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2. Amélioration des techniques de xénogreffe et d’analyse 
des résultats 

2.1. Amélioration de notre méthodologie de quantification 
folliculaire 

Publication n° 3 

« Strategies for using the sheep ovarian cortex as a model in reproductive medicine » 

Fransolet M, Labied S, Henry L, Masereel MC, Rozet E, Kirschvink N, Nisolle M and 

Munaut C. 

PLoS One. 2014;9(3):e91073. doi:10.1371/journal.pone.0091073. 

2.1.1. Introduction 

La cryopréservation de tissu ovarien préalablement aux traitements gonadotoxiques 

est une technique ayant déjà permis la naissance de nombreux enfants. Cependant, elle 

nécessite toujours d’être améliorée et de nombreuses équipes de recherche y travaillent. 

Pour ce faire, l’utilisation de tissu humain est idéale mais souffre de limites éthiques ainsi 

que d’une disponibilité réduite. Par conséquent, un modèle animal robuste est nécessaire. 

La brebis représente un modèle intéressant compte tenu des similitudes entre les deux 

espèces tant au niveau de l’anatomie ovarienne que du cycle ovulatoire. 

Dans le présent travail nous avons évalué et comparé la distribution et la densité des 

follicules primordiaux au sein de l’ovaire ovin ; ceci dans le but d’établir un modèle 

mathématique estimant le nombre nécessaire de fragments de cortex et de coupes 

histologiques à analyser afin de limiter l’impact de l’hétérogénéité folliculaire sur les résultats 

expérimentaux. 

2.1.2. Résumé des résultats 

Dans cette étude, nous avons démontré que la densité en follicules primordiaux varie 

entre les brebis mais également entre les deux ovaires d’une même brebis. Nous avons 

également observé que la distribution de ces follicules est hautement variable tant entre les 

différents fragments d’un même ovaire qu’entre les différentes coupes histologiques d’un 

même fragment. 

En collaboration avec Mme Donneau, statisticienne à l’université de Liège, le 
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développement d’un modèle mathématique complexe basé sur un modèle linéaire mixte et 

des simulations de Monte-Carlo, nous a permis d’estimer le nombre d’échantillons à 

analyser ; le nombre de fragments et le nombre de sections par fragment ; nécessaire afin 

de palier à l’impact de cette hétérogénéité folliculaire. Nous avons par conséquent conclu, 

que pour détecter une amélioration de la préservation folliculaire liée à une drogue donnée 

de 10%, au moins 20 fragments avec 40 sections par fragment doivent être analysés, afin 

que la probabilité de détecter l’effet du paramètre testé soit supérieure à 80%. 

2.1.3. Discussion 

Dans notre étude, 3.852 coupes histologiques appartenant à 113 fragments corticaux 

extraits de huit ovaires (4 brebis différentes) ont été analysées et ensuite utilisées pour 

construire un modèle mathématique nécessaire à la poursuite des recherches dans le 

domaine de la médecine de la reproduction. L'objectif principal de cette étude n’est pas de 

comparer les individus mais de fournir des lignes directrices concernant le nombre 

d'échantillons et de coupes histologiques nécessaires à analyser pour atteindre des objectifs 

spécifiques dans l'amélioration de la cryopréservation folliculaire. 

En effet, l’étude de la préservation folliculaire est marquée par le manque de modèles 

expérimentaux tenant compte de la distribution hétérogène des follicules au sein du cortex. 

Un test diagnostic ayant la possibilité de confirmer la présence folliculaire au sein du tissu 

serait un outil intéressant dans le domaine de la cryopréservation ovarienne. Chez l’humain, 

l’analyse d’une simple biopsie a déjà été remise en question étant donné la distribution 

folliculaire hétérogène déjà mise en évidence (Qu 2000). Plusieurs méthodes ont déjà été 

utilisées afin d’évaluer la présence folliculaire in situ, telles que l’utilisation de sonde 

fluorescente ou d’une coloration par rouge neutre (Cortvrindt 2001, Soleimani 2006, 

Chambers 2010). Toutes ces méthodes ont leurs avantages et surtout leurs inconvénients 

(coûts et spécificité des équipements nécessaires, expérience de l’opérateur, toxicité envers 

les ovocytes ou épaisseur très fine du cortex requise). Par conséquent, aucune de ces 

méthodes n’est adaptée pour évaluer la densité folliculaire de fragments décongelés avant 

la transplantation ou pour l'analyse après transplantation.  

Notre analyse histologique, suivie par une simulation mathématique, fournit des 

informations utiles pour établir une méthode de quantification folliculaire qui prend en 

compte l'hétérogénéité folliculaire physiologique existant au sein du cortex ovarien ainsi 

qu’entre les ovaires et les individus. Notre étude indique clairement que le nombre de 

fragments ovariens et/ou le nombre de sections par fragment devrait être augmenté de 
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façon proportionnelle à la diminution de l’effet attendu. Cette méthode est également utile 

afin de déterminer le nombre d'animaux à greffer pour obtenir des résultats qui sont 

indépendants de l'hétérogénéité folliculaire. 

En conclusion, notre étude offre un outil précieux pour évaluer l'efficacité et la sécurité 

des traitements qui peuvent être bénéfiques pour la préservation folliculaire dans les 

modèles de xénogreffes, en utilisant du tissu ovarien humain ou ovin. 
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