Les études montrent que les grossesses de ces
patientes se sont déroulées normalement (2). Il n’y a pas d’augmentation du nombre de
fausse-couche (53) par rapport a la population générale.
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5.8. Effets sur la descendance

Utilisés précocement au premier trimestre de la grossesse, les différents cytotoxiques
entrainent la mort feetale et un avortement spontané. Ensuite, ils sont responsables de
malformations a hauteur de 17%.

Utilisés pendant le reste de la grossesse, ils entrainent avortement, retard de croissance in
utero, naissance prématurée, faible poids de naissance. (83).

L’action mutagéne des cytotoxiques sur les cellules germinales fait penser qu’il devrait y
avoir une augmentation des anomalies génétiques dans la descendance des patientes traitées
par chimiothérapie. Mais les études montrent qu’il n’y a pas d’augmentation du nombre de
malformations, d’anomalies congénitales, ni de cancers chez les enfants nés de ces femmes.
Le développement de ces enfants du point de vue physique et intellectuel est semblable a
celui des autres (2, 32).

Des mécanismes d’autocorrection et la survenue d’avortements spontanés a un stade précoce
de développement pourraient contribuer a ne pas faire augmenter la fréquence des anomalies
génétiques (32). Compte tenu des probables effets mutagénes des traitements de
chimiothérapie et radiothérapie, il est recommandé aux femmes traitées de ne pas débuter
une grossesse avant 6-12 mois. Mais la destruction de la réserve ovarienne avangant d’autant
I’age de la ménopause amene ces femmes a ne pas trop retarder une maternité (57).

5.9 Conclusion

A la différence de la radiothérapie, les cytotoxiques n’entrainent pas de lésions utérines.
Cependant, ils sont pourvoyeurs des mémes effets ovariens compromettant la qualité de vie et
la fertilité des patientes.
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TROISIEME PARTIE

LES DIFFERENTES METHODES DE PRESERVATION DE LA
FERTILITE
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Les effets néfastes des traitements a I’encontre de 1’appareil reproducteur nécessitent une
prise en charge des patientes en vue de maintenir leur qualité de vie et de préserver leur
fertilité future. Cette prise en charge passe par la mise en place d’une thérapeutique préventive
qu’elle soit mécanique, médicamenteuse, chirurgicale ou cryoconservatrice visant a protéger
les organes et la fonction ovarienne, si possible avant le début des traitements.

Le choix des techniques employées est 1’aboutissement d’une réflexion pluridisciplinaire
incluant les souhaits de la patiente. De nombreux facteurs doivent entrer en considération.
Ceux-ci concernent le traitement lui-méme mais aussi 1’age, la situation familiale, la
pathologie de la patiente et le temps dont elle bénéficie avant le début du traitement.

A. La radioprotection des organes de la reproduction (52)

Les protocoles thérapeutiques doivent permettre de protéger au mieux les organes de la
reproduction tout en conservant leur efficacité thérapeutique : calculs de doses, protections
plombées.

1. La protection des ovaires

La maturation folliculaire des ovocytes résiduels, survivants aux radiations, peut étre obtenue.
Cependant, la fibrose radio-induite limite leur capacité de développement. Protéger les ovaires
des radiations représente une chance d’obtenir une grossesse spontanée.

2. La protection de l'utérus

L’obtention et le maintien d’une grossesse nécessitent une qualité utérine permettant a la fois
la nidation, le développement placentaire et feetal et le travail. Les séquelles radio-induites
telles que I’hypovascularisation et I’atrophie utérine sont des €éléments importants a prendre
en compte lors de la mise en place du traitement pour préserver au mieux la fertilité future des
patientes.

B. Les méthodes chirurgicales

Ces méthodes ont pour but de protéger la fonction ovarienne et la fertilité¢ des patientes contre
les effets déléteres de la radiothérapie externe et la curiethérapie.

Il s’agit de déplacer les ovaires en dehors du champ d’irradiation. Deux grands procédés
chirurgicaux existent : la transplantation ovarienne et la transposition ovarienne.
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1. La transplantation hétérotopique ovarienne

La transplantation consiste a sectionner 1’ensemble des pédicules vasculaires de 1’ovaire, puis
a les ré-anastomoser sur le site receveur (100). Peu de cas de transplantation d’ovaires (non
cryoconservés) sont relatés dans la littérature.

1.1. Le premier cas (38, 50)

La premicre transplantation ovarienne date de 1987 et a été réalisée par Leporrier et son
équipe.

La patiente agée de 18 ans devait subir une irradiation pelvienne pour traiter une maladie de
Hodgkin. Trois mois avant I’intervention, une prothése avait ét¢ placée au niveau du site

receveur pour ménager une cavité sous-cutanée.

Apres prélévement, 1’ovaire de la patiente a été placé dans cette cavité située au niveau de son
avant-bras puis des anastomoses vasculaires avec la circulation locale ont été établies.

Un an apres la procédure, une ponction ovarienne a permis d’identifier le premier ovocyte
mature. L’ovaire transplanté a ét¢ fonctionnel pendant 16 années.

1.2. Le second cas (38)

En 2002, Hilders et son équipe ont réalisé avec succes la deuxiéme transplantation ovarienne.
Lors de la prise en charge chirurgicale d’un carcinome cervical par hystérectomie et
lymphadenectomie, 1’ovaire gauche de la patiente a été prélevé. Il a ensuite été placé au
niveau antérieur du bras gauche apres une incision de 7 cm de celui-ci. Enfin des anastomoses

veineuses et artérielles ont été réalisées.

Le suivi de cette patiente pendant plus de un an a montré une bonne vascularisation et une
activité folliculaire cyclique du transplant (34).
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Figure 17 : Prélévement ovarien concomitant a une chirurgie suivi de la transplantation au
niveau de I’avant-bras (38)

1.3. Conclusion

La transplantation ovarienne est rarement pratiquée mais offre une possibilité de maintenir
une activité folliculaire suite a une irradiation pelvienne. Le suivi de cohorte plus importante
permettrait d’évaluer le bénéfice réel de cette technque : maintien de la fonction ovarienne a
long terme, qualité de vie.

2. La transposition ovarienne ou oophoropexie

La transposition ovarienne consiste a déplacer 1’ovaire jusqu’au site receveur en conservant
au moins un des pédicules vasculaires (100).

La premicre transposition visant a protéger la fonction ovarienne lors du traitement d’un
cancer du col de l’utérus, date de la fin des années 50. Elle a été réalisée lors d’une
laparotomie et les ovaires ont été fixés en position latérale (53, 62).

Avec I’évolution des techniques chirurgicales, les transpositions lors de laparotomie se font
plus rares. Celles-ci ne s’effectuant plus que lors de la prise en charge chirurgicale du cancer.

Aujourd’hui ¢’est par des techniques moins invasives que les transpositions sont réalisées. La
coelio-transposition, technique par coelioscopie permet ainsi de (15, 53, 57) :

- Réduire le temps d’hospitalisation,

- Réduire le risque de complications,

- D’instaurer le traitement plus rapidement,

- D’¢éviter I’échec par la migration des ovaires a leur position physiologique.

Deux variantes existent en fonction du site receveur.
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2.1. La transposition médiane

Dans cette technique, la fixation des ovaires se fait par suture de fagon postérieure a I'utérus.
Parfois la faible longueur du ligament utéro-ovarien et du ligament infundibulo-pelvien ne
permet pas d’atteindre le site receveur nécessitant alors des incisions supplémentaires (74).

Figure 18 : Dissection péritonéale suivie de la fixation des ovaires derriere 1’utérus (74)

2.2. La transposition latérale

Les premicres transpositions latérales ovariennes fixaient les ovaires en dehors du pelvis
protégeant des radiations pelviennes mais pas suffisamment des radiations abdominales (74).

Par la suite, les équipes ont positionné les ovaires le plus haut et le plus latéralement possible
dans la gouttiére pariéto-colique (53). Cette transposition latérale consiste en une section du
ligament utéro-ovarien suivi d’une pédiculisation de I’ovaire sur le ligament lombo-ovarien
(49, 74).

L’ovaire est ensuite fixé a I’aide d’un fil résorbable ou de tissu péritonéal latéralement et au
dessus de la créte illiaque antéro-supéieure (15).
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du tissu péritonéal
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Figure 19 : Transposition des ovaires dans la goutti¢re pariéto-colique (15)

La transposition des deux ovaires est possible. Cependant I’intervention a gauche est
compliquée par la présence du colon sigmoide. Une mono-transposition concernera
préférentiellement 1’ovaire droit (57).

2.3. Indications de la coelio-transposition ovarienne (57)
Cette technique s’adresse aux patientes allant subir une irradiation pelvienne pour traiter :

- Un cancer gynécologique, pelvien,
- Une maladie hématologique comme maladie de Hodgkin.

Mais également aux patientes ayant subi un échec d’oophoropexie lors d’une laparotomie.

Le choix de déplacer les ovaires de facon médiane ou latérale dépend de I’anatomie de la
patiente et de la pathologie donc du champ d’irradiation.

Par exemple, dans un cancer du col de 1’utérus, une transposition latérale sera effectuée. Dans
une maladie de Hodgkin, les ovaires pourront subir les deux types de déplacement. Mais dans
ce cas, c’est la transposition latérale qui est préférée, positionnant ceux-ci vraiment en dehors
du champ (16). En effet, méme derriere 1’utérus, les ovaires restent situés dans le champ
d’irradiation et peuvent étre soumis aux rayonnements diffusés.

2.4. Résultats

On peut évaluer I’efficacité de ’oophoropexie selon trois critéres : la dose regue, les cycles
et la fertilité.
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a. La dose

Des clips placés au niveau des ovaires transpos€s permettent leur détection radiologique ainsi
que la mesure du niveau de radiations regues.

La dose regue par les ovaires transposés dans la gouttiére pariéto-colique serait environ égale
a 10% de la dose recue par des ovaires non transposés (53, 76).

Lors d’un traitement d’une maladie de Hodgkin par irradiation en Y inversé, avec une dose
totale de 40 Gy, moins de 4 Gy ont été regu par la créte illiaque antéro-supérieure (15). Une
autre ¢tude montre une dose regue entre 0,4 et 3,7 Gy sur une dose totale de 45 Gy (57).

b. La préservation de la fonction ovarienne

La coelio-transposition permet une conservation de la fonction ovarienne, c'est-a-dire évite
une insuffisance ovarienne. Mais les taux de réussite varient de 15 a presque 90% (53, 76,
79).

Plusieurs raisons peuvent étre évoquées :
- La dose totale et le rayonnement diffusé,
- La chimiothérapie utilisée en association ou précédemment,

- L’age de la patiente : La transposition ovarienne chez les femmes de moins de 40 ans permet
une conservation de la fonction ovarienne dans 80,6% des cas (4).

- La technique (57, 74) :

- Des dommages vasculaires peuvent tre créés lors de I’intervention,

- Un délai trop long entre la laparotomie et la radiothérapie est responsable d’une
migration ovarienne,

- Un déplacement des ovaires insuffisamment en dehors du champ.

Le délai de retour des cycles spontanés et de la normalisation des taux hormonaux ne fait pas
’objet d’étude. Cependant on peut les préciser par la citation de deux cas :

- Dans le cadre d’une transposition médiane réalisée chez une jeune fille de 19 ans, le retour
des cycles s’est fait 16 mois apres la fin de la thérapie. La normalisation des taux de
gonadotrophines et d’oestrogenes s’est étalée sur 22 mois. A noter que cette jeune fille traitée
pour une maladie de Hodgkin avait précédemment subi une chimiothérapie (74).

- Le suivi sur 20 mois de 4 femmes ayant subi une transposition ovarienne latérale, met en
évidence un retour des cycles rapidement apres la fin de la thérapie : 2 a 10 mois. Leurs taux
d’hormones ovariennes et gonadotropes étaient également normaux. Pour 1’une d’entre elles,
les cycles n’avaient pas été perturbés (15).
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c. La fertilité

Suite a ces techniques, une centaine de grossesses a ¢té obtenue dans le monde. Il est estimé
qu’environ 15% des patientes auront une grossesse apres transposition (100).

Des cas de grossesses spontanées apres transposition sont recensés dans la littérature (43)
notamment apres des transpositions médianes (74).

Cependant dans la majorité des cas, la conception requiert des techniques de fécondation in
vitro (57). Le recueil des ovocytes apres stimulation ovarienne s’avere alors plus compliquée
nécessitant une deuxiéme intervention pour replacer les ovaires dans leur position initiale. Ce
recueil peut également se faire en percutané diminuant son efficacité (43).

A noter que certains auteurs a la vue de leurs résultats, concluent que la re-transposition apres
transposition latérale n’est pas essentielle (62).

2.5. Les risques

L’intervention peut entrainer des dommages au niveau de la vascularisation ovarienne, des
trompes, des ureteres (57). Dans 24% des cas, la formation de kystes ovariens a été observée
nécessitant dans 1 a 4% des cas une intervention chirurgicale. Suite a la formation
d’adhérences, des inclusions péritonéales peuvent se former (75).

Des cas de métastases ovariennes aprés transposition ont été démontrés limitant 1’indication
de celle-ci en présence de certains facteurs comme : I’infiltration de I’isthme et du corps
utérin, un type adénocarcinomateux, la présence d’emboles vasculaires et/ou lymphatiques et
I’envahissement ganglionnaire (49).

2.6. Conclusion

La transposition ovarienne doit préférentiellement se faire par coelioscopie et concerner
I’ovaire droit. Elle s’adresse aux patientes de moins de trente ans devant subir une irradiation
dont le champ contient les ovaires.

Elle a pour avantage de permettre une mise en route rapide du traitement par irradiation : les
¢tudes font état d’une semaine (15, 74).

Des résultats positifs ont été¢ obtenus, cependant, 1’oophoropexie ne présente pas un intérét
majeur pour de fortes doses d’irradiation (35 Gy), pour des irradiations abdominales et totales
ou quand une chimiothérapie a été ou doit étre effectuce.

