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Résumé

Objectifs. — Comparer les effets de deux cryoprotecteurs (DMSO et 1,2-PROH), utilisés a deux concentrations (1,5 et 2 M) sur la morpho-
logie des petits follicules du cortex ovarien de lapine.

Matériel et méthodes. — Des cortex ovariens (n = 40) ont été congelés dans du milieu TCM199 + 10 % SVF, supplémenté par 1,5 ou 2 M
de DMSO ou de 1,2-PROH. Deux témoins ont été réalisés : un témoin frais et un témoin congelé sans cryoprotecteur. L’équilibration dans la
solution cryoprotectrice avant congélation, ainsi que le ringage des cortex ovariens apres décongélation, ont été effectués par étapes. Les effets
de la congélation ont été évalués par observation histologique.

Résultats. — Avant congélation, 68,6 % des follicules ne présentaient aucun défaut morphologique. Apres congélation dans une solution
contenant 1,5 M de 1,2-PROH, 48,0 % des follicules étaient normaux, sans différence avec le témoin non congelé. Les proportions de
follicules sans défaut morphologique apres congélation avec le DMSO étaient significativement inférieures a celles observées pour le témoin
positif (28,8 et 34,8 % respectivement pour 1,5 et 2 M de DMSO).

Discussion et conclusions. — Nos résultats suggerent que le 1,2-PROH est un cryoprotecteur plus efficace que le DMSO pour la congé-
lation du cortex ovarien de lapine. Ces résultats different de ceux obtenus chez d’autres especes, vraisemblablement en raison d’une plus
grande fragilité du tissu ovarien de lapine. Cependant, cette espece reste un modele animal intéressant, permettant 1’acquisition rapide de
résultats sur la descendance issue de greffes de tissu congelé.
© 2005 Elsevier SAS. Tous droits réservés.

Abstract

Objective. — To compare the effects of two cryoprotective agents (DMSO and 1,2-PROH) used at two concentrations (1,5 and 2 M) on the
morphology of small ovarian cortex follicles in doe.

Materials and methods. — Ovarian cortexes (n = 40) were frozen in TCM199 + 10% FCS medium added to 1.5 or 2 M of DMSO or
1,2-PROH. Two controls were realized (fresh and frozen without cryoprotectant). The equilibration in cryoprotective solutions before free-
zing, and the elimination of the cryoprotective agents after thawing, was performed step by step. The effects induced by cryopreservation were
evaluated by histological examination.

Results. — Fresh ovarian tissue showed 68.6% of intact follicles. After freezing, only 1.5 M of 1,2-PROH preserved 48.0% of normal
follicles, with no significant difference compared to the fresh control. The proportion of follicles without morphological defect observed after
cryopreservation with DMSO was significantly reduced (respectively 28.8 and 34.8% for 1,5 and 2 M of DMSO).
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Discussion and conclusions. — Our results suggest that 1,2-PROH is a more effective cryoprotectant than DMSO, for the cryopreservation
of doe ovarian cortex. These results differ from those that were obtained for other species, credibly because of a higher fragility of the ovarian
tissue of the doe. Nevertheless, this species is an interesting animal model which allows rapid results after cryopreserved ovarian tissue graft.

© 2005 Elsevier SAS. Tous droits réservés.
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1. Introduction

La cryoconservation du cortex ovarien permet la conser-
vation simultanée de milliers de follicules immatures, cons-
tituant la réserve ovarienne. Cette technique présente 1’avan-
tage de pouvoir étre appliquée a tout moment du cycle, sans
stimulation préalable, et peut donc étre utilisée dans I’'urgence
avant un traitement stérilisant. Dans I’espéce humaine, elle
est aujourd’hui proposée aux jeunes patientes atteintes de can-
cers dont le traitement nécessite I’utilisation d’agents gona-
dotoxiques, risquant d’engendrer une stérilité [1]. Les folli-
cules primordiaux a primaires contenus dans le tissu ovarien,
en plus d’étre en nombre important quel que soit le stade du
cycle, présentent I’avantage d’étre moins sensibles a la congé-
lation que les ovocytes au stade métaphase II obtenus par
ponction de follicules a antrum, avec ou sans maturation in
vitro.

