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Quel est le probleme ?

De plus en plus de femmes et d’enfants se retrouvent
guéries
d’'une maladie cancéreuse ou hématologique,
mais a jamais privées de leur fonction ovarienne

OU exposées a une ménopause precoce,
du fait de la toxicité ovarienne des
traitements qui leur ont été proposes

P.Piver, 2006



L’évolution de la cancerologie moderne

Ameélioration considérable des résultats
Survie globale au cancer en progres
Surtout chez les enfants

Ces succes sont dus
A un meilleur dépistage
A une escalade thérapeutique
Protocoles de chimiothérapie
Irradiation corporelle totale, greffe de moelle, fateurs de croissance ...
Seule la chirurgie a subi une certaine désescalade
Meilleure maitrise des effets secondaires

La fertilité

‘ de nos patients

est de plus en plus
menacée

P.Piver, 2005
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Effets déléteres des TAC sur la
fonction gonadigue

Trois des principales armes contre le cancer peuvent
compromettre la fertilité
La radiothérapie
Azoospermie a partir d’'un gray, définitive a 2 a 3 gras
Stérilisation féminine a 9 grays

Irradiation utérine Grandes
La chimiothérapie variations
Les alkylants sont castrateurs a forte dose chez Bimme et la individuelles
femme
La chirurgie

Les gonadectomies totales ou partielles
L’hystérectomie ou les salpingectomies

P.Piver, 2005



La modification des traitements
classigues radiothérapie, chimiothérapie

Radiothérapie

Fractionnement de doses : peu efficace

Eviter la radiothérapie (cancer du col utérin)
Chimiothérapie

Eviter les protocoles contenant des alkylants

Eviter d’associer les alkylants (MOPP < ABVD)
En regle générale

On n’aime pas modifier un traitement qui a fait sepreuves

Etudes randomisées a long terme pour évaluer 'impaad’un nouveau
protocole sur la fertilité

P.Piver, 2005



La modification des traitements classiques,
chirurgie

Chirurgie des cancers pelviens
Traitements conservateurs des cancers de I'ovaire
Annexectomie unilatérale et conservation utérine
Mais staging drastique
Curages pelviens et lombo-aortiques

Omentectomie, cytologie et histologie péritonéale
Exploration utérine endocavitaire

Evaluation échographique pré op. et macroscopiqueeale I'autre ovaire (pas
de biopsie systématique)

Cancers du col utérin jusqu’au stade 1bl (< 2 cm)
Trachélectomie élargie (Dargent)
Chimiothérapie néo-adjuvante — conisation (Landoni)
Les cancers de I'endomeétre jusqu’au stade 1la
Progestatifs
Agoniste du GnRH

P.Piver, 2005



La radioprotection
conventionnelle

L’utilisation des caches

La radioprotection testiculaire
Simple et efficace
Efficacité demontrée

La radioprotection ovarienne et

utérine
Difficile car organes profonds
Peu efficace

P.Piver, 2005




La radioprotection

Les déplacements gonadiques
Inutiles pour le testicule
Transposition ovarienne

Décrite par Mc Call (1958)
65% de fonctions endocrines
15% de fertilité
Trois facteurs d’échec
L’'age
Chimiothérapie associée
Dose incidente
Transplantation ovarienne
Un cas rapporté (Caen)
Faible reproductivité

P.Piver, 2005




Les protections médicamenteuses de la
fonction gonadique

Les anti-oxydants
Bloquent I'action des radicaux libres
Peu efficaces et pourraient diminuer I'effet TAC

Les produits bloguant la gamétogénese (stéroidesxsels et agonistes du
GnRH)
L’idée
Eviter la présence de cellules en croissance daes lgonades
Reproduire la gonade de I'enfant qui est moins seiide
En pratique
Effet bien démontré chez I'animal
Pas d’étude prospective chez ’'homme
Un concept douteux
Les Rx et les alkylants détruisent les cellules sclies
La gonade de I'enfant n’est pas épargnée par l'effelélétere

Les inhibiteurs de I'apoptose folliculaire
Travaux de Perez et Morita

Les antagonistes
Merow

P.Piver, 2005



La cryobiologie

Le principe
Prélever les cellules germinales
Les congeler pendant la durée des TAC
Les réutiliser apres pour obtenir des grossesses

On peut congeler
Les gameétes matures : « préts a I'emploi »
Les gametes immatures : maturation post décongélain
Les gonades elles-mémes
Peut étre la voie de demain (Imhof,Arav)

P.Piver, 2005



Congéelation D’embryons

Préservation de la fertilité du couple!
Loi de bioéthique
Projet parental
Vie commune

Nécessite une stimulation de I'ovulation
Qualité réponse ovarienne a la stimulation
Qualité ovocytaire

Qualité embryonnaire « congelable »

P.Piver, 2010



Congéelation d’ovocytes

Matures

Probleme du type de congélation
Classique >>> mauvais résultat§10% hors cancer)
Vitrification  « non autorisée en France »(28% hors cancer)

Nécessite une stimulation de I'ovulation

Immatures
Pas de stimulation

Vitrification >>> recherche
MIV

P.Piver, 2010



Congélation du tissu ovarien

But

Conserver la réserve folliculaire « les follicule
primordiaux »

avantages

Ne nécessite pas de conjoint
Pas de stimulation
Fille pré pubére « dés la naissance »

Limites
Quantité de follicule insuffisante « plus de 35 ans »
Acte chirurgicale

P.Piver, 2010



Historique

Ovaires entiers => échec

Fragments ovariens
le succes - 1953 - PARKES
descente en congélation Slow cooling
adjonction d’'un cryopréservateur
effet de I'ischémie chaude
1959-1960 - PARROTT
Grossesse apres allogreffe de tissu congelé chez la souris

P.Piver, 2006



Historigue

1990 - GOSDEN
Congélation de follicules primordiaux isolés (sour)
Greffe dans la capsule ovarienne

1994 - GOSDEN
leres grossesses chez le gros animal : brebis

Greffe orthotopique de cortex ovarien congelé et
frais

1996 — NEWTON, AUBARD, GOSDEN
1 ere xénogreffe de tissu humain chez la souris STI
70 % de survie des follicules primordiaux

P.Piver, 2006
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Méthodologie
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Les differentes étapes de la congélation
ovarienne