C. Les méthodes chimiques ou médicamenteuses

Les procédés médicamenteux sont dans la majorité des cas utilisés dans le but de protéger la
fonction ovarienne en menant a un état pré-pubere artificiel démontré comme moins sensible
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aux traitements. De plus, certaines molécules ont montré que leur utilisation pouvait faire
régresser les effets d’une radiothérapie.

1. Les progestatifs et les oestroprogestatifs

1.1. Les progestatifs

Chez le rat, la progestérone administrée une semaine avant le traitement par
Cyclophosphamide a la dose de 6 mg/kg pendant 3 semaines permet de maintenir les taux de
fertilité et de fécondité (61).

Chez la femme, I’éventuel rdle protecteur de la Médroxyprogestérone a été étudié par
Familiari ef al. Les résultats des biopsies de cortex ovarien montrent que la perte de follicules
est moins importante dans le groupe ayant re¢u de la Médroxyprogestérone mais 1’atrésie
folliculaire reste cependant importante (29).

1.2. Les oestroprogestatifs

a. Dans I’espéce animale (51)

Chez le rat, une étude montre qu’il n’existe pas de différence significative du nombre de
follicules ovariens résiduels entre un groupe traité par Cyclophosphamide uniquement et un
autre groupe traité conjointement par Cyclophosphamide, 50 mg d’Ethinylestradiol et de 2 mg
de Norgestrel (avant et pendant le traitement).

Ces résultats ne concluent pas a un effet protecteur de cette association oestroprogestative.

b. Chez la femme

1. Effet chimioprotecteur

Chapman et al ont montré¢ que 1’administration d’Ethinylestradiol (50 pg) et de
Noréthistérone (2,5 mg) chez la femme traitée par MVPP (moutarde a I’azote — Vinblastine —
Procarbazine — Prednisone) lors de la maladie de Hodgkin permet de maintenir le nombre de
follicules ovariens et un cycle hormonal (12). Ces résultats ne concordent pas avec ceux
d’autres auteurs notamment ceux de Whitehead. Pour lui, les contraceptifs n’exercent pas
d’effet protecteur (53).

Le suivi récent de femmes souffrant d’un lymphome de Hodgkin semble montrer un effet

bénéfique d’une contraception durant le traitement : 10,1% des femmes sous contraceptif ont
présenté une aménorrhée contre 44,1% des femmes sans contraception (3).
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2. Amélioration de la qualité utérine (52)

Un traitement hormonal de substitution permet (pour des irradiations inférieures a 30 Gy) une
amélioration des parametres utérins : volume, vascularisation ainsi que le développement
endometrial. Ceci a été montré chez des jeunes filles ayant subi une irradiation corporelle
totale. Cependant la récupération est moindre chez les patientes irradiées avant la puberté.

Une augmentation des doses d’oestradiol chez des femmes ovarioprives sous traitement
hormonal substitutif (THS) a favorisé I’implantation d’embryons issus de dons d’ovocytes et
de fécondation in vitro (FIV) entralnant une augmentation du taux de grossesse clinique par
transfert de 0 a 11%.

La mise en place de traitements anti-oxydants est également une réponse que l’on peut
apporter face a la fibrose et au manque de développement utérin conséquents a I’irradiation.

2. Les anti-oxydants (52)

I1 a été montré par Sugino, qu’un traitement anti-oxydant pouvait agir sur la prolifération de
I’endomeétre et permettre le maintien d’une grossesse.

L’association de deux anti-oxydants, la Pentoxifylline (800 mg/J) et la vitamine E (1000
UI/)), a permis la régression de la fibrose utérine : 53 a 66% en respectivement 6 mois et un
an.

Ce traitement est ¢galement a 1’origine d’une amélioration significative des parameétres utérins
(volume, vascularisation, épaisseur endometriale) chez des femmes irradiées par plus de 45
Gy 25 ans auparavant.

Deux grossesses (issues du don d’ovocytes) ont ét€ obtenues chez des femmes ménopausées

suite a une irradiation corporelle totale et ayant utilisé cette association médicamenteuse.

L’effet réel de I’ensemble de ces molécules n’est pas encore démontré¢ et est méme
controversé pour certaines. De nouvelles investigations, surtout dans I’espéce humaine sont
nécessaires. Cependant, certains traitements comme les anti-oxydants nourrissent beaucoup
d’espoir quant a I’amélioration voire la disparition des effets d’une radiothérapie sur 1’utérus.

3. Les analogues de la Gonadotrophin Releasing Hormone
(GnRH-a)

3.1. Indications

Les analogues de la GnRH (agonistes) trouvent leurs indications habituelles dans différents
domaines.
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Tableau 8 : Indications des GnRH-a par molécule (23)

DCI Spécialités Indications
Oncologie Gynécologie PMA
Buséréline Bigonist® Cancer de la prostate
Suprefact® Cancer de la prostate Stimulation de I’ovulation
Goséréline Zoladex® Cancer de la prostate
Cancer du sein
Leuproréline Enantone® Cancer de la prostate Fibrome utérin,
Cancer du sein Endométriose
Puberté précoce
Lucrin® Cancer de la prostate
Nafaréline Synarel® Stimulation de 1’ovulation
Triptoréline Décapeptyl® Cancer de la prostate Fibrome utérin Stimulation de I’ovulation

Endométriose
Puberté précoce

3.2. Mécanisme d’action pharmacologique (23)

La fixation de ces molécules sur les récepteurs centraux et tissulaires de la GnRH entraine une
augmentation primaire de la sécrétion des gonadotrophines hypophysaires puis une inhibition
de celle-ci résultant en une castration pharmacologique.

3.3. Les résultats de leur utilisation sur la protection de la fonction
ovarienne

a. Chez I'animal

Plusieurs investigations chez la rate ont montré que ces analogues pouvaient empécher les
dommages d’une chimiothérapie (5).

Chez la souris, de nouvelles études ne montrent pas de bénéfice a leur utilisation lors d’un
traitement par Cyclophosphamide. En effet, I’atteinte folliculaire des différents groupes
(Cylophosphamide vs Cyclophosphamide + GnRH-a) est semblable (80).

Cependant Montz avait auparavant expérimenté que 1’administration de Lupron (acétate de
leuprolide) pouvait préserver la fertilité mais pas le taux de fécondité (61).

Chez le singe, I’utilisation d’un agoniste de la GnRH pendant un traitement avec le
Cyclophosphamide, a montré une diminution de la destruction des follicules primordiaux :
71% de la réserve ovarienne sont conservés contre 35% sans analogue. En revanche, aucun
effet protecteur n’est montré vis-a-vis des radiations (57, 80).
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b. Chez la femme

Chez la femme, les résultats des études menées divergent.

L’une d’entre elles réalise le suivi pendant 3 ans de 18 femmes, traitées pour une maladie de
Hodgkin. Cette étude n’a pas montré de différence significative concernant la survenue
d’aménorrhée entre le groupe témoin et le groupe traité par Buséréline (0,6 mg/Jour) avant et
pendant la chimiothérapie. Les auteurs ne concluent donc pas a un effet bénéfique des
analogues a ces doses (67, 79, 80).

En revanche, différentes études de Blumenfeld s’opposent a ces résultats. L’une de ces études
¢tudie chez 60 patientes, 1’administration mensuelle de Décapeptyl®, commencant 7 a 10
jours avant les traitements oncologiques (Chimiothérapie +/- Radiothérapie) et se poursuivant
pendant 6 mois. Ce groupe a été comparé a un groupe témoin semblable en tout point excepté
I’administration de Décapeptyl®.

Dans cette étude, 95% des femmes traitées par Décapeptyl® retrouvent une fonction
ovarienne cyclique contre 45% sans analogue (5).

En revanche, les taux de grossesses (spontanées) sont similaires dans les deux groupes. Mais
on note que chez les patientes ayant pu concevoir, la moyenne d’age au moment de la thérapie
est plus importante dans le groupe traité. Blumenfeld conclue que les analogues pourraient
prolonger la durée de la fertilité (5, 6).

Deux grossesses spontanées dont I’une a conduit a une naissance ont été¢ obtenues chez une
femme ayant subi a deux reprises une préparation a une greffe de moelle osseuse. Un
traitement par analogue de la GnRH aurait permis d’augmenter ses chances de conception
considérées comme négligeables aprés ces traitements (89).

3.4. Mécanismes évoqués

Le mécanisme visant au maintien de la fonction ovarienne n’est pas connu. Différentes
hypothéses sont avancées (6, 59).

- L’hypogonadisme induit par ces molécules conduirait a une hypoperfusion utéro-ovarienne
et diminuerait I’exposition des ovaires aux cytotoxiques.

- Les analogues de la GnRH préserveraient le stock de follicules primordiaux par une action
indirecte (ceux-ci n’exprimant pas les récepteurs de la GnRH) :

Lors d’un traitement, la diminution du taux d’oestrogeénes et d’inhibine due a la destruction
des différents follicules, leverait le rétrocontrole sur I’hypothalamus. La sécrétion d’hormones
hypophysaires résultante induirait la maturation de follicules primordiaux les exposant aux
cytotoxiques et aggravant le phénomene.

En inhibant 1’axe hypothalamo-hypophysaire, les analogues de la GnRH empéchent la
croissance folliculaire. Les follicules primordiaux étant dénués de cellules de la granulosa,
I’apoptose n’intervient pas. Ainsi le stock de follicules primordiaux et la fonction ovarienne
sont conserveés (6, 38).
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- Les analogues de la GnRH seraient a 1’origine d’une sécrétion intra-ovarienne de
sphingosine-1-phosphate, molécule potentiellement inhibitrice de I’apoptose (5).

3.5. Conclusion

Beaucoup de recherches concernent aujourd’hui les analogues de la GnRH, mais leur effet
protecteur de la fonction ovarienne vis-a-vis des cytotoxiques est loin d’étre démontré et
pourrait dépendre de certains facteurs comme 1’agent cytotoxique, la dose ou I’age de la
patiente. Peu de recherches concernent la radiothérapie.

Des études montrent des résultats positifs (maintien des cycles, grossesses) mais ne font pas
¢état de la préservation du stock de follicules primordiaux et de la fonction ovarienne a long
terme (ménopauses précoces) du fait d’un suivi trop court.

De futures investigations pourraient permettre de définir le véritable mode d’action et
d’établir des protocoles : le moment de 1’administration, la dose et la durée. Mais leur action
potentiellement néfaste sur 1’efficacité de la chimiothérapie pourrait devenir un frein a leur
utilisation (67).

4. Les Inhibiteurs des voies de I'apoptose (37

L’apoptose est un phénoméne naturel conduisant a la mort cellulaire. Faisant intervenir une
cascade de signaux cellulaires, ce phénomeéne est régi par un équilibre entre des acteurs pro-
apoptopiques et des acteurs anti-apoptopiques. Sous I’influence de différents facteurs comme
le stress et les toxiques, I’équilibre est rompu laissant place a I’action des différents acteurs.
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Figure 20 : Synthése des facteurs impliqués dans ’apoptose a partir de lipides membranaires
(37)
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4.1. La sphingosine-1-phosphate (37)

L’apoptose étant un phénoméne majeur dans la destruction des follicules ovariens par les
toxiques, on peut penser que I’action sur 1’équilibre pourrait éviter une destruction folliculaire
et protéger la fonction ovarienne.

Cette hypothése a été étudiée chez la souris par différentes équipes et notamment par
I’utilisation de sphingosine-1-phosphate comme inhibiteur de I’apoptose.

La sphingosine-1-phosphate est un sphingolipide synthétis¢ par une kinase a partir de lipides
membranaires. Elle est impliquée dans des phénomeénes tels que la prolifération et la
différentiation cellulaire.

a. L’effet chimioprotecteur de la sphingosine-1-phosphate

L’administration ex-vivo de sphingosine-1-phosphate permet aux follicules de résister a
I’apoptose induite par la Doxorubicine et de prévenir ainsi la perte de follicules ovariens (53,
57, 80)

Ce résultat a été confirmé par une autre équipe en 2002. Dans cette étude, les femelles ayant
recu 2 mM de sphingosine-1-phosphate 1 heure avant I’administration de Dacarbazine,
possedent un nombre plus important de follicules que celles ayant recu un véhicule neutre ou
une plus faible concentration de sphingosine-1-phosphate (0,5 mM).

De plus le nombre de follicules présents sur les coupes histologiques est équivalent a celui des
sujets n’ayant pas recu l’anti-cancéreux. En revanche, les résultats ne permettent pas de
conclure a de meilleurs taux de fécondité (37).

b. L’effet radioprotecteur de la sphingosine-1-phosphate

Cet effet protecteur a également été recherché lors de traitement par irradiation. L’injection de
sphingosine-1-phosphate dans la cavité ovarienne de souris 2 heures avant irradiation permet
d’éviter I’action des radiations. En effet, les souris recevant une forte concentration de cet
inhibiteur possedent un nombre de follicules semblable a celui des souris non irradiées. Des
études complémentaires montrent que la descendance ne posséde pas d’anomalie génétique
(37).

c. Conclusion

Si I’effet protecteur de cet inhibiteur vis-a-vis des irradiations et des anti-cancéreux semble
établit, il n’y a pour le moment pas d’application a I’espece humaine. De futures études
pourront évaluer dans quelle mesure la sphingosine-1-phosphate pourra étre utilisée chez la
femme.
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4.2. Le céramide

Il est également possible d’agir sur les facteurs pro-apoptopiques. Le céramide est un
sphingolipide synthétis¢ par une sphingomyélinase. A 1’inverse de la sphingosine-1-
phosphate, ce céramide est un facteur pro-apoptopique (37).

Il a ét¢ montré que I’inhibition de synthése du céramide a permis d’empécher ’action de la
Doxorubicine (53).

4.3. Autres voies de recherche

L’implication de la famille des caspases dans la destruction des follicules ovariens (82) en fait
une voie de recherche pour la préservation de la fonction ovarienne.

Dans I’avenir, la découverte des mécanismes exacts de 1’apoptose permettra d’identifier des
cibles spécifiques permettant de limiter I’action des toxiques.