Apres décongélation, trois techniques peuvent théorique-
ment étre envisagées pour réaliser la maturation des follicu-
les ainsi conservés : 1’autogreffe de fragments ovariens, la
maturation in vitro et la xénogreffe [2]. L’ autogreffe du tissu
ovarien décongelé est la technique la plus avancée et permet
de restaurer la fertilit€é naturelle. Donnez et a.l [3] auraient
ainsi obtenu la naissance d’un bébé apres autogreffe orthoto-
pique de cortex ovarien, méme si ce résultat a été tres rapide-
ment discuté [4].

Parallelement aux essais menés chez la femme, les recher-
ches sur I’animal sont indispensables. Le choix d’une espéce
modele unique est difficile. La brebis est majoritairement uti-
lisée pour sa proximité physiologique [5] et anatomique avec
la femme, mais présente certains inconvénients zootechni-
ques majeurs : ¢’est une espece saisonnée qui ne met bas que
1,5 agneau/an en moyenne et atteint 1’age de la puberté a six—
neuf mois [6]. Les essais réalisés sur des especes plus proli-
fiques et présentant un court intervalle entre générations,
comme la lapine (dix lapereaux par portée ; une mise bas
tous les 42 jours), permettent d’obtenir plus rapidement des
données concernant les éventuels phénomenes déléteres affec-
tant I’ovocyte, liés a I’incubation des fragments dans une solu-
tion cryoprotectrice toxique et a la congélation en elle-
méme. D’un point de vue taxonomique, la lapine est
également plus proche de I’Homme que des rongeurs (la sou-
ris [7] et la ratte [8] ayant été utilisées lors d’essais de cryo-
conservation ou de greffe ovarienne). Le lapin constitue
d’ailleurs une espece réglementairement incontournable en
tératologie et lors des tests de toxicité sur la fonction repro-
ductrice.

Outre son application médicale, la cryoconservation du cor-
tex ovarien permet la conservation des ressources génétiques
animales, notamment chez les espéces sauvages menacées
d’extinction et les races domestiques a petit effectif. Elle cons-
titue un outil supplémentaire de gestion de la diversité géné-
tique par la voie femelle.

Bien que cette technique ne soit encore qu’expérimentale
dans le domaine animal, elle a été testée sur de nombreuses
especes — notamment les bovins [9], les rongeurs [10], les
petits ruminants [11] et le chat [12] — mais rarement sur les
lagomorphes [13]. La lapine a donc été choisie ici comme
modele d’étude.

La réussite de la congélation du cortex ovarien repose prin-
cipalement sur ’utilisation d’une solution cryoprotectrice
adaptée, contenant le ou les cryoprotecteurs pénétrants dont
I’action peut étre complétée par un cryoprotecteur non péné-
trant. Les nombreux essais de cryoconservation réalisés chez
la brebis [14], 1a vache [9] et la femme [15] donnent les résul-
tats les plus satisfaisants, en terme de viabilité et/ou de mor-
phologie folliculaire, en utilisant le diméthyl-sulfoxyde
(DMSO) ou le 1,2-propanediol (1,2-PROH) comme cryopro-
tecteur pénétrant. Chez la brebis [16], mais aussi chez la
femme [3], des naissances ont été obtenues apres autogreffe
orthotopique de tissu ovarien cryoconservé dans des solu-
tions de congélation contenant du DMSO.

L’objectif de cette étude était donc de comparer les effets
de deux cryoprotecteurs, le DMSO et le 1,2-PROH, utilisés a
deux concentrations (1,5 et 2 M), sur la morphologie des fol-
licules — primordiaux a primaires — issus de cortex ova-
riens de lapine conservés par congélation lente.