Indications
Prélevement du tissu ovarien

Congélation et décongélation
Descente en T°, Cryoprotecteur, Décongélation

Congélation de I'ovaire entier
Maturation des follicules primordiaux

Aspects pratiques

Est-ce dangereux ?
Quelle guantité de tissu faut-il congeler ?
Reglements et éthique

P.Piver, 2006
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ultérieurmrglas iIstance médicale a la
procréation, toute personne peut béneficier du
recuell et de la conservation de ses gametes ou
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P.Piver, 2006



V1.4. Autoconservation de tissus ovariens

NOMBRE

Nouvelles autoconservations réalisées dans l'année

Patientes

Utilisations du tissu ovarien dans I'année (quelle gue soit I'année de
congélation)

Décongélation en vue de greffe

Patientes

Tentatives d'’AMP réalisées

Greffes réalisées

Enfants nés vivants issus des tentatives de I'année
Décongélation en vue de maturation in vitro
Patientes

Tentatives d'’AMP réalisées

Enfants nés vivants issus des tentatives de l'année

Autoconservations au 31/12 de I'année

Patientes

P.Piver, 2006




Les 10 localisations cancéreuses les plus frequentshez la femme

< 35 ans

(Données des registres francais du cancer)

Poumon

Rein

Colon

Ovaire

Syst

Mélanome
utérin

Thyroide

Hémopathies

Sein

m 64 4670 cancers chez des patientesSouvent sterilisants
< 35 ans (4,4% des cancers) -Ovarre

B 58 - Hémopathies
I 137 - Col I

Parfois stérilisants
B 146 - Rein
I 265 - Rectum
I 3584 - Sy_steme nerveux

- Sein
I <01 Jamais stérilisants
I 569 - Poumon

- Mélanome
1] .

505 - Thyroide

- kox

P.Piver, 2005



Pathologies bénignes

TBI

Drépanocytose ,immuno déficience , . Wiskott-Aldric
Maladies métaboliques;
Hémoglobinopathies B-thalassemie

Lupus
PAN

P.Piver, 2005



lorsqu’une prise en charge médicale
est susceptible d’altérer sa fertilité

Radiothérapie Fertile Hope Is a national, nonprofit
organization dedicated to providing
reproductive information, support

Chimiothérapie and hope to cancer patients and
survivors whose medical treatments

present the risk of infertility.

Chirurgie




fertileHOPE I ¢t — . .28k

Risk Calculator www.fertilehope.org

Cancer Type

Treatment Regimen

Cancer Type
Treatment Regimen




Risk Calculator:\WWomen
— Search by Cancer Type

Please select your cancer type and click submit.

Acute lymphoblastic leukemia (ALL)

Acute myeloid leukemia (AML)

Any cancer requiring bone marrow transplant/stem cé transplant
Malignancies frequently requiring bone marrow and/a stem cell transplantation include: Hodgkin
Lymphoma, Non-Hodgkin Lymphoma, Acute Myeloid Leukemia, Chronic Myeloid Leukemia, Myeloma, Acute
Lymphoid Lymphoma, Chronic Lymphoid Lymphoma, somesolid tumors (e.g., breast, ovarian, kidney,
brain)  Brain tumor

Breast cancer

Chronic myeloid leukemia (CML)

Colon cancer

Gastrointestinal stromal tumor (GIST)

Head & neck cancer

Hodgkin lymphoma

Kaposi's sarcoma

Leukemia (General)

Neuroblastoma

Non-Hodgkin lymphoma (NHL)

Non-small cell lung

Ovarian cancer

Pancreatic cancer

Rhabdomyosarcoma

Sarcoma

Spinal tumor

Thyroid cancer

Wilms' tumor




Search Results: Hodgkin lymphoma

Degree of Risk Treatment Protocol High Risk

More than 80% of women develop amenorrhea post-traenent. Any alkylating agent + total body irradiation or pelvic radiation
(e.g., cyclophosphamide, ifofsamide, busulfan, BCNIWCCNU)

COPP x 6 cycles

(cyclophosphamide, vincristine, procarbazine, predisone)

COPP/ABVD

(cyclophosphamide, vincristine, procarabazine, pregisone/doxorubicin, bleomycin, vinblastine, dacarbaine)
Dose-escalated BEACOPP

(bleomycin, etoposide, doxorubicin, cyclophosphamé] vincristine, procarbazine, prednisone)

ChIVPP

(chlorambucil, vinblastine, prednisone, procarbazie)

ChIVPP/EVA

(chlorambucil, vinblastine, prednisone, procarbazi®, doxorubicin, vincristine, etoposide)

MOPP > 3 cycles

(nitrogen mustard, vincristine, procarabazine, preciisone)

MOPP/ABVD

(nitrogen mustard, vincristine, procarabazine, predisone/doxorubicin, bleomycin, vinblastine, dacarbaine)
MVPP

(nitrogen mustard, vinblastine, prednisone, procarazine)

Whole abdominal or pelvic radiation doses

>/ =15 Gy in pre-pubertal girls; >/ = 10 Gy in pst-pubertal girls

Low Risk

Less than 20% of women develop amenorrhea post-traaent.

ABVD

COP

(cyclophosphamide, vincristine, prednisone)

Very Low/No Risk

No effects on menses. Vincristine

(used in multi-agent therapies)




Evaluation des effets des TAC sur
les gonades

Capigte
L'agesipngpisopause
Le nQipligedeenfant
Bicpamse¥erEcnne

=
Comgmgilieeciaire a J2
AMH

P.Piver, DES 2008
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Prediction de I'ace de la ménopause

AMP percentiles
Ath: 41y (H).6)
10th: 44y (£0.5)
25th: 48y (£0.4)
median: 51y (0.1)
f&th: 53y (£0.2)
. S90th: Sdy (£0.3)
~ | 95th: H6y (£0.4)

menop ausal thrashold

100 p.Piver, DES 2008
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Les pré-requis au prélevement

Indication posée en concertation pluridisciplinaire
Gynécologues, biologistes de la reproduction
Cancérologues, hématologues, internistes,

oncologues pédiatres ...