D. Les méthodes de cryoconservation: Congélation
d’embryons, d’ovocytes et de tissu ovarien

Différentes techniques de cryoconservation sont disponibles pour tenter de préserver la
fertilit¢ des patientes avant la mise en route d’un traitement gonadotoxique. Toutes les
méthodes ne peuvent étre proposées a I’ensemble des patientes :

Pour les femmes adultes vivant en couple, il est possible d’effectuer une cryoconservation
d’embryons, ou théoriquement pour les célibataires une congélation ovocytaire. Ceci sous
réserve de ne pas retarder la prise en charge médicale. Seule la cryoconservation de tissu
ovarien est possible chez la petite fille pré-pubeére.

Pour une plus grande efficacité, ces différentes techniques devraient se faire avant toute
exposition a des toxiques. Cependant, ce n’est pas toujours possible compte tenu de
I’existence d’un premier traitement dans le passé ou de I’urgence des traitements.

1. Rappel sur le déroulement d’une fécondation in vitro
(FIV) (57,97

La FIV se réalise en différentes étapes :

- La stimulation ovarienne,

- La ponction ovocytaire,

- Le prélevement et la préparation du sperme,

- La mise en contact des gamétes (ou insémination),
- La fécondation in vitro,

- La mise en culture.
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Les embryons obtenus sont alors conservés dans de 1’azote. Si plus tard, la patiente désire un
enfant, des embryons pourront étre décongelés et transférés dans son utérus aprés préparation
de celui-ci.

1.1. La stimulation ovarienne

Lors d’un cycle naturel, un seul ovocyte est obtenu par mois. La mise en contact de celui-ci
avec des spermatozoides n’aboutit pas dans 100% des cas a la formation d’un embryon. La
stimulation ovarienne, en vue d’une FIV a pour objectif le développement simultané de
plusieurs follicules. Ainsi on multiplie les chances de fécondation et d’obtention d’embryons.

Cette stimulation comporte deux étapes :

a. Une phase de stimulation

Le développement et la maturation des follicules sont obtenus par 1’administration de
gonadotrophines folliculostimulantes (FSH, LH). Aujourd’hui, ce sont majoritairement les
gonadotrophines obtenues par génie génétique, douées d’une activité FSH, qui sont utilisées
en AMP.

Elles sont commercialisées sous le nom de Gonal-F® (follitropine o) et Purégon®
(follitropine f3).

Des dosages hormonaux (estradiol) et des échographies ovariennes seront réguliérement
réalisés a partir du 6eme jour de stimulation. Ce monitorage a pour but de contrdler la réponse

ovarienne permettant :

- D’adapter la posologie a chaque patiente,
- De prévenir les syndromes d’hyperstimulation.

En général, 10 a 12 jours de traitement sont nécessaires.

b. Une phase de blocage

La fonction de cette étape est de prévenir les ovulations spontanées en supprimant le pic de
LH endogene. Le blocage des ovaires est réalisé par 1’administration d’un analogue de la
GnRH.

Différents protocoles existent en fonction de la nature de I’analogue.

1. Les protocoles utilisant un agoniste de la GnRH.

En se fixant sur les récepteurs hypophysaires de la GnRH, ces médicaments sont a 1’origine
d’une augmentation primaire de la sécrétion de gonadotrophines puis d’une inhibition de
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celle-ci par désensibilisation de I’hypophyse (suppression de la pulsatilité). Il en résulte une
mise au repos des ovaires.

Les différentes spécialités utilisées dans cette indication sont commercialisées sous le
nom de : Triptoréline = Décapeptyl®, Buséréline = Suprefact®, Nafaréline = Synarel®.

En régle générale, le traitement par agoniste de la GnRH commence une quinzaine de jours
avant la stimulation par la FSH recombinante, temps nécessaire a la désensibilisation. La
stimulation ne débute que lorsque le monitorage montre des ovaires bloqués.

Cependant, dans ce type de protocoles dits longs, on distingue deux sous-types en fonction de
la forme galénique du médicament : les protocoles longs simples, les protocoles longs
retardés.

D’autres procédés de stimulation par agoniste existent. Dans ces protocoles dits courts,
I’agoniste de la GnRH est débuté en méme temps que la stimulation entre le ler et le 3éme
jour du cycle.

Dans tous les cas, le blocage des ovaires se poursuit pendant toute la durée de la stimulation
jusqu’au déclenchement de 1‘ovulation.

2. Les protocoles utilisant un antagoniste de la GnRH

Ces médicaments se fixent sur les récepteurs de la GnRH endogeéne empéchant I’action de
celle-ci. L’antagonisme compétitif de ces molécules entraine rapidement un hypogonadisme.
Les spécialités commercialisées sont : Cétrorelix = Cétrotid® et Ganirélix = Orgalutran®.

Dans ces protocoles, le blocage des ovaires est plus tardif. L’administration de ces analogues
ne se fait qu’apres 6 ou 7 jours de stimulation et se poursuit jusqu’au déclenchement de
I’ovulation.

1.2. Le déclenchement de I'ovulation et la ponction ovocytaire (J1)

Les échographies et les dosages hormonaux permettent de définir si la durée de stimulation
est suffisante. L’ovulation est déclenchée quand :

- Plusieurs follicules de 15 a 18 mm se sont développés a la surface de I’ovaire,
- L’endométre montre une épaisseur d’au moins 8§ mm,
- L’oestradiolémie est suffisante.

On réalise le déclenchement de I’ovulation par I’injection de gonadotrophine Chorionique
Humaine (hCG = Ovitrelle®). Cette hormone mime les effets du pic de LH et permet de

rendre les ovocytes fécondables c'est-a-dire de terminer leur maturation.

Pour collecter les ovocytes, la patiente bénéficie d’une ponction folliculaire sous anesthésie
locale ou générale 36 heures aprés I’injection d’hCG.

Sous contrdle échographique, le gynécologue introduit une sonde par voie vaginale. L’aiguille
traverse la paroi et atteint les ovaires. Le contenu des follicules matures est aspiré dans la
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seringue. L’ensemble du liquide folliculaire est examiné au microscope. Seuls les ovocytes
matures entourés de leur cumulus oophorus sont incubés a 37° dans un milieu de culture
permettant leur survie.

1.3. Le prélévement et la préparation du sperme

Le jour de la ponction ovocytaire et aprés 2 a 3 jours d’abstinence, le conjoint recueille
I’éjaculat par masturbation aprés une toilette rigoureuse. Le sperme est alors traité au
laboratoire afin de préparer les spermatozoides a la fécondation. Les différentes étapes de ce
traitement remplacent le pouvoir de la glaire cervicale a sélectionner et a capaciter les
spermatozoides.

L’¢échantillon est déposé sur un gradient de particules de silice colloidale puis centrifugé
(1800 tours/min pendant 20 min) afin de séparer les différentes fractions. Tout le surnageant
contenant le liquide séminal, divers débris cellulaires et les spermatozoides morts ou
anormaux, est ¢liminé. Seul le culot contenant les spermatozoides normaux est conservé.

Du milieu de culture (Ferticult®) est déposé dans le tube contenant le culot. Une
homogénéisation est réalisée avec une pastette afin d’effectuer un lavage. Une seconde
centrifugation est alors effectuée (2000 tours/min pendant 10min) et permet d’éliminer les
débris résiduels.

Au-dessus du culot, 500 pL du milieu de culture sont ajoutés. Les tubes sont ensuite placés en
étuve a 37° pendant 2 heures, sous 5% de CO; dans I’air.

En I’absence de spermatozoides dans 1’¢jaculat, le recueil se fait par prélévement chirurgical.
Dans une FIV traditionnelle, le sperme peut provenir du conjoint ou d’un donneur anonyme.

1.4. L’insémination

Apres les étapes de préparation propre a chaque type de gameéte, ovocytes et spermatozoides
sont mis en contact dans un milieu de culture et placés dans un incubateur a 37° (J1). Parfois
la qualité des spermatozoides est insuffisante et nécessite une aide a la fécondation se faisant
par ICSI (Injection Intra-Cytoplasmique de Spermatozoides).

Au bout de 24 heures (J2), si la fécondation a eu lieu, le biologiste observe dans les différents

puits, un ou plusieurs zygotes a deux pronuclei. Ces embryons seront réguliérement examinés
pour évaluer leur cinétique de développement et les stades embryonnaires.

1.5. Le transfert embryonnaire

Apres discussion avec le couple et en fonction du cas, le biologiste décide du nombre
d’embryons a implanter (pas plus de 2). La possibilit¢ de congélation des embryons
surnuméraires est également évoquée.
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Dans une FIV traditionnelle, le ou les embryons obtenus peuvent étre transférés a plusieurs
stades : J3 a 8 cellules ou J5 au stade blastocyste. Le transfert dans 1’utérus est indolore et
s’effectue a I’aide d’un cathéter de transfert.

Pour favoriser la nidation de I’embryon, un traitement par progestérone est instauré¢ chez la
patiente (400 mg/jour par voie vaginale).Un dosage de B-hCG sera effectué 11 jours apres le
transfert pour diagnostiquer une grossesse.

2. La cryoconservation d’embryons

2.1. Indication

La cryoconservation d’embryons est traditionnellement utilisée pour conserver les embryons
surnuméraires lors des protocoles de procréation médicale assistée par fécondation in vitro.
La cryoconservation permet ainsi d’augmenter les chances de grossesse a partir d’'une méme
ponction.

C’est I’'une des méthodes qui pourra étre proposée aux patientes allant recevoir un traitement
potentiellement castrateur en vue de préserver leur fertilité future.

2.2. Les contraintes relatives a la patiente (45, 53, 80)

Cette technique bien qu’elle permette de préserver la fertilité¢, ne peut concerner toutes les
patientes.

I1 faut que la patiente remplisse les conditions permettant de bénéficier d’'une AMP (Art. L.
2141-2 du code de la santé publique) :

- étre en age de procréer (pubere),
- &tre accompagnée d’un conjoint consentant et que le couple soit stable (mariés ou justifiant
de 2 ans de vie commune).

La patiente doit ensuite disposer d’un certain temps avant de débuter son traitement anti-
cancéreux. Mais parfois I’état de la patiente et ’urgence des traitements ne sont pas
compatibles avec une prise en charge (durée de la stimulation).

Enfin, la stimulation ovarienne nécessaire est a 1’origine d’une forte augmentation de
I’oestradiolémie (dix a quinze fois la valeur normale) pouvant représenter une contre-

indication dans le cadre des cancers hormono-dépendants (cancer du sein, cancer du col de
I’utérus). Pour ces patientes, d’autres protocoles de stimulation ont été étudiés.

2.3. Alternatives aux protocoles classiques de stimulation

L’utilisation hors-AMM d’anti-oestrogénes et d’inhibiteurs de 1’aromatase permet d’assurer
une bonne stimulation sans mettre la patiente en danger.
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a. Le Tamoxiphéne

1. Indications (23)
Ce dérivé du triphényléthyléne est indiqué dans :

- Le traitement du cancer du sein et de ses métastases,
- La prévention secondaire du cancer du sein (2™ aprés atteinte du 1%).

2. Mécanisme d’action (23)

Le Tamoxiphéne se fixe sur les récepteurs oestrogéniques. Il mime 1’action des oestrogenes
sur certains tissus et empéche l’action des oestrogenes endogenes sur d’autres tissus
notamment du sein.

3. Utilisation

Il a été observé que cette molécule pouvait stimuler la croissance folliculaire et €tre aussi
efficace que le Clomiphéne (inducteur de I’ovulation de 17 intention) dans la prise en charge
des infertilités par anovulation.

Une étude a montré que I’administration de Tamoxiphéne (40 & 60 mg par jour) au 2 ou 3™
jour du cycle permet d’obtenir un nombre d’ovocytes matures et d’embryons plus important
que lors d’un cycle non stimulé de FIV.

Cette ¢tude rapporte également la premicre grossesse obtenue par le transfert d’un embryon
congelé issu d’une FIV aprées stimulation par le Tamoxiphéne (53, 80).

b. Le Létrozole

1. Indication et mécanisme pharmacologique (23)

Le Létrozole est un inhibiteur spécifique de I’aromatase. Il empéche la transformation des
androgenes en oestrogenes. Il est indiqué dans le traitement du cancer du sein hormono-
dépendant chez la femme ménopausée.

2. Utilisation

Le Létrozole a été étudié comme inducteur de I’ovulation seul ou en association avec une
hormone folliculostimulante. L’utilisation de Létrozole combiné a la FSH lors de cycles de
FIV permet d’obtenir un nombre d’ovocytes et d’embryons similaire a des cycles de FIV
classiques (80). Les résultats sont méme supérieurs a ceux obtenus par 1’utilisation de
Tamoxiphene seul ou en association avec la FSH.
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Cette molécule agirait en levant le rétrocontrole négatif des oestrogénes sur 1’axe
hypothalamo-hypophysaire et en augmentant la sensibilité des follicules aux gonadotrophines.

Ce type de stimulation permet d’obtenir des taux d’oestrogénes légeérement plus élevés que
lors de cycle naturel et plus faibles qu’avec des protocoles classiques de stimulation (80).
Plusieurs naissances ont ainsi été obtenues.

Ces molécules permettent de stimuler la fonction ovarienne en inhibant les effets déléteres des
oestrogenes sur les tissus cancéreux hormono-dépendants.

2.4. Principes de Ila cryoconservation et conséquences sur
I’'embryon (34, 48)

Les premicres congélations embryonnaires animales (souris et vache) datent des années 70.
Dans I’espéce humaine, cette conservation a été proposée dans les années 80 avec une
premiére naissance obtenue en 1983 (35). Le but est de conserver I’embryon a des
températures telles que les phénoménes biologiques soient arrétés et de restaurer ensuite la vie
biologique par décongélation avant transfert de ’embryon dans 1’utérus (34).

a. Congélation de I'eau

La congélation de I’eau pure est le résultat d’un brutal passage de I’eau liquide a 1’état solide.
Cette transformation a lieu entre -4° et 0°C, zone dite de « surfusion ». C’est une réaction
exothermique faisant remonter la température a 0°, température de congélation de 1’eau.