2. Matériels et méthodes
2.1. Matériel biologique et congélation

Pour cette étude, les deux ovaires de 20 lapines ont été
prélevés en abattoir et transportés a 10 °C en bouteille ther-
mostatée, dans du TCM 199, durant une heure. Les cortex ova-
riens ont été isolés par dissection fine jusqu’a obtenir des frag-
ments de 1 mm d’épaisseur. Deux concentrations (1,5 et 2 M)
de chaque cryoprotecteur ont été testées, chacune sur cinq
cortex. La congélation des cortex ovariens a été réalisée dans
une solution composée de TCM199 et 10 % sérum de veau
feetal (SVF), supplémentée par 1,5 ou 2 M de DMSO ou de
1,2-PROH. Pour chaque fragment tissulaire, un témoin posi-
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tif (sans congélation) ainsi qu’un témoin négatif (congelé sans
cryoprotecteur), ont été réalisés.

L’équilibration du tissu ovarien dans la solution cryopro-
tectrice a été effectuée a température ambiante, dans trois
bains (0,5 ; 1 puis 1,5 M) ou quatre bains (0,5 ; 1 ; 1,5 puis
2 M) selon la concentration finale en cryoprotecteur. Pour
chaque bain, les cortex ovariens ont été incubés durant cinq
minutes.

Les fragments ovariens ont été congelés en paillettes CBS®
de 1 ml (IMV, France), thermosoudées a leurs deux extrémi-
tés. La congélation lente a été réalisée a 1’aide d’un congéla-
teur programmable Freeze Control® CL 8800 (Cryologic,
Australia), selon une cinétique de refroidissement de
2 °C/minute de la température ambiante a —35 °C. L’induc-
tion de la cristallisation a été réalisée a —7 °C pour les cortex
ovariens congelés dans une solution contenant 1,5 M de cryo-
protecteur, et a —9 °C, pour ceux congelés dans une solution
contenant 2 M d’agent cryoprotecteur. A partir de =35 °C, les
fragments ovariens ont subi un refroidissement d’environ
8 °C/minute, jusqu’a —140 °C, puis ont été stockés dans 1’azote
liquide.

2.2. Décongélation et traitement histologique

Apres 24 heures de stockage au minimum, les cortex ova-
riens ont été décongelés par immersion des paillettes dans un
bain-marie a 37 °C, jusqu’a fonte de la glace. Les cortex ova-
riens ont ensuite été rincés dans une solution de concentra-
tion décroissante en cryoprotecteur pénétrant, a température
ambiante, en présence de 0,2 M de saccharose. Trois bains de
ringcage (1 ; 0,5 puis 0 M de cryoprotecteur pénétrant) ou qua-
tre bains (1,5 ; 1 ; 0,5 puis 0 M de cryoprotecteur pénétrant)
de cinq minutes chacun, ont été réalisés. Un dernier bain sans
saccharose a achevé les étapes de rincage.

Une fois le cryoprotecteur éliminé, les cortex ovariens ont
été fixés dans du paraformaldéhyde 4 % et inclus en paraf-
fine. Des coupes semi-sériées, de 4 um d’épaisseur ont été
réalisées et colorées a I’hématoxyline/phloxine, afin de pou-
voir observer la morphologie folliculaire.
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2.3. Classification folliculaire

Pour chaque fragment, 100 follicules primordiaux a pri-
maires ont été observés et classés en quatre catégories :

» follicules sans défaut de morphologie : follicule régulier,
cellules folliculaires jointives, ovocyte présentant un cyto-
plasme plein, une chromatine diffuse et régulicre ;

» follicules avec défaut cytoplasmique : cytoplasme ovocy-
taire vacuolisé ;

« follicules avec défaut nucléaire : noyau ovocytaire pycno-
tique ou irrégulier ;

* follicule dégénérés : ovocyte présentant une double ano-
malie cytoplasmique et nucléaire, forte déformation folli-
culaire, désolidarisation entre cellules folliculaires et ovo-
cyte, cellules folliculaires gonflées.

Les résultats ont été analysés par un test ANOVA (Sta-
tView, SAS Institute Inc). Les différences ont été considérées
comme significative si p < 0,05.