Consentement éclairé de la patiente
Information de la patiente

Simple chez I'adulte
Plus difficile chez I'enfant (implication des parent$

P.Piver, 2006



Les problemes ethiques

La CPTO reste une méthode de recherche
Ceci doit étre clairement expliqué aux patientes
Les alternatives doivent étre envisagées
Don d’ovocytes
La congélation d’ovocytes
La congélation d’embryon
La transposition ovarienne
Il est possible de combiner plusieurs méthodes
Transposition et congélation
Congélation d’ovocytes et de cortex ovarien

P.Piver, 2006



| préservation de la fertilité

Faible risque de
localisation ovarienne

Transposition
ovarienne

Congélation

d’ovocytes/embryons

Tumeur hormono
dépendante

Stimulation ovarienne
Tamoxifen ,letrozole

Chimiothérapie peut
attendre

Stimulation ovarienne

Stratégie pour la

1

Risque élevé de
localisation ovarienne

Congélation du

Chimiothérapie
urgente

cortex ovarien

Congélation du cortex
ovarien

Tumeur non hormono
dépendante

Greffe
orthotopique

Greffe

: héterotopique
classique Piq

P.Piver, 2010



MATERIEL A PREPARER EN VUE D'UNE CONGELATION DU TISS U OVARIEN
Les jours précédent la congélation du tissu ovariégrifier les cuves d'azote.
Vérifier que l'appareil de congélation sera disptana I'heure prévue de l'intervention.
Faire préparer environ 500 cc de Leibowitz avedigétion de la stérilite. Vérifier la quantité sigante de DMSO.
Vérifier la place disponible dans les cuves d'aliqtede devant recevoir les tubes. Vérifier lesoggies de la patiente.
Vérifier d'avoir a disposition environ 10 cc de séardécomplémenté et filtré de la patiente.
S'assurer qu'une boite d'instruments de microajiggera mise a disposition et sera stérile powuede l'intervention.
Le jour de l'intervention :
Identifier les tubes par les deux premieres letlieela patiente et la date de l'intervention.
Préparer un pot a ECBU de Leibowitz stocké dans déalze pilée qui servira au transport du tissu iewar
Préparer dans un Falcone :
- 10 ml de DMSO (10 %), - 10 ml de sérum de la pa¢i€10 %), - 80 ml de Leibowitz (80 %).
Cette préparation sera répartie dans 20 a 25 tub&s8Bdnl (pour un ovaire), le reste dans un pot BEC
Les tubes et la préparation seront stockés a 44airs une fois préleve, sera disséqué sous hotte.
L'ensemble de la médullaire sera retirée et adeemsdaboratoire d'Anatomopathologie.
Les fragments d'ovaire, de 5 mm2 a 1 cm2, seronkésodans le pot a ECBU contenant le DMSO
et mis dans un agitateur dans une enceinte a 4°@ape80 mn, puis transférés dans les tubes de 2 ml.
Les tubes seront transférés alors dans I'appanetigitant la congélation.
Le programme de congélation comprend 3 phases :
- de 4°C a - 9°C : descente en température de 2°C&mr9;C, seeding manuel.
-de - 9°C a - 40°C, descente en température de 0,3f,C/m
- puis de - 40°C a - 140°C de 10°C/mn.
Les tubes seront stockés dans I'azote liquide ifdetion sur le tube.
Identification de la couleur du bouchon.ldentifioatdu canister.ldentification du numéro de la cuve
En fin de congélation, une fiche compléte seraééditf. piece jointe) et
sera recopiée sur un registre numéroté.

P.Piver, 2006



Les pré-requis au prélevement

Le bilan biologigque

Bilan pré-anesthésique

Les sérologies : Hépatites, CMV, HIV

Le prélevement sanguin pour le sérum
La consultation anesthésique
La consultation avec le biologiste
Organisation pratique

Disponibilité du chirurgien et du biologiste

Préparation des tubes

Disponibilité du congélateur

P.Piver, 2006



Le prélevement : la voie
d’abord

Deux possibilités

Avantages Inconvénients

Peu invasive Davantage de
La coelioscopie| Cicatrices minimes | contre-indications
Hospitalisation courteDissection plus difficile

Dissection facile Cicatrices, adhérences
La laparotomie | Hémostase mieux | Durée d’hospitalisation
controlée

Coelioscopie > laparotomig

P.Piver, 2006



| 'ovariectomie
coelioscopique

........
SELVERE- D R Y

Arcade sous-tubaire

P.Piver, 2006



P.Piver, 2006



Les ovariectomies partielles

L’hémi-ovariectomie
Section aux ciseaux
Hémostase de la tranche ovarienne a la bipolaire fen

Les prélevements corticaux
Section aux ciseaux
Biopsies a I'emporte piecgMeirow Fertil Steril 1999)

o ]
OVG//-GQ
O O © O O

P.Piver, 2006



Extraction de I'ovaire ou du
tiSsu ovarien

La moins traumatisante possible

Ensachage
Pour éviter la traction sur I'ovaire lui-méme

Elargissement d’'un éventuel Mac-Burney
Mini laparotomie de 2 cm en sus-pubien
Culdotomie et extraction vaginale

P.Piver, 2006



En fin d’intervention

Evaluation minutieuse de l'autre ovaire Clairement
Evaluation des trompes consignees
P dans le CRO

Eventuelle transposition de I'autre ovaire dans
la gouttiere parieto-colique

P.Piver, 2006



Passage rapide du tissu
au biologiste ...