Le point de surfusion des sels est inférieur a celui de I’eau pure. La congélation d’une eau
contenant des sels entraine ainsi une modification de la pression oncontique par concentration
des sels dans un volume de plus en plus réduit. C’est « I’effet solution ».

b. Congélation de solution contenant des embryons

L’embryon humain est tres sensible a la formation de cristaux de glace et a I’effet solution de
part sa taille et sa richesse en eau.

La descente en température entraine une cristallisation débutant dans le milieu extracellulaire.
L’hypertonicité résultante entraine une sortie d’eau intracellulaire vers le milieu
extracellulaire, donc une déshydratation de I’embryon.

Avec une déshydratation trop excessive, la concentration des solutés intracellulaires entraine
des modifications de la conformation des protéines ou la mort cellulaire. Si la déshydratation
est insuffisante, des cristaux de glace intracellulaires de volume important se forment
provoquant des 1€sions au niveau des organites et des membranes et la mort cellulaire.

C’est pourquoi depuis le début de ces techniques, différents procédés se sont
développés visant a induire une déshydratation optimale et a empécher au maximum la
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formation des cristaux de glace et les « chellings injuries ». Toutes prennent en compte deux
facteurs : I’utilisation de cryoprotecteurs et la vitesse de diminution de la température.

c. Les cryoprotecteurs

1. Les cryoprotecteurs pénétrants dans les cellules

Les plus utililisés sont: Le diméthylsulfoxide (DMSO), le glycérol, le propane-1,2-diol
(propanediol).

Solubles dans I’eau, ils augmentent la viscosité du milieu en fonction de leur concentration
limitant la taille des cristaux. Ils permettent une déshydratation en se substituant a I’eau
intracellulaire, diminuent 1’effet solution et abaissent le point de congélation des solutions. Ils
sont qualifiés d’ « anti-gel cellulaire ».

2. Les cryoprotecteurs non pénétrants

De nature osidique (saccharose (sucrose), galactose, tréhalose...), leur pouvoir osmotique
facilite la déshydratation en augmentant 1’osmolarit¢ du milieu extracellulaire, la sortie du
cryoprotecteur et évite une entrée trop massive d’eau a la décongélation.

Les macromolécules comme le polyvinylpyrrolidone (PVP), le Ficoll (polymere de
saccharose) ou des protéines augmentent la viscosité du milieu (limitant la rapidité des
mouvements et la taille des cristaux) et augmentent la pression oncotique réduisant la quantité
de cryoprotecteur pénétrant nécessaire a la congélation.

d. La vitesse de diminution de la température : La congélation lente et la
vitrification

1. La congélation lente

Dans la technique de congélation lente ou congélation a 1’équilibre, les embryons sont passés
dans des milieux contenant une concentration faible mais croissante de cryoprotecteurs.

Les embryons contenus dans la solution cryoprotectrice sont ensuite conditionnés dans des
paillettes (250 pL) puis refroidis selon des protocoles de descente lente en température pour
permettre la déshydratation.

La présence de cryoprotecteurs dans les solutions de congélation abaisse le point de
cristallisation de la solution (-15°) et augmente la zone de surfusion et le risque de formation
de gros cristaux de glace dans le milieu intracellulaire. Il est nécessaire de diminuer ce risque
en induisant la cristallisation a une température supérieure. Le seeding ou induction de la
cristallisation est en général réalisé a -7°C.
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Apres avoir atteint une certaine température (-30 ou -80°C en fonction des protocoles), les
paillettes sont rapidement plongées dans ’azote liquide a -196°C.

2. La vitrification

Dans cette technique apparue dans les années 80, les embryons sont exposés a une solutions
de cryoprotecteur(s) (éthyléne glycol +/- DMSO) en forte concentration pendant un temps tres
bref. Les embryons contenus dans cette solution sont ensuite conditionnés dans des paillettes
et rapidement plongés dans 1’azote liquide a -196°C.

La forte concentration en cryoprotecteur associée a un refroidissement rapide permet une
bonne déshydratation du milieu et la transformation du milieu intracellulaire en un milieu
amorphe ou « vitreux » ou l’organisation en cristaux de glace n’a pas le temps de se faire
¢vitant ainsi les dommages cellulaires.

11 faut noter que la vitrification présente quelques inconvénients :

- Toxicité des cryoprotecteurs utilisés a forte concentration. Pour y remédier on peut :
Associer plusieurs cryoprotecteurs pour diminuer la concentration de chacun d’entre eux ou
utiliser des macromolécules augmentant la viscosité du milieu pour diminuer la concentration
des cryoprotecteurs pénétrants

- Mauvaises conditions de sécurit¢ microbiologique (au début de son utilisation) : les

échanges thermiques devant étre rapides, des dispositifs de stockage non étanches étaient
utilisés.

3. Techniques dérivées de la vitrification

Pour améliorer la technique de vitrification, des kits de vitrification, des formules
cryoprotectrices et de nouveaux supports (paillettes ultra-fines, anneaux...) se développent
donnant naissances a de nouvelles techniques (OPS, super OPS, cryoloop).

e. Les procédés de décongélation

Les embryons seront soumis au protocole de décongélation la veille ou le matin du transfert
dans 1'utérus. Les procédés de décongelation dépendent du protocole de congélation choisi
(35).

Le réchauffement des paillettes peut se faire dans un bain marie a 37° ou a I’étuve. Dans tous
les cas, le réchauffement sera suivi de I’élimination du cryoprotecteur par passage des

embryons dans des bains de cryoprotecteurs de concentration décroissante (48).

Le transfert dans [’utérus se fait de fagon similaire a un transfert d’embryons frais.
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2.5. Les résultats de la cryoconservation embryonnaire

a. La survie embryonnaire

Un embryon est considéré comme ayant survécu a la congélation/décongélation si au moins la
moitié¢ de ses blastoméres sont intacts.

La congélation embryonnaire est aujourd’hui une technique de routine permettant d’obtenir
des taux de survie de plus de 80%. Ces valeurs varient en fonction des procédés mis en ceuvre
(technique, cryoprotecteurs...) et du stade de congélation choisi : zygote, embryon clivé
précoce, blastocyste (35, 48).

Tableau 9 : Taux de survie embryonnaire en fonction du stade choisi pour la congélation (35,
48)

zygote embryon blastocyste

Taux de survie 74 a 87 % 62 a 80 % 52 a 80 %

b. Les résultats en terme de grossesses (24)

Les protocoles de congélation/décongélation ont €volué pour amener les résultats de la
congélation embryonnaire a des «rendements» proches des protocoles avec transfert
d’embryons frais. Cependant les résultats restent inférieurs :

Tableau 10 : Comparaison des résultats des transferts d’embryons frais et d’embryons
congelés selon 1’é¢tude FIVNAT 2006 (24)

Frais Congelés
Nombre de transferts 40098 9999
Nombre de grossesses 10632 1500
Taux de grossesses par transfert 26,5% 15%

De plus selon I’étude FIVNAT 2006 regroupant les données de 50 centres Francais, les
fausses couches sont plus fréquentes apres transfert d’embryons congelés (TEC) qu’apres
transfert d’embryons frais et d’autant plus que le transfert se fait au stade blastocyste.

En revanche, la comparaison des deux types de transfert montre que les TEC sont a I’origine

de moins de grossesses multiples, de pathologies de la grossesse, de prématurité et faible
poids de naissance.

c. Facteurs influencgant les taux de grossesse par transfert (24)
Les résultats de FIV avec transfert d’embryons congelés semblent influencés par les mémes

facteurs que ceux avec transfert d’embryons frais (4ge de la femme, nombre d’embryons
transférés) mais pas par la technique de fécondation ou le rang de la tentative.
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1. Facteur age

Tableau 11 : Résultats des TEC en fonction de I’age au moment de la ponction (24)

Age lors de la <29 ans | 30-34 ans | 35-37 ans | 38-39 ans | 40-41 ans | >42 ans
ponction
% de 19,5 19,6 19 16,8 11,8 9,4
Grossesses/Transfert

L’age de la patiente au moment de la ponction influe le résultat du transfert d’embryons
congelés surtout a partir de 38 ans. Ceci s’explique par ’atrésie physiologique qui est
responsable d’une diminution du nombre et de la qualité folliculaire.

2. Facteur nombre d’embryons

Tableau 12 : Résultats des TEC en fonction du nombre d’embryons transférés (24)

Nombre d’embryons 1 2 3 >4
transférés
%Grossesses/Transfert 11,4 18 ,4 19,2 18,6

Les chances de grossesse augmentent avec le nombre d’embryons transférés. Cependant au-
dela de deux embryons, la différence n’est pas significative. Aujourd’hui, le transfert
embryonnaire (frais ou congelé) doit se limiter a deux évitant les risques obstétricaux d’une
grossesse triple.

3. la technique de fécondation

Tableau 13 : Résultats des TEC en fonction de la technique de fécondation (24)

FIV classique FIV ICSI
Nombre de transferts 4536 5169
Nombre de grossesses 863 958
Taux de grossesses par transfert 19% 18,5%
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4. Le rang de la tentative

Tableau 14 : Résultats des TEC en fonction du nombre de tentatives (24)

Rang de TEC Nombre de Nombre de Taux de Taux de
cycles grossesses grossesses par grossesses
transfert en % cumulées en %
1 9712 1511 15,6 83
2 1669 257 15,4 97
3 312 44 14,1 99,5
4 69 8 11,6 99,9
5 20 1 5 100
6 3 0 0
7 0

Le taux de grossesses diminue avec le rang de la tentative sans que la différence ne soit
significative. 97% des grossesses ont été obtenues suite au deuxieme TEC.

2.6. Conclusion

Les résultats de la congélation embryonnaire obtenus en routine font de cette technique une
bonne option pour les patientes désireuses de maintenir leurs possibilités de concevoir apres
les traitements et la maladie.

Sous réserve que la situation de la patiente au moment du traitement (age, famille) lui
permette d’accéder a la conservation embryonnaire, les traitements et 1’urgence de ceux-ci
amenuisent les chances de grossesses.

En effet, si I’état de la patiente permet d’effectuer une stimulation ovarienne, la durée de ces
protocoles ne permet souvent qu’un seul cycle avant la mise en place des traitements. Or la
stimulation ne conduit pas forcément a I’obtention d’ovocytes aptes a la fécondation et/ou en
nombre suffisant, ni la fécondation a des embryons.

En cas de réussite, le ou les embryons pourront étre congelés et transférés le moment venu.

L’obtention et le maintien de la grossesse dépendront alors des traitements effectués et des
parametres utérins (fibrose).

3. Congélation d’ovocytes matures

3.1. Indications

La congélation d’ovocytes en métaphase II peut se présenter comme une alternative :
- Aux problémes que posent la congélation embryonnaire: 1égaux, éthiques voir religieux (7,

14, 71).
- Aux échecs de prélévement de sperme le jour de la FIV (14),
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- A des stimulations répétées (14), au recueil d’un nombre élevé d’ovocytes (35).

Elle représente pour les patientes allant subir une chirurgie ou un traitement potentiellement
castrateurs et n’ayant pas acces a la conservation embryonnaire, une possibilité de préserver
leur fertilit¢ future (7, 14). En I’absence de contre-indication, les femmes célibataires
pourraient bénéficier d’une cryoconservation ovocytaire (14, 35, 80) mais les résultats
qu’offrent cette technique en terme de naissances sont encore faibles. En France, la
congélation d’ovocytes n’est pas pratiquée dans ce cadre.

3.2. Les contraintes liées a la patiente

Toutes les patientes désireuses de préserver leur fertilité ne peuvent pas bénéficier de cette
technique. En effet, pour obtenir un nombre suffisant d’ovocytes matures, il est nécessaire
d’avoir recours a une stimulation ovarienne. Celle-ci se faisant selon les mémes protocoles
utilisés en FIV classique, la pathologie et le temps représentent encore une fois un obstacle
pour certaines patientes (53).

3.3. Conséquences de la congélation sur I'ovocyte en métaphase Il
(14)

Les premiers protocoles de congélation ovocytaire découlaient de ceux utilisés lors de la
conservation embryonnaire : congélation lente, utilisation de crypoprotecteurs tels que le
DMSO et le propanediol. Mais les résultats montrent que la cellule ovocytaire est plus
sensible que I’embryon a la congélation.

a. Lésions cellulaires

Les caractéristiques de la membrane plasmique d’un ovocyte en métaphase Il limitent les
mouvements liquidiens de part et d’autre de celle-ci. L’efflux de cryoprotecteur et la sortie
d’eau étant ainsi limités, la déshydratation cellulaire est plus difficile entrainant alors un
risque important de formation de cristaux de glace et de Iésions cellulaires.

b. Lésions fusoriales

Le fuseau est constitué par des microtubules formés eux mémes par la polymérisation de
dimeres de tubuline (a et B). Il permet la migration des chromosomes lors de la méiose et des
différentes mitoses. Son rdle est important lors de la fécondation : achévement de la méiose,
expulsion du second globule polaire, migration des pronuclei. L’altération du fuseau
méiotique peut étre a 1’origine d’anomalies chromosomiques.

Dans toutes les especes et quelle que soit la technique de congélation, 1’observation
d’ovocytes exposés a la congélation et aux cryoprotecteurs montre une dépolymérisation des

microtubules menant a une aneuploidie ou a une polyploidie.

Cependant, cet effet est réversible avec le réchauffement. En fonction des especes et de la
méthode de congélation, une incubation de 1 a 3 heures a 37° permet la restauration du
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fuseau ; méme si moins de la moiti¢ des ovocytes congelés présenteront celui-ci apres 1 a 4
heures d’incubation.

c. Altérations de la zone pellucide (7, 26, 35)

Des bréches au niveau de la zone pellucide ont été observées apres congélation ovocytaire.
Ces altérations facilitant le passage de plusieurs spermatozoides peuvent étre a 1’origine de
polyploidie embryonnaire.

D’autre part, les solutions de congélation pourraient provoquer une réaction corticale
prématurée responsable d’un durcissement de la zone pellucide. Cette réaction peut expliquer
les faibles taux de fécondation observés.