3. Résultats

L’analyse morphologique (Fig. 1) du tissu ovarien a mon-
tré qu’avant congélation, 68,6 +9,2 % des follicules ne pré-
sentaient aucun défaut de morphologie (Fig. 2 A). La répar-
tition entre défauts cytoplasmiques et double anomalie (Fig. 3)
était homogene (respectivement 14,1 +3,9 %, versus
12,8 = 10,3 %), tandis que les défauts nucléaires étaient mino-
ritaires (4,6 = 1,8 %). Les témoins négatifs congelés sans cryo-
protecteur présentaient 83,0 + 5,2 % de follicules dégénérés
et seulement 2,4 = 0,5 % de follicules normaux. Les follicu-
les présentaient une structure désorganisée : le stroma était
vacuolisé, les noyaux ovocytaires comportaient une chroma-
tine condensée et les cellules de la granulosa étaient désoli-
darisées de 1’ovocyte (Fig. 2B).

L’ajout d’un cryoprotecteur pénétrant a limité les dégra-
dations morphologiques des follicules. Cependant, apres
congélation, le taux de follicules sans défaut a significative-
ment diminué (p < 0,003), lorsque la congélation a été réali-
sée avec le DMSO, quelle que soit sa concentration

Témoin positif [
Témoin négatif *b 8
2M 1,2-PROH 1 - :
2M DMSO A l— *c -
1,5M 1,2-PROH A F *a,c -
1,5M DMSO H % "

0 1Io 2:0 3:0 e;o éo elso 7|o 80

% de follicules sans défaut de morphologie (Moy. +/- SEM)

Fig. 1. Effets des cryoprotecteurs sur la morphologie des follicules (primordiaux a primaires) de lapine, avant et apres congélation.

* Les différentes lettres (a, b, ¢) indiquent une différence significative (p < 0,05).
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Fig. 2. Morphologie folliculaire du tissu ovarien de lapine avant et apres congélation.

A. témoins sans congélation ; B. témoin congelé sans cryoprotecteur ; C. congelé avec 1,5 M de 1,2-PROH et D. congelé avec 2 M DMSO. Les fleches indiquent
des follicules sans défaut morphologique apres congélation.

(34,8 +9,8 % et 28,8 £5,7 % vs 68,6 £9,2 %, respective-
ment pour 2 et 1,5 M de DMSO et le témoin positif). La
congélation réalisée avec 1,5 M de 1,2-PROH (Fig. 2C) a
permis de conserver une plus grande proportion de follicules
sans défaut de morphologie folliculaire, sans différence avec

le témoin frais (respectivement 48,0+6,5 % versus
68,6 £9,2 % ; non significatif).

Apres congélation, quelle que soit la nature ou la concen-
tration du cryoprotecteur, on a noté une répartition homo-
gene entre défauts nucléaire et cytoplasmique. Le 1,2-PROH
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Fig. 3. Effet de la congélation lente sur la répartition des défauts morphologiques des follicules primordiaux & primaires de lapine.
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avait tendance a induire des défauts de noyaux, tandis que le
DMSO avait tendance a induire des vacuoles cytoplasmiques
(Fig. 2D). La part de follicules dégénérés restait cependant la
plus importante, particulierement pour les congélations réa-
lisées avec 2 M de DMSO ou 1,2-PROH ou elle a atteint res-
pectivement 50,0 £ 11,0 % et 54,0 + 11,1 % des follicules
observés.

4. Discussion

Nos résultats confirment I’ effet bénéfique admis des cryo-
protecteurs (DMSO et 1,2-PROH) sur la morphologie des fol-
licules du tissu ovarien congelé [17-21]. Ils suggerent que le
1,2-PROH est un cryoprotecteur plus efficace que le DMSO
pour la congélation du cortex ovarien de lapine. Ces résultats
sont partiellement en contradiction avec ceux de Gutiérrez et
al. [22] chez la brebis. Ceux-ci montrent qu’il n’y a de diffé-
rence de morphologie folliculaire, ni entre ces deux cryopro-
tecteurs (1,5 M), ni par rapport au témoin non congelé. Ils
different également de ceux rapportés par [11] chez la che-
vre. Chez cette espece, le DMSO assure une meilleure conser-
vation morphologique des follicules par rapport au 1,2-
PROH.