P.Piver, 2006



P.Piver, 2010



‘ Greffe ovarienne = procedure de recherche cliniqmn

Medulla

Ovarian vessels

P.Piver, 2006



P.Piver, 2005




Cryopreservation du tissu ovarien

~

Greffe in vivo Culture folliculaire in vitro

/ Greffe hétérotopique

Autogreffe orthotopique / \
Croissance in vitro

Fertilité naturelle

Autogreffe Xénogreffe l
l _ / \ Maturation in vitro
Ponction ovocytaire l

F IV transfert d 'embryon

P.Piver, 2006



Cryopreservation du tissu ovarien

Culture folliculaire in vitro

Croissance in vitro

—

Maturation in vitro

l

F IV transfert d 'embryon

P.Piver, 2006



A primary follicle, one week in culture




A secondary follicle, 14-day culture with GDF 9




A secondary follicle after 21 days in culture




An antral follicle after 21 days in culture
diameter 400 micrometer




Hormones and growth factors

FSH acts as a survival factor and promotes
growth (Wright et al. Hum Reprod 1999)

IGF |, IGF Il and insulin promote the
development and survival of (Louhio et al. Mol
Hum Reprod 2000)

GDF 9, Hreinsson et al. (JCEM 2002)

Other members of TGF beta superfamily

Scott et al 2003

activin inhibited steroid production but did not
affect the development of early follicles




Conclusion

Growth of human ovarian follicles in vitro Is
possible within tissue slices

also cryopreserved tissue

Initiation of growth occurs spontaneously In
culture

Atresia frequent in culture
After 14 days a majority of secondary follicles
After 3-5 weeks also early antral follicles

The effects of hormones and growth factors
and apoptosis inhibitors are being studied

Optimisation still necessary




Cryopreservation du tissu ovarien

Xénogreffe

/

Ponction ovocytaire

1

F IV transfert d 'embryon

P.Piver,2010



xenogreffe

Méthode efficace pour vérifier la qualité du tissu
congelé

Pas de risque de transmission de cellules malignes
Risque viral

Modification du génome

Développement normal jusgu’au stade antral 5mm
Réponse normal a l'injection HCG

Récuperation des ovocytes produits

Possibilité de maturation in vitro

P.Piver,2010



Cryopreservation du tissu ovarien

~

Greffe in vivo

N

Greffe hetérotopique

/

Autogreffe

l

Ponction ovocytaire

1

F IV transfert d 'embryon

P.Piver, 2006



Bilateral ovariectomy

Ovarian cortex

<a O D Storage in

U liquid
@ nitrogen

Freezer
- 0>
Slow \
Liebowitz + cooling

DMSO 1.5M




Thawing and grafting

\:

Rapid thawing 25°C

-

Washing




Fresh grafts

Ovarian cortex

O O

% U Bilateral ovariectomy

and heterotopic autog!
of fresh ovarian tissue




Follicular growtfiow vogy

antral

preantral

primary

primordial

1.16 1.33
+0.40 +0.66
0.4 1.66 4.5 5.3
. + £2.6 +0.88
0.24 0.72

20¢9 38+ 10 58i23 66 + 17
500 @ 244 @ 295 @ 120 @ 430

+ 26 + 140 + 103 + 38 + 202

4 ! 10 13weeks




La greffe hétérotopique

Avantages inconvénients
Choix du site de la greffe
Pour la reprise des greffons
Pour la ponction des follicules
Besoin de passer par la FIV pour obtenir
une grossesse

Résultats
Grossesse chez la souris (Carrol, 1990)
Nos travaux sur le mouton (Piver & Aubard)
Faibles taux de survie folliculaire
Maturation folliculaire aprés stimulation

FIV des ovocytes (Aubard & Piver Hum
Reprod 1999)

Obtention de blastocystes (Piver & Aubard
unpublished data)

Transfert des embryons : pas de grossesse

Greffe hetérotopique
sous la peau du
ventre de brebis
(Piver & Aubard)

P.Piver, 2006



Le premier ovocyte mature ponctionné
dans une greffe hétérotopique chez la
brebis
Aubard & Piver et al, 1999, Hum
Reprod

Les premiers blastocystes obtenus a
partir

d’'une greffe hétérotopique chez la
brebis

Piver & Aubard et al. (unpublished
data)

P.Piver, 2006



Greffes héterotopiques

Oktay Lancet 03/2004

Femme 30 ans cancer du sein stade || B
Avant tout traitement ovariectomie
Cyclophosphamide + greffe de moelle
6 ans apres
Anatomopathologie >>> estimation 11000 folliculesrpmordiaux
Fragments de 5*5*1 mm a 15*2*2 mm
Greffe sous cutanée sur I'aponévrose des droits
85 jours < 3mois
volume du greffon
FSH 7.9
Echographie follicule

P.Piver, FFER Amiens 2007



Greffe hétérotopique Oktay 2004

8 cycles dont 6 sous stimulation

20 ovocytes

8 FIV dont 7 ICSI

Pas d’embryon avec les follicules matures
2 embryons obtenus en MIV + ICSI

1 dysmorphie embryonnaire >>> aneuploidie
1 embryon 4 cellules a J 2

P.Piver, FFER Amiens 2007



Greffe hétérotopique C Poirot; P Piver ;G
Lefebvre

hodgkin stade IV

Prélevement ovarien avant
Intensification

Pré revascularisation 48 H
avant la greffe

Greffe des 2/3 de 'ovaire
en sus aponevrotique

Reprise de la fonction
hormonale a 6 mois

P.Piver, FFER Amiens 2007
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B B IS

Left graft

Neo vessels

Right graft

P.Piver, 2006



7/ cycles de stimulation

1 ovocyte
9 ovocytes
6 ovocytes
O ovocytes
1 ovocyte >MIV,ICSI> 1 embryon >> 7 cellules
2 ovocytes> M 1>MIV,ICSI >1 embryon
M 2,ICSI> 1 embryon
1 ovocyte

P.Piver, 2006



Ensemble des publications
greffes hétéerotopiques

Auteur Année | Age | indication H| reproduction
Oktay 2004 | 30 | Kdu sein + 1 embryon

KIM 2004 |37 |Kducol + | -

PPL 2005 | 21 | Hodgkin +| 3 embryons
Schmidt 2005 | 28 | Hodgkin +

Schmidt 2005 | 25 | Hodgkin +| 1 embryon
Schmidt 2005 | 32 | L NHodgkin | +| 1 embryon
Wolner 2005 | 30 +

Rosendahl | 2006 | 28 | Hodgkin 4 2 embryons FCP
PRM 2006 Sarcome H ?