3.4. Les résultats de la congélation d’ovocytes matures

a. Taux de survie ovocytaire

Il est nécessaire d’adapter les protocoles de congélation existants aux particularités de la
cellule ovocytaire pour la déshydrater de fagon optimale avant la congélation et éviter la
formation de cristaux de glace sources de 1ésions et mort cellulaire.

Si Chen en 1986 a obtenu une bonne survie ovocytaire a la congélation (76%) (35), ces
successeurs ont obtenu des résultats inférieurs. Aujourd’hui, ce taux varie de 25 a 95% (79).

En congélation lente, la modification de la concentration en cryoprotecteur permet
d’améliorer les résultats avec notamment 1’augmentation de la concentration de sucrose de 0,1
a 0,3 M qui fait passer la survie de 40 a 80% (14, 26).

L’augmentation du temps d’exposition a 15 minutes aux cryoprotecteurs semble lui aussi
avoir une action bénéfique sur la survie mais d’autres études sont nécessaires pour en évaluer
la toxicité (26).

La survie ovocytaire pourrait étre améliorée par la présence du cumulus (54 vs 27%), celui-ci
exercerait un effet protecteur vis-a-vis des changements de pression osmotique et des
distorsions que subit la cellule lors de la congélation.

Mais c’est avec la vitrification et ses techniques dérivées que la survie ovocytaire a pu

atteindre les 90%. Ces techniques semblent les plus adaptées a la cellule ovocytaire et a sa
congélation (14, 47).

b. Taux de fertilisation

Dans I’espece humaine et dans la plupart des cas, I’insémination se fait aprés 1 a 3 heures
d’incubation a 37°, temps nécessaire a la reconstruction fusoriale.

Entre 1986 et 1994, ce taux était au maximum de 50%, Chen obtenant encore une fois un bon
résultat avec 71% (35).
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La série obtenue par Porcu en 2000 (338 ovocytes, congélation lente, ICSI aprés 3 heures
d’incubation) confirme ces valeurs avec des taux de fertilisation de 59% (14). Selon des
études allant de 1992 a 2002, ce taux varie de 13,5 a 71%.

Un des facteurs pouvant expliquer les faibles taux de fécondation est le durcissement de la
zone pellucide. L’apparition et le développement de la technique d’ICSI ont permis d’éviter
cet obstacle et d’améliorer les taux de fécondation des ovocytes cryoconservés. En 1995, une
équipe obtient 43% d’ovocytes fécondés par ICSI contre 2,7% par fécondation classique (35).

Le développement embryonnaire est lui aussi amélioré, puisque 43% des embryons obtenus
par ICSI atteignent le stade blastocyste contre 11% en FIV classique (35).

c. Naissances

Les premicres naissances issues d’ovocytes congelés en métaphase II ont eu lieu dans
I’espéce murine en 1977 (35, 71).

C’est en 1986, que Chen ef al obtiennent les deux premicres naissances issues de la
congélation d’ovocytes humains. La méthode par congélation lente et décongélation rapide
utilisait du DMSO comme cryoprotecteur (35, 44, 48). Ce succes s’est répété en 1987 lorsque
Van Uem obtient la troisiéme naissance (26, 35).

Les années qui suivirent, n’ont connu que de rares succes suite aux faibles taux de survie, de
fertilisation et de développement (14). C’est avec le développement de I'ICSI et de la
vitrification que cette technique va connaitre plus de réussite (44, 79) :

-1997 : premiere naissance issue d’un ovocyte congelé et d’une ICSI
-1999 : premiére naissance issue d’un ovocyte vitrifié.

3.5. Conclusion

La congélation ovocytaire pourrait s’adresser aux femmes qui ont le temps et la possibilité de
réaliser une stimulation ovarienne mais qui n’ont pas acces a la conservation embryonnaire.
Cependant, les faibles résultats obtenus limitent considérablement 1’emploi de celle-ci.

Malgré 1’amélioration des techniques et des protocoles, la congélation d’ovocytes matures ne
serait a 1’origine que d’une centaine de naissances en une vingtaine d’années. L’analyse de
nombreuses études montre un taux de naissance par ovocyte cryoconservé allant de 1,52%
(congélation lente) a 1,7% (vitrification) (79, 80). Certaines équipes arrivent aujourd’hui a
obtenir 6 naissances pour 100 ovocytes cryoconservés en congélation lente.

Ces maigres chances de conception ont fait mettre en place la congélation d’un autre stade
ovocytaire visant a contourner la sensibilité de I’ovocyte mature au froid.
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4. La cryoconservation d’ovocytes immatures (prophase |)

4.1. Propriétés de I'ovocyte immature

L’ovocyte immature au stade de vésicule germinale, est bloqué en prophase de la premiére
méiose jusqu’a I’ovulation. A ce stade (46, 78, 85):

- Le fuseau n’est pas formé,

- Les chromosomes non condensés sont regroupés a I’intérieur de la membrane nucléaire,
- Les cellules de la corona radiata forment un cumulus compact,

- Les granules corticaux sont inaptes a I’exocytose.

Cette vésicule germinative est en théorie moins sensible aux effets d’une congélation. Ces
caractéristiques permettent d’éviter les effets néfastes du froid sur le fuseau, les non-
disjonctions chromosomes-tubuline et les risques d’aneuploidie.

4.2. Indication (55)

La congélation d’ovocytes immatures se présente comme une alternative a la congélation du
gaméte femelle. Les essais ont été réalisés a partir des protocoles de congélation de 1’ovocyte
mature selon des méthodes de congélation lente ou de vitrification.

Selon les équipes, les ovocytes peuvent provenir de patientes ayant été stimulées ou non. A

noter qu’en I’absence de stimulation ovarienne, le prélévement peut se faire rapidement pour
commencer le traitement le plus tot possible.

4.3. Résultats

La cryoconservation d’ovocytes immatures a d’abord été possible chez le rat et la souris (85).
Espece chez laquelle on a montré que la congélation n’entrainait pas de dommage au niveau
du fuseau (84).

La premicre naissance humaine issue d’un ovocyte immature congélé¢ au stade de vésicule

germinale a été obtenue par Tucker en 98. Les ovocytes avaient été obtenus apres stimulation
ovarienne (22, 86).

a. La survie ovocytaire

Dans I’espece humaine, c’est Mandelbaum qui affiche les premiers résultats (78, 85) :
En utilisant le DMSO comme cryoprotecteur, le taux de survie ovocytaire se monte a 37%

(10/27 ovocytes). Deux de ces ovocytes placés en culture in vitro atteignent le stade mature
de la métaphase I1 (20%).
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Les possibilités de survie sont confirmées par d’autres équipes. Les techniques de congélation
lente dans du propanediol et du sucrose offrent des taux de survie allant de 15,6 a 55,1 pour
des ovocytes issus de patientes non stimulées. Ce taux augmente légeérement si il y a eu
stimulation : 58,5% (78, 85).

b. La maturation ovocytaire

Lors des précédentes études, les possibilités de développement in vitro de ces ovocytes ont
aussi été étudiées.

Les taux de maturation vont de 27,3% (68) a 59,3%. Selon les techniques, les équipes
trouvent des résultats significativement différents ou non des groupes de contrle (non
congelés) (78, 85).

I1 a également été démontré que le propanediol n’avait pas d’action négative sur la maturation
ovocytaire, mais qu’il était a 1’origine de sa légeére diminution : 76,8 vs 67,1% (78).

L’importance du taux de maturation pourrait varier en fonction de la réalisation ou non d’une
stimulation avant le recueil ovocytaire. En effet, des taux plus importants sont obtenus lorsque
les ovocytes sont recueillis apres une stimulation de la patiente (83% vs 27%) (84,85).

La stimulation permettrait 1’accés a de larges cohortes d’ovocytes recrutés possédant de
meilleures capacités de développement. Sans stimulation, le prélévement peut contenir un
grand nombre d’ovocytes non recrutés voire en atrésie (84). Ce qui confirme que le fait
d’ajouter des gonadotrophines dans le milieu de culture permet d’obtenir de meilleurs taux de
maturation (78) (et de fertilisation).

c. La fertilisation et le développement embryonnaire (78, 84, 88)
L’insémination avec ou sans ICSI d’ovocytes ayant survécu a la congélation et menés
jusqu’en métaphase I, montre que de tels ovocytes conservent leurs capacités a étre fécondés

et a se développer:

- Taux de fertilisation : 42,9 a 57 ,7%
- Taux de clivage : 3,8 4 16,7%

Ces taux sont significativement inférieurs au groupe controle (ovocytes non traités, non
congelés). Les faibles taux de clivage montrent une limite de leur capacité a se développer.

De plus il a été proposé qu’une stimulation, si elle permettait une plus grande capacité de

maturation, influerait sur la qualité ovocytaire et que les taux de fertilisation et le
développement embryonnaire dépendrait du type de stimulation.

d. Avec la vitrification

La congélation par vitrification a I’aide d’une solution d’éthyléne glycol et de sucrose a été
réalisée par Wu et al. Les résultats sont les suivants (88) :
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- Taux de survie : 59%

- Taux de maturation : 64%
- Taux de fertilisation : 70%
- Taux de clivage : 71%

Les taux de fertilisation et de développement embryonnaire sont plus importants que ceux
issus d’une congélation lente. La vitesse de refroidissement en limitant les conséquences
néfastes d’une congélation lente permettrait d’obtenir ces meilleurs résultats.

A noter que ces résultats sont également supérieurs a ceux obtenus par congélation lente
d’ovocytes stimulés. D’autres ¢tudes sont donc nécessaires afin d’évaluer le réel intérét d’une
stimulation.

4.4. Conclusion

Les résultats des différents essais montrent que 1’ovocyte immature est capable de survivre a
la congélation tout en conservant ses capacités a étre fécondé et a assurer le développement
embryonnaire. La technique de vitrification semble étre a 1’origine de meilleurs résultats que
la congélation lente. Cependant peu de naissances sont recensées hormis celle obtenue par
Tucker en 1998.

Dans I’avenir, le développement de cette technique pourrait permettre d’améliorer les
résultats généraux de la congélation ovocytaire. D’autre part, elle pourrait permettre aux
femmes célibataires ne pouvant subir une stimulation de maintenir leurs chances de
conception apres leur traitement anti-cancéreux.

5. La Cryoconservation de cortex ovarien

La possibilité¢ de congeler le tissu ovarien a ¢té envisagée des les années 1950. Les greffes de
tissu ovarien congelé réalisées chez la souris, la brebis, la rate et la femme ont montré une
reprise de la maturation folliculaire, d’une sécrétion hormonale ainsi qu’une restauration de la
fonction cyclique ovarienne (1, 80). En 1960, Parrott obtient la premiére naissance issue
d’une autogreffe apres congélation d’un quart d’ovaire murin dans 15% de glycérol (1). Celle-
ci sera suivie dans les années 90, de plusieurs naissances obtenues chez d’autres especes (1).

5.1. Indication

Les résultats obtenus chez I’animal ont ouvert de nouvelles perspectives quant aux possibilités
de préserver la fertilité¢ des femmes a risques.

La cryoconservation de tissu ovarien peut étre proposée dans le cadre de pathologies malignes
ou non nécessitant 1’utilisation de traitements stérilisants (35) et notamment a la population
féminine ne pouvant bénéficier d’une congélation ovocytaire (les femmes célibataires en
France, les jeunes femmes et les enfants) ou d’une stimulation ovarienne (temps, contre-
indication).
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Elle peut également étre utilisée chez les femmes connues comme ayant un risque de
ménopause précoce : syndrome de Turner, cas familial de ménopause précoce (1).

5.2. Avantages de la conservation de tissu ovarien

a. Propriétés du tissu ovarien

La zone corticale de 1’ovaire contient une grande partie de follicules immatures dont environ
90% de follicules primordiaux ; stade résistant a la congélation-décongélation de part sa taille,
sa structure (absence de zone pellucide, de granules corticaux, de fuseau, peu de cellules
formant la corona) et son faible métabolisme (1, 18,35).

b. Facilité du prélevement

Le prélevement de tissu ovarien se fait par I’ablation d’un ovaire lors d’une coelioscopie sans
avoir recours a un protocole de stimulation. La congélation de cortex ovarien ne représente
alors pas un obstacle a la mise en place de thérapeutiques urgentes et peut étre proposée aux
femmes chez qui la stimulation représente une contre-indication par rapport a leur pathologie
(1, 35).

Pratiqué a tout moment du cycle ovarien, le recueil peut méme se faire avant la puberté. Cette
technique permet ainsi d’élargir les possibilités de préservation de la fertilité aux fillettes pré-
puberes (35, 53) et représente la seule option pour celles-ci.

5.3. Les différentes étapes d’une congélation de tissu ovarien (70)

a. Aspect légal et réglementaire (CSP, 70)
La conservation de tissu ovarien entre dans le cadre de la loi de bioéthique du 6 aotit 2004 :

«Art. L. 2141-11. - En vue de la réalisation ultérieure d'une assistance médicale a la
procréation, toute personne peut bénéficier du recueil et de la conservation de ses gametes ou
de tissu germinal, avec son consentement et, le cas échéant, celui de l'un des titulaires de
l'autorité parentale, ou du tuteur lorsque I'intéressé mineur ou majeur fait I'objet d'une mesure
de tutelle, lorsqu'une prise en charge médicale est susceptible d'altérer sa fertilité, ou lorsque
sa fertilité risque d'étre prématurément altérée. »

En France, la cryoconservation de tissu ovarien a fait 1’objet d’une étude multicentrique dont
I’investigateur est le Professeur Aubard, praticien hospitalier au Centre Hospitalier
Universitaire (C.H.U) de Limoges aprés avoir recu I’accord du Comité Consultatif de
Protection des Personnes dans la Recherche Biomédicale (C.C.P.P.R.B).