Nos résultats semblent montrer une toxicité plus impor-
tante des cryoprotecteurs utilisés a 2 M sur le tissu ovarien de
lapine, au vu du pourcentage élevé de follicules dégénérés.
La toxicité des cryoprotecteurs dépend de leur nature, de leur
concentration, de la température d’équilibration et de la durée
d’incubation nécessaire, elle-méme fonction de la taille des
fragments a congeler et de leur densité en fibres de collagene.
Pour les cryoprotecteurs testés dans notre étude, de bons résul-
tats ont été obtenus apres incubation du tissu ovarien a 4 °C
chez la femme [23], ou a température ambiante pendant
5 minutes chez la souris [20], 10 minutes chez la brebis [24],
30 [25] ou 90 minutes [26] chez la femme. Nous avons choisi
de réaliser une incubation par étape, a température ambiante,
pour restreindre la durée d’incubation, éviter I’exposition pro-
longée a de fortes concentrations de cryoprotecteur et per-
mettre une entrée progressive de cryoprotecteur dans la cel-
lule.

Par ailleurs, le pourcentage de follicules normaux mis en
évidence dans notre étude est inférieur a ceux communiqués
par d’autres auteurs. Chez la brebis, Demirci et al. [24] obtien-
nent un taux de follicules primordiaux normaux de
68,5 + 13,7 % apres congélation dans une solution contenant
2 M de DMSO etde 60,5 + 13,2 % pour une congélation dans
1,5 M de ce méme cryoprotecteur, mettant en évidence une
dégradation significative de la morphologie folliculaire.
Cependant, la proportion de follicules dégradés reste compa-
rable a celle que nous observons dans notre étude (29 % chez
la lapine versus 24 a 33 % chez la brebis).

Les différences relevées par rapport a la littérature pour-
raient s’expliquer par la subjectivité des évaluations morpho-
logiques, particulierement influencées par la technique histo-
logique en elle-méme. La technique utilisée pour nos essais a

quant a elle fait I’objet d’une validation préalable, notam-
ment concernant le fixateur utilisé pour I’espece étudiée.

Mais les résultats observés pourraient également trouver
une explication dans les différences interspécifiques. En effet,
les follicules, mais aussi I’ensemble du tissu cortical ovarien
de lapine, paraissent plus fragiles a la congélation que ceux
d’autres especes, comme la brebis ou la femme. Cette obser-
vation pourrait s’expliquer par la richesse du tissu ovarien de
lapine en cellules interstitielles [27] et sa faible densité en
collagene, fragilisant ainsi I’assise des follicules lors des éta-
pes de congélation et de décongélation. Cependant, bien qu’il
soit plus fragile, le cortex ovarien de lapine présente une
réserve folliculaire importante, qui compense la plus faible
proportion de follicules normaux observés apres congélation
et laisse espérer une bonne reprise de la folliculogenese apres
greffe de tissu ovarien.

Chez cette espece, la greffe (autogreffe et allogreffe) de
cortex ovarien frais a déja été réalisée avec succes [28],
démontrant une revascularisation rapide et suggérant une issue
positive a la greffe orthotopique de tissu ovarien cryocon-
servé.

5. Conclusion

Nos essais suggerent que le 1,2-PROH assure une meilleure
protection que le DMSO lors de la congélation du cortex ova-
rien de lapine. Ces résultats seront prochainement validés par
des tests fonctionnels in vitro et par I’obtention de lapereaux
issus d’autogreffe de tissu ovarien congelé.

Bien que la congélation de tissu ovarien soit d’ores et déja
proposée aux patientes risquant une stérilité [1], les essais
sur I’animal restent éthiquement incontournables pour met-
tre au point une technique efficace et sans danger pour la des-
cendance issue d’ovocytes conservés au sein du tissu ova-
rien. L’utilisation de la lapine comme modele est pertinente.
Considérant que le tissu ovarien humain est moins sensible
aux traitements de cryoconservation que celui de la lapine, la
mise au point d’un protocole de congélation efficace chez
cette espece ne pourra que contribuer a 1’amélioration des
connaissances et du savoir a destination de 1’espece humaine.
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