P.Piver, 2006




Cryopreservation du tissu ovarien

~

Greffe in vivo

/

Autogreffe orthotopique

Fertilité naturelle

P.Piver, 2006



L'autogreffe orthotopique

Grossesses dans 3 especes
Souris (Parrott, 1960)
Mouton (Gosden, 1994)
Rat (Aubard, 1997)
Les limites actuelles
Tres facile dans le modele murin (bourse ovarienne)
Mais problemes dans les especes sans bourse ovarienne
Chez le mouton
Premiere grossesse obtenue en 94 par Gosden
Reproduction a une plus grande échelle par Salle

P.Piver, 2006



Greffes orthotopiques
J, Donnez et coll Lancet 24/09/2004

25 ans en 1997 hodgkin stade IV

Prelevement de 5 fragments sur I'ovaire droit 12*1%mm
70 fragments 2*2 mm + 1 de 12*4mm

Traitement MOPP/AVB+ Rx 32 G

En fin de traitement FSH 91, LH 85,17 17 pg
THS 06/98 >>>01/2001>>> arrét désir de grossesse

01/2001>>>12/2002 1 seul cycle observé

1 corps jaune sur I'ovaire G

P.Piver, 2006



Greffes orthotopiques
J, Donnez et coll Lancet 24/09/2004

P.Piver, 2006



Meirow 2005 NEJ

P.Piver, FFER Amiens 2007



Ensemble des publications greffes orthotopiques

Auteur Année | Age | indication H reproduction
Oktay 2000 | 29 Endométriose | + -

Radford 2001 | 36 Hodgkin H -

Donnez 2004 | 37 Hodgkin + lenfant

Meirow 2005 | 28 L N Hodgkin 1 enfant +Fcs
Donnez 2006 | 21 Drepanocytose |+

Demeesterg 2006 | 25 Hodgkin + FCS 9 SA
Rosendahl | 2007 6 patientes 2 enfants +1 FCS
Demeestereg 2007 | 25 Hodgkin 1 enfant + 1lenfant
PPL 2006 | 29 Hodgkin 1 embryon

Silber hodgkin 1 enfant
Piver,Roux [ 2009 | 24 drépanocytose| {Hl enfant

Piver 2009 | 38 PAN -1 enfant

Pellicer 2009 K du sein 2 enfants

P.Piver, 2010




Time interval

Time interval

Patient | Age | Chemotherapy before | Cryopreservation | Reimplantati Natural Baby sex/weight | Baby| Duration
between between \VE
at cryopreservation SF/DMSO/EG on reimplantatio | reimplantatio W | of activity
n and n and
cryo ears
y restoration of | pregnancy by )
ovarian (months)
activity
1JD 25 No SF/DMSO 2003 4% 11 N /3720 39 5y
2JD 19 No SF/DMSO 2008 3% 9 N Ongoing 39 still
3 Meir 28 VACOP-B SF/DMSO 2003 6 % 11 IVF / 3000 38.5 2y
MING/ESHAP
4 DM 24 | Only one cure of ABVD SF/DMSO 2004 4 8 N /3130 39 15y
2006 48 N 12870 39 still
5CA 27 No SF/EG 2005 4 6 IVF /3204 39 still
25 N /3828 39
6 CA 25 6 cures of ABVD SFIEG 2005 5% 6 37 1
2 cures of MIME
[ 2006 | 5% |7 10 [ v |7 2800 1T ]
7 Sil 24 No SF/DMSO 2006 4 28 N /4111 40 still
8 Sil 20 No SF/DMSO 2007 3% 8 N Ongoing still
9 Pi 27 | 2.5g cyclophosphamidg SF/DMSO 2007 4% 11 IVF /2030 37 still
10 Sa 36 No SF/DMSO 2008 3% 10 IVF /1650
/ 1830 33 still
11Roux 20 No SF/DMSO 2008 4 6 N 3700

38

still




P.Piver, FFER Amiens 2007



Régulation du
greffon

P.Piver, FFER Amiens 2007



Ensemble des publications
greffes orthotopigues

Auteur Année | Age | indicati 3 ceolioscopies
préparation des sites

Oktay 2000 | 29 m Greffe 2/3 des fragments

Radford 2001 bdgki Greffe du 1/3 restant

Schmidt /@M/ 37/ Hodgku. s ovouye

Donnez ZOOéy/ 7 Hodgkin + lenfant
Meirow 2 28 L N Hodgkin + 1 enfant +17

|1 =4

Donnez // 2}66 21 Drepanocytose |+

Demeegfere/2006 | 25 | Hodgkin + FCS 9 SA
Rose/ndgbrf 2007 6 patientes +| 2 enfants
Demedsterd 2007 | 25 Hodgkin +| 1 enfant
PPL 2006 | 29 Hodgkin 4 1 embryon

P.Piver, FFER Amiens 2007



castration

iIschémie

dissection

congelation

/ , :
décgfigéelation

Sensible au

stress oxydatif

greffe

iIschémie

vascularisation

\Vit E \

Maturation
fécondation

P.Piver, 2006 /



Timing of angiogenesis
After ovarian tissue grafting

concentration

micro vessel..
VEGF
mRNA VEGF

Day

*Dissen,G. A.,et al. (1994Endocrinology134 (3), 1146-54
**Long, HD, 2007Fertil Steril, 88, S12.

Day 1: grafting

Day 2 and 3:

VEGF RNA messengers are present*
Day 2 to 4:VEGF concentration rises**
Day 4 to 7:VEGF concentration is
Max**

Day 3: micro vessel density rises**

Day 1:grafting small
pieces of thawed ovarian
cortex to prepare the
vascularisation bed

Day 4 grafting the large pieceg
Of thawed ovarian cortex




Patiente Limoges

1999 : vascularite(27 ans)
3 g de cyclophosphamide IV
Ovariectomie droite par coelioscopie
15 fragments (8mmg2)
Slow cooling (Gosden)
9g de cyclophosphamide IV

2000 : puis 589 of cyclophosphamide per os pendahans

2003 : arrét de la contraception oral
234 mUIl/ml of Fsh and 97 mUI/ml of Lh
THS

2007 désir de grossesse...

8 %2 apres la congelation du cortex ovarien
décision de la greffe du tissu ovarien .