Cette loi a fait I’objet d’un décret (22 décembre 2006) permettant a cette technique d’étre
utilisée aujourd’hui hors protocole : « Art. R. 2142-1. — Les activités cliniques et biologiques
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d’assistance médicale a la procréation mentionnées a 1’article L. 2142-1-1 comprennent ...la
conservation a usage autologue des gametes et tissus germinaux en application de Iarticle L.
2141-11. »

La question de la conservation est étudiée pour chaque cas par une équipe pluridisciplinaire
encadrant la patiente et composée de I’oncologue, du biologiste de la reproduction et du
gynécologue ou du chirurgien pédiatre.

Apres information sur I’étude, les risques et les résultats, la patiente ou ses parents ou son
représentant légal signent un formulaire de consentement en trois exemplaires.

b. Le préléevement (70, 81, 100)

Le prélévement du tissu ovarien se fait sous anesthésie générale (43) lors d’une coelioscopie
rarement lors d’une laparotomie. Il peut concerner une partie de 1’ovaire ou le plus souvent
I’ovaire entier.

L’avis de I’anatomo-pathologiste est nécessaire pour délimiter le prélévement en cas de
tumeur ovarienne.

Apres résection, I’ovaire est acheminé le plus rapidement possible vers le laboratoire dans un
milieu de culture approprié (milieu de Leibovitz).

c. La préparation du tissu ovarien (70)

Sous hotte a flux laminaire, I’ovaire est disséqué afin de séparer la zone corticale et la zone
médullaire. La zone corticale contenant les follicules primordiaux est ensuite fragmentée en
échantillon de deux tailles différentes. Chaque fragment est ensuite placé dans des cryotubes
identifiés contenant le milieu de congélation.

Des fragments de la zone corticale et de la zone médullaire doivent étre transmis (dans une
solution de formol a 10%) au laboratoire d’anatomo-cytopathologie pour identifier la
présence d’éventuelles cellules néoplasiques et pour évaluer la population de follicules
primordiaux.

d. La congélation

La congélation du tissu ovarien s’appuie sur les procédés de la conservation embryonnaire. Ce
sont les méthodes de congélation lente, utilisant le protocole de Gosden (congélation lente
avec du DMSO) (31), qui sont le plus souvent utilisées, mais quelques équipes ont utilisé la
vitrification (1).
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e. La décongélation

La décongélation des tubes contenant le tissu ovarien se fera par des procédés rapides
consistant a plonger les tubes dans un bain-marie a 37° puis a faire des lavages successifs de
concentration décroissante pour éliminer les cryoprotecteurs (70).

5.4. Survie folliculaire (1)

La période « d’ischémie chaude » représentant le temps entre le prélévement et la congélation
ne doit pas excéder 30 minutes afin de réduire au maximum les altérations tissulaires se
produisant pendant cette période.

La survie des follicules a la congélation varie en fonction du cryoprotecteur utilisé.

Chez la souris, ce chiffre peut varier de 24 a 94% (DMSO, éthylene glycol, propanediol) et
est faible avec le glycérol (4 a 28%). Dans I’espeéce humaine, le propanediol, I’éthyléne glycol
et le DMSO offrent respectivement des taux de survie de 44, 74 et 84%. Avec le glycérol, les
résultats sont inférieurs (10%).

De méme qu’en congélation ovocytaire, la concentration en sucrose améliorerait la survie
folliculaire.

5.5. Les différentes modalités d’utilisation du tissu ovarien

a. Introduction

Pour obtenir au moins un ovocyte apte a la fécondation, il est essentiel que les follicules
primordiaux présents dans le tissu ovarien décongelé terminent leur maturation (100). Pour
cela, les différentes €équipes ont mis en place deux types de techniques permettant cette
maturation folliculaire (1) : La greffe (autogreffe ou xénogreffe) du tissu ou des follicules
1solés de celui-ci et la culture (maturation) de follicules in vitro.

b. Les greffes

I existe différents types de greffes. Dans une autogreffe, le donneur et le receveur sont un
seul et méme individu a la différence d’une allogreffe ou le receveur est un autre individu de
la méme espéce et d’une xénogreffe ou le receveur appartient a une autre espece.

1. Les Autogreffes de tissu ovarien

Dans la littérature, on distingue deux types d’autogreffes en fonction du site receveur : Les
greffes orthotopiques et les greffes hétérotopiques. La taille des fragments et le site idéal de la
transplantation ne font pas 1’objet aujourd’hui d’un consensus. Ces deux facteurs pourraient
influer la qualité et le résultat de la greffe (21).
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1.1. Les greffes orthotopiques

Le fragment de tissu ovarien retrouve sa place originelle (100) et sera fixé :

- Soit au niveau d’un repli péritonéal prés du ligament infundibulopelvien (53, 79) pour
bénéficier d’une bonne vascularisation,

- Soit sur I’ovaire encore présent (53, 79).

Figure 21 : Fragments de cortex ovarien greffés sur I’ovaire résiduel (22)

Cette greffe se fait par coelioscopie sous anesthésie générale (79). C’est la seule option pour
laquelle on peut espérer aboutir a une fertilité naturelle sans avoir recours a une stimulation
(100).

1.2. Les greffes hétérotopiques (79)

Ces greffes peuvent se faire sur n’importe quel autre site suffisamment vascularisé : le tissu
sous cutané ou les espaces sous le péritoine. Cette intervention ne nécessite pas de chirurgie
ou d’anesthésie générale.

Le recours a une FIV étant nécessaire I’avant-bras est un site idéal pour le monitorage des
follicules et la facilité de prélévement des follicules.

Figure 22 : Schématisation d’une greffe hétérotopique au niveau de 1’avant-bras (79)

105



1.3. Les résultats

Bien que la premicre naissance animale ait été obtenue chez la souris en 1960, les premiéres
greffes dans I’espece humaine n’ont été réalisées qu’au début du 21¢me siécle.

1.3.1. Le délai et la durée de fonctionnement du greffon

Le suivi d’autotransplantation de cortex ovarien montre par les taux hormonaux et le suivi
échographique, une reprise de I’activit¢ du greffon en 4 a 5 mois en moyenne (8 semaines — 8
mois). La durée d’activité du greffon pourrait aller de 1 mois a 3 ans. Des greffes ultérieures
pourraient ainsi prolonger 1’activité hormonale (22).

1.3.2. Les naissances

En 2000, Oktay réalise la premiére greffe hétérotopique au niveau de 1’avant-bras (43) et en
2004, il obtient (pour une patiente en rémission d’un cancer du sein (80), le premier embryon
a 4 cellules issus d’une greffe sous-cutanée de tissu ovarien congelé (79).

-La premicre naissance (80, 81, 98)

En juillet 2004, Donnez et son équipe obtiennent la premiere naissance issue d’une autogreffe
de tissu ovarien.

La patiente de 25 ans, atteinte d’un lymphome Hodgkinien, a bénéfici¢é d’une
cryoconservation ovarienne avant son traitement. La patiente a présenté ensuite au moins un
cycle ovulatoire spontané et a été placée sous traitement hormonal de substitution trois mois
apres la fin du traitement.

Apres la thérapie, le tissu ovarien a été greffé orthotopiquement. Apreés 6 mois, la patiente
présentait des cycles spontanés et a pu concevoir 8 mois apres la greffe. La grossesse a
conduit a la naissance d’une petite fille.

Cependant un doute subsistait quant a I’origine de 1’ovocyte fécondé. Provenait-il du greffon
ou de I’ovaire restant ? De plus, le traitement est connu pour avoir un risque de POF de 61%

(76), ce qui n’exclut pas que I’ovocyte provienne de I’ovaire résiduel.

Donnez et son équipe confirment, par le monitorage hormonal et échographique du cycle
menant a la grossesse, que 1’ovocyte provient du greffon.

-La deuxieme naissance (60)
En 2005, Meirow et son équipe obtiennent la deuxiéme naissance.
La patiente de 28 ans, atteinte d’un lymphome non-Hodgkinien a regu plusieurs cycles de

chimiothérapie. Apres ce traitement, la patiente présentait des cycles réguliers et a été placée
sous contraceptif pendant un mois.
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Six mois aprés la fin du traitement, une rechute fait mettre en place une seconde ligne de
traitement avant une greffe de moelle osseuse. Juste avant, les deux tiers de son ovaire droit
sont congelés.

Apres 2 ans pendant lesquels la patiente présentait une ménopause, celle-ci a bénéficié de la
greffe de tissu ovarien sur 1’ovaire résiduel (fragments placés apres incision de I’albuginée de
I’ovaire gauche et fragments injectés dans le reste de 1’ovaire droit).

Les dosages hormonaux ont montré que la patiente avait retrouvé sa fonction ovarienne au
bout de 6 mois et des cycles spontanés en 8 mois. Une fécondation in vitro réalisée 9 mois
apres la greffe a permis d’obtenir un embryon a 4 cellules. Transféré 2 jours aprés la
fécondation, celui-ci a conduit a la naissance d’une fille (81) au bout de 38,5 semaines de
gestation.

-La troisiéme naissance (19)

La patiente de Demeestere et son équipe a subi a 1’age de 24 ans une chimiothérapie de
conditionnement avant une greffe de moelle osseuse. L’ovariectomie a été réalisée apres un
cycle de chimiothérapie. Aprés 4 années de ménopause, une premicre greffe combinée
orthohétérotopique avait conduit a I’obtention d’une grossesse spontanée. Cependant, celle-ci
s’est interrompue au bout de 7 semaines suite a une aneuploidie. La seconde greffe
orthotopique a pu conduire a une grossesse spontanée (3 mois apres) et a la naissance de la
troisieme fille au bout de 41 semaines.

Pour I’instant, les greffes hétérotopiques n’ont pas été a I’origine de naissance. La naissance
obtenue par Oktay en 2005 (66) chez une patiente ayant bénéfici¢é de ce type de greffe
provenait en réalité de 1I’ovaire restant (22).

Cependant, des grossesses biochimiques ont pu €tre obtenues par Andersen et son équipe. La
patiente agée de 28 ans avait bénéfici¢ d’une congélation ovarienne avant son traitement par
chimiothérapie et radiothérapie. Apres 2 ans, le tissu a été greffé en trois sites (2
orthotopiques et 1 hétérotopique). Apres 15 mois et une stimulation hormonale, un ovocyte
mature a €té recueilli au niveau du greffon subpéritonéal. Fécondé par ICSI, celui-ci a été
transféré dans 'utérus de la patiente. Le taux d’hCG montrait un résultat positif mais la
grossesse n’a pas évolué. Le deuxieme essai a mené au méme résultat. Les auteurs évoquent
une production hormonale insuffisante par le corps jaune pour permettre 1’implantation de
I’embryon et le maintien d’une grossesse (72).

1.3.3. Résultats de greffe de tissu ovarien immature (96)

La greffe orthotopique d’ovaire immature (frais ou congelé) a été réalisée chez des souris
impuberes et des souris adultes. Les résultats montrent qu’un tissu ovarien immature est
capable d’induire & un age normal, une puberté spontanée chez les souris impuberes au
moment de la greffe et de restaurer rapidement une fonction ovarienne chez les individus
adultes. Des grossesses ont également été obtenues dans les différents groupes. L’absence de
grossesse apres 35 semaines fait conclure a un épuisement du greffon.

La greffe de tissu ovarien pourrait alors trouver une nouvelle indication. La possibilité
d’induire une puberté par le biais d’une greffe pourrait éviter I’utilisation d’une substitution
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hormonale. Mais la durée de fonctionnement du greffon serait alors un facteur important dans
le risque de survenue de POF et d’infertilité.

1.4. Risques d’une autogreffe

1.4.1. Ischémie (1, 43, 65)

La diminution de la population ovocytaire pourrait aller jusqu’a 65% pendant la période de
revascularisation du greffon. Cette perte serait due a des péroxidations lipidiques au niveau
des membranes cellulaires et contribuerait a une disparition rapide des populations
folliculaires du greffon.

1.4.2. Transmission de la pathologie

Le risque le plus inquiétant d’une greffe de tissu ovarien est la réintroduction de la pathologie
initiale.

La possibilité de transmission d’un lymphome a été montrée en 1996. Les souris saines ayant
recu une greffe de tissu ovarien provenant d’une souris atteinte ont rapidement développé un
lymphome (1, 35). Kim montre également que le tissu humain peut étre vecteur d’un
lymphome apres greffe a des souris SCID (severe combined immunodeficiency disease) :
Isur 5 (53).

Ce risque de transmission est d’autant plus important quand il existe déja un risque de
métastase ovarienne (leucémie, cancer du sein ou de 1’ovaire).

Tableau 15 : Risque métastasique en fonction de la pathologie (102).

Risque faible Risque modéré Risque élevé
Lymphome de Hodgkin ou non Cancer du sein stade [V Leucémie
Tumeur de Wilms Cancer du colon Neuroblastome
Sarcome d’Ewing Cancer du glandulaire col Lymphome de Burkitt

Cancer du sein stade I —I1I
Rhabdomyosarcome non génital
Cancer du épidermoide col

1.5. Conclusion

Les résultats obtenus aprés autogreffe de tissu ovarien cryoconservé ont montré qu’il était
possible de restaurer la fonction hormonale et la fertilité¢ des patientes ayant subi un traitement
castrateur. Mais le risque de réintroduire la maladie lors de la greffe limiterait ’emploi de
cette technique aux pathologies non cancéreuses ou sans localisation ovarienne.

L’analyse du tissu ovarien avant la congélation est une étape importante mais ne garantie pas
I’innocuité du greffon. C’est pourquoi d’autres stratégies d’utilisation du tissu comme la
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xénogreffe, la greffe de follicules primordiaux se développent pour limiter voire supprimer
ces risques et étendre les indications des greffes ovariennes.

2. La Xénogreffe (1, 79)

Les premicres xénogreffes de tissu ovarien avaient pour but d’évaluer les propriétés de celui-
la maturation et ont notamment été pour premicre la fois mises en ceuvre par Gosden en 1994
(greffes de tissu ovarien de mouton et de chat a des souris SCID).

Les receveurs sont le plus souvent des souris SCID ne pouvant développer une réaction
greffon vs hote grace a une mutation génétique. La greffe est faite dans le muscle, ou en sous-
cutané ou sous la capsule rénale.