P.Piver, 2009



sumary

P.Piver, 2009



Hormonal variations

Gastro-esophageal
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Vascularisation

P.Piver, 2009
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P.Piver, 2009



LPW 3 pieces
IVF 1
Ultrasound > 12 mm 4
Oocyte , oocyte MII 4>>>>>>2
Embryos, blastocyst 2>>>>>>1
IVF 2
Ultrasound 11

Oocyte, oocyte Mli 9>>>>>>8

Embryo, Blastocyst 7>>>>>>>3

Pregnancy, (frozen) 1 ectopic (1)
IVF 3
4

4>>>>>>>4

Ultrasound

Oocytes ,Oocyte MlI

Embryo ,Blastocyst 2>>>>>>>2
IVF 4
Ultrasound 4

Oocyte, Oocyte MII 2>>>>>>1

Embryo, pregnancy 1>>1 Live Birth

Total

23

19>>>>>>>15 23>>>>>>17

Ultrasound

Oocytes, oocytes Ml

14>>>>>>>>6 15>>>>>>>7

Embryos, Blatocysts




Embryo quality by location and IVF cycle

I
— H—EL—
score (Scott et al. 2000); D 2 and D3 embryo s(@rergetti et al. 1995); D5

blastocyst score (Gardner et al. 2000)




Patiente de Besancon

présentée par C Amiot .... C Roux Poster n° 46

120 + 3
k * o 4
100 g . -
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P.Piver, 2009



Conclusions

. Ophélie
2 nouvelles naissances

Ameélioration de la techniqgue de greffe en 2 temps
Patiente de Limoges

Quantité et qualité ovocytaire et
embryonnaire.

Greffe 8ans Y2 apres la congélation

accouchement 10 ans aprégs
Patiente de Besancon Ysalin(le

Grossesse spontanée
6 mois apres la greffe.

P.Piver, 2009



Conclusions

Site de la greffe :Orthotopique
Expérience animale importante
Gosden, Salle , Aubard....
20 grossesses chez la femme
15 enfants

Site de la greffe hétérotopique
Expérience animale
Piver, Lee
Expérience humaine
Production embryons
1 grossesse biochimique

Que choisir
Si possible orthotopique
Importance du CRO de la £ coelioscopie
Si CI chirurgicale >>> hétérotopique

Fertilité naturelle ? FIV ? ICSI?

P.Piver, 2006



Conclusions

Les prélevements réalises avant le traitement semblepiius
efficaces a moyen terme

Radford Lancet 2001

D’autres greffes non publiees

Ovaire droit ovaire gauche?

A pondérer avec l'age des patientes
Avoir recours a la pré revascularisation

Kim
Donnez

Etude sur les brebis
C Poirot; P Piver ;G Lefebvre;D Royere

3eme intervention apres la mise en place de systemerégulation
des greffons?

P.Piver, 2006



Conclusion

Etablissement d’une procédure (protocole de reclegrch
afin de répondre a un certain nombre de questions

Evaluer I'efficacité de la greffe en terme de restamation de la fonction
endocrine

Evaluer I'inocuité de la greffe

Comparer les résultats en terme de délai et de qued de la reprise de
la fonction ovarienne entre les greffes orthotopiges et les greffes
hétéerotopiques

Mieux cerner le nombre de greffons nécessaires ataprise de la
fonction ovarienne

En cas de greffe hétérotopique, apprecier la quaktdes ovocytes et
des embryons provenant des greffons

P.Piver, 2006



| es indications ?

Actuellement
UNE grossesse humaine avec cette technique +1+1+1+1...

Seulement si I'on est certain d’'une destruction massivau
stock folliculaire = les patientes qui n'ont rien a perdre

Irradiations corporelles totales
Irradiations pelviennes + agents alkylants
Agents alkylants au long cours
Ovariectomie bilatérale

Peut étre davantage d’indications dans le futur

La ménopause précoce (si elle est prévisible) Aujourd’hui
Traitement de la ménopause (pour certains :
Demain

P.Piver, 2006



Congélation de I'ovaire entier

P.Piver, 2006



castration

dissection

congelation

congelation

Slow cooling
Vitrification
Rapid cooling
Congélation directiofinelle

decongélation

N ’ P.Piver, 2006



Congélation de I'ovaire entier
chez la femme

Belen Martinez-madrid, Donnez

Préelevement de 2 ovaires entiers .
Perfusion leibovitz + DMSO + sérum
Congélateur — 80°C -1°C/mn
Azote liquide
Décongélation rapide
Test de viabilité

99,2 % tissu frais

97,2% apres la perfusion de DMSO
75,9% apres decongeélation

Survie des vaisseaux de la médullaire

P.Piver, 2006



Cortex ovarien versus ovaire entier

Prélevement Prélevement
Coelioscopie Coelioscopie
Geste simple et rapide Dissection du pédicule lombo-ovarien
Dissection sans Ie_S|on va_sculalre
Ablation de la médullaire Absence de dissection
Permet I’étude anatomo- ne permet pas d’analyse histologique
pathologique a la recherche de Alati
localisation ovarienne secondaire Congelatl.on. :
Sr Perfusion intra vasculaire du
Congélation cryoprotecteur
Simple Nécessitant une pompe spécifiqgue
Utilisation des appareils de Appareils de congélation spécifiques pour
congélation standard la congélation directionnelle
Stockage Plus simple pour le rapid cooling
Simple Stockage

Nécessité d’avoir des cuves speécifiques

Survie folliculaire : 81% @epawy Hum

REPROD 2007) Survie folliculaire : 75% @epawy Hum
REPROD 2007)

P.Piver, 2006




Cortex ovarien versus ovaire entier

Greffe partielle Greffe ovaire entier
Hétérotopique Laparotomie avec micro
Simple sous anesthésie chirurgie et anastomose
locale — surveillance simple vasculaire
Production embryonnaire Grossesse chez le gros animal
mais absence de grossesse Survie folliculaire : 1.7 a
Orthotoplque 76% (IMHOF)
Coelioscopique ou
laparotomie

Production ovocytaire,
grossesse dans I'espece

humaine
Survie folliculaire chez le
gros animal : 5 a 10%uearoe

ALL)

P.Piver, 2006



| Généralités I

Cryopreservation du tissu ovarien

Greffe in vivo >\> Culture folliculaire in vitro

Greffe hétérotopique o
/ ~

Autogreffe orthotopique . ~ : —
; Croissance In vitro
Autogreﬁ%_‘ Xénogreffe

AN

Maturation in vitro

Ponction ovocytaire

1

F | V transfert d '’embryon

Fertitité naturelte




| préservation de la fertilité

Faible risque de
localisation ovarienne

Transposition
ovarienne

Congélation

d’ovocytes/embryons

Tumeur hormono
dépendante

Stimulation ovarienne
Tamoxifen ,letrozole

Chimiothérapie peut
attendre

Stimulation ovarienne

Stratégie pour la

1

Risque élevé de
localisation ovarienne

Congélation du

Chimiothérapie
urgente

cortex ovarien

Congélation du cortex
ovarien

Tumeur non hormono
dépendante

Greffe
orthotopique

Greffe

: héterotopique
classique Piq

P.Piver, 2010



/Tu te souviens quand\ QOui, jarrive pas é\
les traitements du croire qu'a I'époque
cancer détruisaient les on congelait le tissu
cellules germinales ovarien pour

N < préserver la fertilité!!/

P.Piver, 2006



Pre requis

Apres accord des médecins référents pour la pathologet des
anatomopathologistes, le dossier sera présenté en réumio
multidisciplinaire réunissant les biologistes de la reqwduction, les
chirurgiens. Le type de procédure de greffe ainsi qeile nombre de
fragments a décongeler et a greffer, y seront déterm@s.

La patiente sera revue par les chirurgiens et un bioQiste de la
reproduction en consultation pour lui expliquer de ficon plus
précise la proceédure et un consentement sera signé I&patiente
accepte, elle sera vue par un anesthésiste. Paraiiifs, il sera
recherché, systématiquement, une éventuelle autrause
d’infertilité

La technique opératoire et le lieu de la greffe sert discutés en
fonction des données de la science du jour, des atddents de la
patientes « chirurgie pelvienne, risques opeératoires... »

Un traitement hormonal substitutif sera poursuivi etl’adjonction
de vitamine B6 et de Torental afin de préparer I'uérus seront
prescrits.

P.Piver, 2006



Procedure de greffe orthotopique

La greffe se déroulera en 2 temps par coelioscomeus anesthésie
générale
Premier temps

Exploration du pelvis, vérification de la permeéabiité tubaire.
Préparation des sites de la greffe ; fenestration p¢onéale au niveau
de la paroi pelvienne (cf. Donnez), avec mise erapk d’'une partie
d’'un fragment ovarien décongelé. Puis préparation d deuxiéme site
sur I'ovaire restant. Fenestration de I'ovaire au &ser et mise en place
la aussi d’'une partie d’un fragment.

Deuxiéme temps 72 heures a 7 jours apres

Mise en place des fragments préalablement ré asseréblen plague
de 2 cm2 par du proléne 6/0 sur les deux sites.

P.Piver, 2006



Procédure greffe hétérotopique

Localisation en sous-cutané sur I'aponévrose des dte de 'abdomen
sur deux sites de part et d’autre de la ligne médree.

Greffe en deux temps sous anesthésie locale ou gaie

Premier temps

Incisions cutanées, création d’une loge, mise etape de fragments
millimétriques pour préparer la revascularisation.

Deuxieme temps 72 heures apres

Reprise des incisions, mise en place des fragmentdurés au
probleme 6/0 sur 'aponévrose.

P.Piver, 2006



Sulivi de la patiente
clinique, biologique et radiologique.

Le traitement hormonal substitutif sera continué jusju’a | a normalisation des
gonadotrophines endogénes, ainsi que le traitemeassociant Torental et Toco 500.

Des la reprise de la fonction ovarienne, un monit@ge echographique et biologique
permettra d’apprécier les possibilités de reproduabn.

Suivi Biologique

Un bilan hormonal (Oestradiol, FSH, LH, AMH) sera dfectué chaque mois jusqu’a
la reprise de la fonction ovarienne ou, au maximumnmpendant un an apres la greffe.
En cas de reprise de la fonction ovarienne, les hiis hormonaux seront demandés
autant que nécessaire.

Suivi radiologique

Chaque mois sera effectuée une échographie des goe. Une IRM sera effectuee
a 3 mois afin d’apprécier la revascularisation desrgffons et de déterminer
I'origine de cette néo-vascularisation. Un doppledes néo-vaisseaux sera effectué
afin d’apprécier leur résistance une fois par moisDes la reprise de la fonction
ovarienne, I'échographie permettra un monitorage dd'ovulation.

Suivi de la patiente a partir de la restauration dda fonction ovarienne (présence de
regles et bilan hormonal normalisé)

P.Piver, 2006



Choix thérapeutigue

En cas de greffe orthotopique

En fonction des parametres du conjoint de la patige, soit il sera
envisageé une fertilité naturelle, mais en cas de dyaalation, une
stimulation sera instaurée systematiquement. Un tepost-coital sera
effectué. Si celui-ci est négatif, la patiente aunaecours a des actes
d’AMP.

Si le conjoint de la patiente présente des anomesd de constantes
spermatiques, une fécondation in vitro sera entrepse
systematiquement.

En cas de greffe hétérotopique

Il sera programme des stimulations de I'ovulation ervue de FIV ou
d’'ICSI.

P.Piver, 2006



| es indications ?

Actuellement
UNE grossesse humaine avec cette technique +1+1+1+1

Seulement si I'on est certain d'une destruction masve du stock
folliculaire = les patientes qui n’ont rien a perdre

Irradiations corporelles totales
Irradiations pelviennes + agents alkylants
Agents alkylants au long cours
Ovariectomie bilatérale

Peut étre davantage d’indications dans le fut
La ménopause précoce (si elle est prévisible) Aujourd’hui

raitement de la menopause (pour certains :
Demalin

P.Piver, 2006



Quelle guantité de tissu faut-il
prelever ?

Quelques notions

Grande variéte individuelle de la sensibilité gonadige aux TAC
Grossesse apres greffe de moelle (TBI ou intensdHiton chimiothérapique)
Grossesse apres curiethérapie et irradiation pelviae

La rentabilité des greffons est mal connue

L’age est un facteur déterminant
Plus de follicules dans Y2 ovaire de fillette que dares 2 ovaires de 30 ans
Au dela de 35 ans : pas d'intérét a la greffe

Méthode qui n’a pas encore fait ses preuves

En pratiqgue on ne préleve qu’un ovaire
C’est assez de tissu pour espérer raisonnablemendglrésultats
Cela laisse une chance de fertilité spontanée a latpnte
Parfois moins chez I'enfant

P.Piver, 2006



Est-iIl dangereux de
reimplanter le tissu ?