2.1. Résultats (5, 79)

Les études réalisées par Candy en 1995 sur la greffe de tissu ovarien de marmouset a des
souris montrent une croissance folliculaire jusqu’au stade antral. En 2002, la greffe de tissu
ovarien de souris a une rate a permis d’obtenir un ovocyte mature. Apres recueil et
fertilisation d’ovocytes, des souriceaux ont pu étre obtenus (22).

Diverses équipes ont obtenu des résultats satisfaisants concernant la xénogreffe de tissu
ovarien humain cryoconservé a des souris SCID secondairement stimulées (FSH).

En 1998, Oktay obtient la production d’oestradiol, le développement utérin et folliculaire
jusqu’au stade antral. Plus tard, Gook obtient le stade d’ovocyte en métaphase II. Les
capacités ovulatoires du greffon sont mises en évidence par la formation d’un corps jaune
fonctionnel (22, 79). Une stimulation par la FSH des souris receveuses serait nécessaire pour
conduire au développement folliculaire car la production endogene de gonadotrophines est
insuffisante. La structure des follicules primordiaux humains ne semble pas affectée par la
congélation et la xénogreffe (63).

2.2. Avantages d’une xénogreffe (65)

Cette technique représente une option intéressante d’utilisation du tissu ovarien en €vitant les
risques d’une autogreffe de tissu ovarien (réintroduction de cellules néoplasiques) puisque
seuls des embryons issus du recueil et de la fécondation des ovocytes du xénogreffon seraient
transférés aux patientes. Ainsi, elle pourrait étre indiquée en cas de tumeur ovarienne ou
lorsqu’il existe un risque de métastase ovarienne.

2.3. Inconvénients d’une xénogreffe (79)

Au-dela du bénéfice que cette technique peut apporter aux patientes, elles posent certains
problemes éthiques :

- L’utilisation de nombreux animaux pour obtenir un nombre suffisant d’ovocytes puisque les
picces de tissu greffé sont de petite taille.

- Le risque de transmission d’une pathologie animale d’origine virale ou autre a ’espéce
humaine.
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- Le risque de modifications épigénétiques des gametes humains maturés chez une autre
espece.

2.4. Conclusion

Les résultats obtenus chez la souris montrent que la xénogreffe est techniquement réalisable.
Cependant les problémes ¢éthiques que souléve 1’utilisation d’une autre espeéce pour obtenir un
gaméte humain pourraient empécher le développement de celle-ci.

3. La greffe de follicules primordiaux

Les premicres greffes de follicules primordiaux ont été réalisées chez la souris en 1993 par
Gosden. Isolés du tissu environnant par dissection puis action enzymatique, ces follicules ont
été cryoconservés (congélation lente/DMSO), décongelés et greffés dans la bourse ovarienne
chez des individus préalablement ovariectomisés. Cette équipe obtient : une survie folliculaire
a la décongélation de 80%, une rapide reprise de I’activité oestrogénique des greffons et des
naissances de souriceaux (11).

3.1. Avantages (21, 22)

Les follicules primordiaux isolés par leur membrane basale ne sont pas vascularisés. La greffe
de ce type de cellules éviterait ainsi :

- La perte massive des populations cellulaire par ischémie,
- La transmission de cellules néoplasiques.
3.2. Inconvénient (20, 22)

L’isolement des follicules primordiaux humains du tissu s’avere plus délicat que chez
I’animal.

Celui-ci peut se faire par :

-une action mécanique (dissection). La taille des follicules, 1’état fibreux et la densité du
stroma ovarien humain rendent ce type d’isolement difficile et moins efficace.

-une action enzymatique par différentes collagénases (seule ou en association). Mais leur

origine bactérienne (Clostridium histolyticum) et la présence d’endotoxines pourraient
compromettre les résultats de la greffe et limitent leur utilisation.

3.3. Résultats

Aujourd’hui le développement d’enzymes purifiés permet d’obtenir des follicules isolés
humains de bonne qualité (intégrité et survie) et de rendre possible 1’application de ce type de
greffe a I’espece humaine.
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Méme si a présent aucune greffe de follicules humains n’a eu lieu dans 1’espéce humaine, les
résultats des xénogreffes sont prometteurs. Ceux-ci montrent la capacité des follicules
primordiaux humains isolés, et greffés (inclus dans des caillots de fibrine) a des souris a
survivre et a se développer. Quatre mois aprés la xénogreffe de follicules primordiaux
humains, des follicules antraux ont pu étre obtenus (21).

3.4. Conclusion

La greffe de follicules primordiaux évite les risques liés a une autogreffe et les problemes
¢thiques d’une xénogreffe. En théorie, elle représenterait un moyen de restaurer une activité
ovarienne hormonale et d’obtenir des grossesses spontanées. Ces avantages feraient de la
greffe de follicules primordiaux une technique de choix. Cependant la sécurité réelle de ce
type de greffe reste a étre démontrée.

c. La culture de follicules in vitro

1. Principe (30)

La maturation folliculaire in vitro consiste a mener des ovocytes immatures au terme de leur
développement en dehors des conditions physiologiques naturelles. Les ovocytes matures
obtenus au stade de la métaphase II pourront étre fécondés in vitro et les embryons obtenus,
transférés dans un utérus apte a la nidation.

La culture in vitro du tissu ovarien congelé-décongelé permettrait de s’affranchir des risques
liés aux greffes et de la perte folliculaire due a I’ischémie lors de la revascularisation du
greffon.

2. Résultats chez I’animal

En 1990, Carroll isole des follicules primaires de souris. Cultivés in vitro, a 1’état frais ou
apres leur décongélation, ces follicules ont pu terminer leur maturation. La fertilisation de
quelques uns des ovocytes obtenus et le transfert des embryons ont conduit a la naissance de
souriceaux (9). Un an plus tard, cette méme équipe obtient une croissance folliculaire et
I’acquisition des compétences méiotiques a partir de follicules primaires inclus dans une
matrice de collagéne (10).

Cortvrindt en 1996 réalise la culture de follicules pré-antraux de souris pré-puberes. Il obtient
malgré la perte de structure des follicules, un développement folliculaire et une production
hormonale. Aprés 16 jours de culture, la survie folliculaire est de 80%. Le taux d’ovocytes
matures est 41% (aprés ajout d’hCG dans le milieu au 14™ jour), la moitié a atteint le stade
de blastocyste apres fertilisation (1).

En paralléle, O’Brien obtient la naissance d’un seul souriceau issu de la fécondation d’un
ovocyte maturé in vitro. Plus récemment en 2003, en modifiant les conditions de culture des
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complexes cumulo-ovocytaire (follicules secondaires) isolés enzymatiquement, O’Brien
optimise les taux d’ovocytes matures, de fertilisation et de naissances (64).

3. Résultats chez ’humain

Zhang, en 1995, cultive des fragments de tissu ovarien fcetal et montre : une croissance
folliculaire, la formation d’une zone pellucide puis 1’extrusion du premier globule polaire.
Les mémes résultats sont obtenus sur tissus congelés (35).

En 1997, Hovatta (39, 41) montre que la culture de tissu ovarien humain (frais ou congelé) est
possible. Apres 21 jours de culture, la proportion des différents stades ovocytaires montre
qu’il y a eu maturation. Les follicules primordiaux peuvent évoluer in vitro en follicules
primaires, secondaires et occasionnellement jusqu’au stade antral. De plus, la survie
folliculaire est plus importante dans les cultures réalisées avec des matrices extra-cellulaires.

Les études mettent en évidence 1’importance des interactions entre le stroma ovarien et les
cellules folliculaires dans la réussite de la culture (39). Les cultures de follicules primordiaux
et primaires isolés enzymatiquement ne sont possibles que quelques jours (40). Pour une
méme durée de culture, la proportion de corps atrétiques est également plus importante dans
les cultures de follicules partiellement isolés que dans des cultures de follicules non-isolés.

4. Conclusion

La maturation in vitro des follicules humains est plus complexe que chez d’autres espéces. La
durée de la folliculogénese et la taille du follicule sont deux parametres qui rendent les
cultures plus difficiles.

La folliculogénese comprend de nombreuses inconnues comme le role du stroma ovarien et
des cellules folliculaires. Une des importantes clés de ce phénoméne serait la communication
entre ’ovocyte et les cellules de la granulosa dans I’obtention d’ovocyte de bonne qualité apte
a étre fertilisé (82). Cette relation inter-cellulaire pourrait se faire par 1’intermédiaire de
projections transzonales ou de médiateurs paracrines. L’application clinique de la maturation
in vitro des follicules ovariens dépendra des avancées sur la connaissance des facteurs
supportant la maturation ovocytaire et des éventuels effets d’une congélation (22).

d. Conclusion

Dans le monde, on estime qu’environ 1000 femmes ont pu bénéficier d’une cryoconservation
de tissu ovarien. Différentes techniques se sont développées pour envisager I’utilisation du
tissu au moment du désir de grossesse. La seule technique aujourd’hui utilisée en clinique est
I’autogreffe de tissu ovarien (>25 cas). Les résultats offerts sont faibles puisque seules trois
naissances ont €té obtenues mais ils sont porteurs d’espoir (19). Dans tous les cas, le tissu
ovarien congelé puis greffé provenait d’un ovaire mature. A I’heure actuelle, aucun tissu
humain impubere n’a fait I’objet d’une greffe chez la femme. Mais les résultats obtenus dans
I’espéce murine montrent que la greffe de tissu prélevé avant la puberté permet d’induire une
puberté et de restaurer la fertilité. Les autres modalités de maturation du tissu ovarien (grefte
de follicules, xénogreffe, culture in vitro) sont encore expérimentales mais leur
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développement est important pour supprimer le risque de réintroduction de la maladie existant
lors d’une autogreffe de tissu.

6. Les nouveaux challenges de la cryoconservation : La
cryoconservation d’ovaire entier (22)

Les transplantations d’ovaire a 1’état frais ont été réalisées avec succes chez de nombreuses
especes dont I’espece humaine (Leporrier 1987). Plus récemment des essais de transplantation
d’ovaire congelé ont été mis en ceuvre.

6.1. Interét

I1 a été montré que 1’ischémie apres greffe de tissu ovarien est responsable d’une importante
atteinte des populations folliculaires (65%) (1). Le rétablissement d’une vascularisation
immédiate lors de la greffe limiterait considérablement ces pertes et augmenterait ainsi la
durée de vie du greffon.

6.2. Difficultés

Chez les petites especes, la structure poreuse des ovaires facilite I’entrée des cryoprotecteurs
et la cryoconservation. En revanche, chez de plus grands mammiféres, la conservation de
I’ovaire entier pose plus de problémes. La taille de ’ovaire et la densit¢ du stroma ne
permettent pas une bonne diffusion des cryoprotecteurs et un refroidissement homogéne. En
conséquence, une perte folliculaire et des atteintes vasculaires ont pu étre observées.

L’adaptation des protocoles de congélation a permis de contourner ces difficultés. La
pénétration des solutions cryoprotectrices peut se faire par perfusion dans les arteres
ovarienne ou agitation a vitesse constante. Des milieux héparinés limitent les thromboses.

6.3. Résultats

Les résultats chez les espéces de petites tailles sont encourageants. Chez la rate, 4/7
transplants ont permis de restaurer une fonction ovarienne et une naissance a €té obtenue.
Chez la lapine, 87% des greffons étaient fonctionnels au bout de 7 mois.

Chez la brebis, la transplantation d’un ovaire congelé a permis d’obtenir des ovocytes et un
développement embryonnaire. En 2006, Imhof obtient une naissance.

Dans I’espece humaine, la survie des follicules primordiaux a la congélation est de 75-78%.

L’histologie des différentes structures ovariennes est normale. La vitrification a également
permis d’obtenir ces résultats.
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6.4. Conclusion

La greffe d’ovaire entier et de ses pédicules vasculaires semble étre une bonne alternative a la
greffe de tissu ovarien pour éviter I’ischémie. Chez 1’animal, des naissances ont ainsi pu étre
obtenues. Le développement des protocoles de congélation et des techniques de chirurgie est
nécessaire pour pouvoir dans I’avenir proposer ce type de greffe. Cependant, cette technique
n’exclut pas certains risques et devra se limiter aux affections exemptes de localisation
ovarienne.

E. La transplantation de l'utérus

1. Introduction

La qualité utérine est un parametre indispensable & 1’obtention et au maintien d’une grossesse
que les traitements anti-cancéreux peuvent détériorer notamment par fibrose. La
transplantation d’un utérus sain pourrait €tre une solution pour les femmes ayant développé
une atteinte utérine suite a ces traitements ou ayant subi une hystérectomie. Cette solution
pourrait aussi étre offerte a des patientes dont I’infertilité serait causée par une malformation
congénitale ou des complications obstétricales.

2. Résultats

Les premiéres transplantations utérines datent des années 70 avec notamment des
autotransplantations chez la brebis, la chienne et les primates.

Chez certaines especes comme chez la truie, apreés autotransplantation, 1’utérus a été
fonctionnel pendant plusieurs mois mais aucune gestation n’a été obtenue. En revanche, chez
la brebis I’autotransplantation a été a 1’origine de naissances (8).

Les premieres naissances issues d’un utérus transplanté a un autre individu ont été obtenues
chez la souris. Une transplantation syngénique (entre des individus génétiquement proches)
suivi du transfert de blastocystes a permis d’obtenir des taux de gestation semblables aux
groupes contrdles (individus avant transplantation et individus non-transplanté). Tous les
souriceaux nés des souris transplantées étaient normaux et fertiles (25).

Pour I’instant, aucune transplantation allogénique d’utérus n’a permis d’obtenir des
naissances mais les modeles animaux sont nécessaires pour évaluer la faisabilité d’une
allotransplantation d’utérus  humain (technique chirurgicale, prévention du rejet,
fonctionnalité et préparation de I’utérus) et améliorer les résultats de Fageeh.