Shaw (Hum. Reprod.1996)

Transmission de lymphomes entre souris par des gifek ovariennes
de tissu frais et congelé

Il y a des situations a risque
Les leucémies aigués
Les tumeurs ovariennes

Il y a des situations a moindre risque

La maladie de Hodgkin (Meirow, Fertil Steril 1999)

Sarcome d’Ewing
i A N
Les maladies non cancéreuses

Les alternatives a la greffe

- la maturation in vitro
- la xénogreffe

P.Piver, 2006



Conclusion

La CPTO est encore une méthode en cours de développam
Beaucoup de questions restent a résoudre
Action des inhibiteurs de radicaux libres sur les geffons
Ameéliorer les methodes de maturation folliculaire
Confirmer la compétence de I'ovocyte apres decongdion
Evaluer les enfants de la CPTO

Précisions législatives
Qui doit conserver les tissus ?
Age limite pour restituer le tissu
Qui décide de la restitution du tissu ?

P.Piver, 2006
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EVOLUTION DU NOMBRE DE
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P.Piver, 2006



DISTRIBUTION PAR GROUPE D’'AGE

130

41

0&)1/ 2

O< 10 ans

10 - 16 an!

O> 16 ans

P.Piver, 2006



DISTRIBUTION PAR GROUPE DE PATHOLOGIE

34 77 4 34 22
35 4 67 4 2
4 2

P.Piver, 2006



REPARTITION DES INDICATIONS PAR
TRANCHE D'AGE

O 35 4 67
4 2

L1 4

W 22 42

P.Piver, 2006



DISTRIBUTION DES PATHOLOGIES
HEMATOLOGIQUES MALIGNES

0 &*)
>54 _]*
>54 > 7?4 _
75 ;3 267 _
>?3 _ &'
=2 _ /
75 <7 _ [

P.Piver, 2006



DISTRIBUTION DES TUMEURS SOLIDES
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P.Piver, 2006




DISTRIBUTION DES PATHOLOGIES NON
MALIGNES

Drépanocytoses homozygotes SS (10)

Maladies de systeme :
LEAD (4)
PAN
Maladie de Wegener (3)

Thalassémies majeures (4)

Autres
Galactosémie congénitale hétérozygote
Maladie de Shwachman
Ovotestis
Kystes ovariens organiques

P.Piver, 2006



DISTRIBUTION DES TRAITEMENTS
CASTRATEURS

?5 BB 3 A 3 C

P.Piver, 2006



DISTRIBUTION DES TRAITEMENTS DELIVRES
AVANT CRYOCONSERVATION

Trt
avant

Aucun
trt

Non
rens.

Chimiothérapie seule (178)

Association chimio-
radiothérapie (17)

Radiothérapie seule (4)

P.Piver, 2006



Cryoconservation de cortex
ovarien : Etat des lieux en
France

PECH J.C; POIROT C; PIVER P; SCHUBERT B; RAYNAUD K.

Paris le 23/01/2010




Nom centre oncologique : Date :
Nom médecin :
Coordonnées (email, tel, fax) :

Nom du patient : Prénom : Date de naissance :
(2 premiéres lettres) (3 premiéres lettres du prénom)

DIAGNOSTIC

Date du diagnostic :.................. Age au diagnostic :...............

Diagnostic pathologique et stade :
Stade de développement pubertaire :
Reégles : oui non

TRAITEMENTS RECUS AVANT LE PRELEVEMENT DE TISSU GERMINAL

Traitements hormonaux :

- Agoniste GnRH ouli non
- Progestatifs ouli non
- Oestroprogestatifs ouli non
- Autres oui non
Traitements oncologiques : oui non

Date dedébut: ..................... Datedefin: .........ccoevennn.
Chimiothérapie ouli non

Doses cumulatives recues (tout médicament)

Radiothérapie oui non. Si oui, dose et champ :

Chirurgie gonadique ouli non

Si oui, préciser :




Nom du centre d’Assistance Médicale a la Procréation :

Nom médecin :
Coordonnées (email, tel, fax) :

Nom du patient :
(2 premiéres lettres du nom)

Prénom : Date de naissance :
(3 premiéres lettres du prénom)

PATHOLOGIE :

Traitement envisagé justifiant la cryoconservation

PRELEVEMENT DU TISSU GERMINAL

Date du prélevement et de la congélation :

Tissu prélevé : Ovaire Testicule

Quantité de tissu prélevé : Y% 1 2 autres
Technique de prélevement : Coelioscopie Laparotomie Chirurgie associée
Anatomo-Pathologie : oui non

Présence de cellules malignes : oui non

CRYOCONSERVATION

Milieu :

Cryoprotecteur :

Descente en température : Slow cooling Vitrification Autre
Seeding : oui non Sioui: manuel automatique

Nombre de fragments congelés :

Taille (ovaire) ou poids (testicule) des fragments congelés :

Stockage du tissu :

Tubes Paillettes Autre
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AMIENS (8)

ROUEN (49)

STRASBOURG (17)

MONTPELLIER
@)




<12 ans

m =12 <18 ans

436

>= 18 ans

-

R

M=17,5 ans +/- 9




34 77 4 34 22
35 4 67 4 2
4 2
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Hémoglobinopathies maladies génétiques :

Drépanocytoses SS (26) IOP Syndrome de Turer (5)
L. : yndrome de Turner
Thalassémies majeures (7) Syndrome BPES/FOXL2 (2)
Autre (1) Galactosémie congénitale
hétérozygote
Pathologies auto-immunes : Ap'aie f“e_duci'a'lie |
némie de Fanconi
LEAD (10) Lymphohystiocytose familiale
PAN (?) 2
Maladie de Wegener (3) Maladie de Shwachman
Lo 3
El?égg{ﬁiaz'gmbOpen'que Mutation BRCA1/Cancer ovaire
Vascularite auto-immune Autres :
Polyangéite microscopique Ovotestis
Myélite auto-immune Kystes ovariens organiques (5)

Déficit immunitaire sévere (5)
Néphropathie avec hyalinose

segmentaire et focale
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e Chimiothérapie seule

O 304 (34 1)
(35%)

166

(20%) Assoclation chimio-

i radiothérapie (32)

M Radiothérapie seule

Trt Aucun Non (6)
avant trt rens.