En effet, a ’heure actuelle, un seul essai de transplantation d’utérus humain a été pratiqué.
L’utérus provenant d’une femme de 46 ans a été transplanté chez une femme de 26 ans placée
ensuite sous traitement immunosuppresseur (Cyclosporine, Azathioprine, Prednisolone). Le
transplant a été fonctionnel (prolifération endometriale et menstruation) mais des thromboses
vasculaires se sont développées nécessitant une hystérectomie trois mois apres I’intervention
(27).
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3. Conclusion

Pour certaines patientes, la transplantation utérine serait la seule solution pour préserver leur
fertilité. Les résultats obtenus chez les animaux sont encore peu nombreux, mais cette
technique souléve déja beaucoup de questions tant au niveau du donneur (vivant ou non, de la
famille ou pas, droits sur I’utérus ou les embryons), du receveur (évaluer le bénéfice risque)
et des éventuels enfants (développement feetal, prématurité...). Le cadre éthique et 1égal d’une
transplantation d’utérus reste alors entierement a définir.
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CONCLUSION

La radiothérapie et la chimiothérapie ont des effets néfastes sur les organes de la reproduction
tant au niveau de I’ovaire que de I'utérus altérant ainsi la qualité¢ de vie et la fertilit¢ des
patientes.

L’action gonadotoxique pourrait étre limitée par 1’adaptation des protocoles (caches, doses,
utilisation limitée d’agents alkylants) mais cela ne permet pas forcément de maintenir 1’effet
thérapeutique souhaité.

La protection de la fonction ovarienne peut-&tre assurée soit par le déplacement des ovaires
hors du champ d’irradiation ou par ’utilisation de moyens chimiques et médicamenteux
comme les analogues de la GnRH. Cependant I’efficacité réelle de ces derniers reste a
déterminer.

Pour favoriser leurs chances de procréation, les patientes peuvent avoir recours aux
techniques de congélation dans la mesure ou cette prise en charge ne retarde pas 1’instauration
du traitement.

La congélation embryonnaire offre les meilleurs résultats mais ne s’adresse pas a toutes les
catégories de patientes. La congélation ovocytaire quant a elle ne conduit qu’a trés peu de
naissances et n’est pas autorisée dans tous les pays. La conservation de tissu ovarien est
possible sans délai chez les patientes y compris les fillettes.

L’utilisation du tissu apres greffe a d’ores et déja conduit a quelques naissances mais le risque
de réintroduire la pathologie initiale par le biais de cette greffe est réel et nécessite le
développement d’autres méthodes de maturation du tissu. Parmi ceux-la, la greffe de
follicules primordiaux ou la culture in vitro qui permettraient également d’éviter les
conséquences de I’ischémie. En revanche la xénogreffe pose des problemes éthiques.

La fibrose utérine est un mauvais pronostic dans 1’obtention et le maintien d’une grossesse
que les anti-oxydants pourraient améliorer. Cependant en cas d’altérations trop importantes ou
d’absence d’utérus, peu de solutions s’offrent aux patientes. Dans certains pays, le recours a
une mere porteuse est 1égal mais en France, la seule solution serait la transplantation d’utérus.
Pour cela, des progres techniques et chirurgicaux doivent €tre réalisé€s ainsi qu’une 1égislation
mise en place.

Pour toutes les femmes ayant été traitées dans leur enfance ou non pour un cancer sans

bénéficier d’une cryoconservation ou d’un autre type de prévention, le don d’ovocytes ou
I’adoption sont possibles pour répondre a leur besoin de devenir mere.
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Annexe 1 : Classification des agents électrophiles (23)

1. Les alkylants bifonctionnels

Les moutardes a ’azote

Chlorméthine =Caryolysine®
Cyclophosphamide = Endoxan ®
Isofosfamide = Holoxan ®
Melphalan = Alkéran ®
Chlorambucil = Chloraminophéne®
Estramustine = Estracyt®

Pipobroman = Vercyte®

Les éthylénes imines

Thiotépa = Thiotépa®

Les alkylsulfonates

Busulfan : Myléran®, Misulban®

2. Les nitroso-urées

3. Les dérivés du
platine

4. La mitomycine C

5. Les triazénes

Carmustine = Bicnu®

Fotémustine =
Muphoran®

Streptozocine =
Zanozar®

Lomustine =
Belustine®

Cisplatine = Cislatine®
= Cisplatyl®

Carboplatine =
Paraplatine®

Oxaliplatine =
Eloxatine®

Amétycine®

Procarbazine =
Natulan®

Dacarbazine =
Déticéne®

Temozolomide =
Temodal®
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Annexe 2 : Les programmes de congélation utilisés au CHU de Nantes

Les parametres nécessaires pour constituer un programme de congélation sont les suivants :

Température (°C)
T1
R1
T2
R
T3
3
T4
, remps

A3,

T1 (°C) : température de régulation de la chambre de congélation avant d’y introduire les
produits a congeler. Toujours positive, cette température doit étre proche de la température de
la suspension cellulaire préparée et mélangée au cryoprotecteur.

R1 (°C/mn) : pente de refroidissement de T1 a T2 (produit en phase liquide).

T2 (°C) : température de congélation, caractéristique physique du produit congelé (produit en
phase solide)

Tf (°C) : température de fin de cristallisation, caractéristique physique du produit.

R2 (°C/mn) : pente de refroidissement de la fin du plateau de congélation T3.

T3 (°C) : température de changement de pente.

t3 (sec) : temps pendant lequel il est possible de stabiliser T3.

R3 (°C/mn) : pente de refroidissement de T3 a T4.

T4 (°C) : température finale en fin de cycle de congélation avant le stockage en azote liquide.
Tx (°C) : a T2, c’est-a-dire lors de la transformation de 1’état liquide a solide, la chaleur
latente de fusion produite  doit étre compensée par une libération de frigories dans
I’enceinte. Cette quantité de frigorie se mesure a la température atteinte dans la chambre.
Cette valeur Tx est introduite sur I’écran et ne sera pas mémorisée sur le programme choisi.

Lors du lancement du programme, 1’appareil indique également 3 températures :

Tm (°C) : température du produit.

Tc (°C) : température dans la chambre de congélation.

Tt (°C) : température théorique calculée par rapport aux données introduites pour le cycle de
congglation.
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Pour chaque programme, les parametres enregistrés sont :

Durée
T1 R1 T2 Tf R2 T3 t3 R3 T4 | théorique du
cycle

1 +20 2 -7 -7 0,3 -35 0 35 - 110 min
Embryons 150

3 +4 2 -9 -9 0,3 -40 0 10 - 119 min
Tissu 140

ovarien
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Annexe 3 : Formulaires de consentement pour le prélévement de tissu ovarien chez des
patientes soumises a un traitement castrateur

3a : Formulaire de consentement d’une patiente majeure

Je soussignée, Madame, Mademoiselle (1)

accepte que mon tissu ovarien soit prélevé et congelé de maniére a m’étre ultérieurement restitué
quand je le souhaiterai & ma demande dans le cadre d’un futur projet parental. J’ai bien compris que la
réalisation de cette greffe ou 1’éventuel recours a la maturation in vitro ne se fera qu’avec ’accord des
médecins oncologues, gynécologues et biologistes de la reproduction.

J’ai  bien compris [I’information orale qui m’a ¢ét¢ donnée par le Docteur

, concernant le déroulement de cette procédure et notamment, les

bénéfices attendus, les risques et désagréments inhérents a cette technique.

Je suis libre d’accepter ou de refuser de réaliser cette conservation, sans que cela nuise a la
qualité des soins qui me sont prodigués.

Je suis libre de demander a tout moment la destruction du tissu ovarien cryopréserveé.

J’accepte que des informations me concernant soient collectées et que ces dernicres fassent
I’objet d’un traitement informatisé. Ces données demeureront strictement confidentielles et j’autorise
leur consultation par des personnes collaborant a la prise en charge, éventuellement par un
représentant des autorités de santé, toutes ces personnes étant astreintes au secret professionnel.

Je bénéficie en outre, d’un droit d’accés et de rectification, aux informations me concernant
(article 40 de la loi « informatique et liberté », celui-ci s’exercant a tout moment, par I’intermédiaire

d’un médecin de mon choix.

Dans I’hypothése ou je n’aurais plus besoin mon tissu ovarien ou en cas de déces :

[]je souhaite que mon tissu ovarien soit détruit (2)
[]j’autorise que ce tissu soit utilisé a des fins de recherche biologique (sans que des embryons

puissent étre générés a partir de ce tissu) (2)

Fait a Nantes, le
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La patiente

Madame, Mademoiselle,

Nom :

Prénom :

Signature obligatoire :

Le médecin de la reproduction

Docteur, Professeur, (1)

Nom :

Prénom :

Signature obligatoire :

(1) rayer la mention utile

(2) cocher la case correspondante

9060-IM-OPC-DPA-241 A du 2208.07
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: Formulaire de consentement d’une patiente mineure
3b:F 1 d t td’ tient

Nous soussignons, Monsieur

et Madame, Mademoiselle (1)

Pére, Mére, tuteurs (1), titulaires de 1’autorité parentale aupres de :

Mademoiselle

acceptons que le tissu ovarien de notre fille soit prélevé et congelé de maniére a lui étre ultérieurement
restitué¢ quand elle le souhaitera a sa demande dans le cadre d’un futur projet parental. Nous avons
bien compris que la réalisation de cette greffe ou I’éventuel recours a la maturation in vitro ne se fera
qu’avec I’accord des médecins oncologues, gynécologues et biologistes de la reproduction.

Nous avons bien compris ’information orale qui nous a été donnée par le Docteur

, concernant le déroulement de cette procédure et notamment, les

bénéfices attendus, les risques et désagréments inhérents a cette technique.

Nous et notre enfant, sommes libres d’accepter ou de refuser de réaliser cette conservation,
sans que cela nuise a la qualité des soins qui lui sont prodigués.

Nous et notre enfant, sommes libres de demander a tout moment la destruction du tissu
ovarien cryopréserve.

Nous acceptons que des informations concernant notre enfant soient collectées et que
ces derniéres fassent 1’objet d’un traitement informatisé. Ces données demeureront strictement
confidentielles et nous n’autorisons leur consultation que par des personnes collaborant a la prise en
charge, éventuellement par un représentant des autorités de santé, toutes ces personnes étant astreintes
au secret professionnel.

Nous bénéficions en outre, d’un droit d’acces et de rectification, aux informations concernant
notre fille (article 40 de la loi « informatique et liberté », celui-ci s’exercant a tout moment, par

I’intermédiaire d’un médecin de notre choix.

Dans I’hypothése ou notre enfant n’aurait plus besoin de son tissu ovarien ou en cas de déces :

O je souhaite que son tissu ovarien soit détruit (2)
[0’ autorise que ce tissu soit utilisé a des fins de recherche biologique (sans que des embryons
puissent étre générés a partir de ce tissu) (2)

Fait a Nantes, le

Le Pére ou le Tuteur, titulaire de 1’autorité parentale

Pére, Tuteur de I’enfant (1)

Nom :
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Prénom :

Signature obligatoire :

La patiente mineure

Mademoiselle,

Nom :

Prénom :

Signature obligatoire :

La Mére de la patiente, titulaire de ’autorité parentale

Madame, Mademoiselle, (1)

Nom :

Prénom :

Signature obligatoire :

Le médecin de la reproduction

Docteur, Professeur, (1)

Nom :

Prénom :

Signature obligatoire :

(3) rayer la mention utile

(4) cocher la case correspondante

9060-IM-OPC-DPA-130A du 270704
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Annexe 4 : Procédure de préparation du tissu ovarien

OBJECTIFS
Ce mode opératoire décrit la marche a suivre afin de préparer le tissu ovarien pour la
conggélation.

DOMAINE D’APPLICATION
Ce mode opératoire s’applique au secteur spermiologie du laboratoire et s’adresse aux
techniciens.

PREPARATION DU TISSU OVARIEN
La durée totale de I’ischémie chaude ne doit pas dépasser 30 minutes.

- Apporter au bloc opératoire 1 flacon stérile de 20 ml de milieu de Leibovitz filtréet les
laisser a température ambiante.

- Au moment du prélévement, placer I’ovaire dans du Leibovitz pour le transporter vers le
laboratoire ou il sera préparé.

Sous hotte et dans des conditions d’asepsie chirurgicale :
préparer un champ stérile

un plateau stérile cartonné

2 paires de ciseaux: petit ciseau et grand courbe

1 pince a épiler

des grandes compresses

des boites de pétri stériles

un scalpel

- Poser I’ovaire sur des compresses et le couper en deux dans le sens transversal. Replacer une
moitié dans le flacon de Leibovitz

- A I’aide d’une pince fine stérile et d’un scalpel, séparer le cortex, (blanchatre, « dure » a la
dissection) de la médullaire (partie rougeatre facilement dilacérable) et affiner au maximum la
corticale (membrane fine <1 mm).

- Couper le cortex en petits fragments de 1 cm? (au total 7 a 8 fragments) et mettre chaque
fragment dans un tube préalablement identifi¢ contenant la solution finale (autant de tubes
que de fragments). Ces fragments constitueront le stock de tissu ovarien congelé pour une
autogreffe.

- Faire également une douzaine de tubes contenant des fragments de 1 mm? en vue d’une
réutilisation par maturation in vitro.

- Placer les tubes au réfrigérateur a + 4°C pendant 20 minutes et agiter de temps en temps.

- Garder pour le laboratoire d’anatomo-cytopathologie, 1 fragment de cortex et 1 fragment de
médullaire qui seront placés dans des flacons de formol a 10% pour observer la qualité du
prélevement. (fiche de demande d’examen)

- Les tubes sont ensuite congelés selon le programme ovaire le plus souvent dans le Planer

permettant un seeding individuel des tubes. Ne pas oublier de modifier la position du
congélateur (vertical pour tubes) (cf MO-MNT-010)
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- Le seeding se fait en plongeant rapidement un par un les portoirs a cryotubes dans 1’azote
liquide.

- A la fin du programme de congélation (-140°C), les tubes sont plongés dans 1’azote liquide
et placés dans la cuve OVAIRES en notant I’emplacement.
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