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3. Réduction de l’apoptose liée à la cryopréservation  

3.1. Introduction 

Comme déjà mentionné à plusieurs reprises dans ce manuscrit, la cryopréservation 

ovarienne est une technique prometteuse mais qui nécessite encore d’être améliorée à 

plusieurs niveaux. En effet, une perte folliculaire massive est observée suite à la 

réimplantation du fragment qui est avasculaire, mais la congélation joue également un rôle 

dans l’altération tissulaire. En effet, la congélation lente de type slow freezing, utilisée en 

clinique pour la congélation tissulaire, est connue pour induire une fibrose tissulaire (Nisolle 

2000) ainsi que pour altérer la viabilité des cellules, tant stromales que folliculaires (Keros 

2009, Silber 2012). L’apoptose semble jouer un rôle important dans l’apparition de ces 

lésions tissulaires liées à la congélation, notamment via l’activation des caspases et du 

système FAS (Stroh 2002, Rimon 2005, Xiao 2010). 

Parmi les anti-apoptotiques déjà étudiés dans la littérature lors de la cryopréservation 

ovarienne, nous retrouvons le Z-VAD-FMK, qui est un inhibiteur pan-caspase ainsi que le 

S1P, un lipide bioactif possédant notamment des propriétés anti-apoptotiques par 

l’intermédiaire du système Fas. Utilisé dans le milieu de vitrification d’ovaires murins, le Z-

VAD-FMK a permis de réduire l’apoptose ainsi que le nombre de jours nécessaires au 

rétablissement d’un cycle œstral après réimplantation ovarienne chez la souris (Zhang 

2009). Le S1P ajouté au milieu de vitrification d’ovaires murins permet également une 

protection de la réserve en follicules primordiaux après la transplantation (Jee 2010, Tsai 

2013).  

Nous avons séparé nos recherches en 2 axes. Le premier axe concerne l’évaluation et 

la comparaison des effets de ces deux anti-apoptotiques, Z-VAD-FMK et S1P, ajoutés aux 

milieux de transport et de congélation de tissu ovarien ovin, sur la survie folliculaire après 

culture in vitro des fragments après décongélation. Cette culture permet d’étudier les effets 

de la congélation puisque l’intégrité tissulaire analysée directement après décongélation ne 

reflète pas réellement l’état tissulaire, et ce sans faire intervenir la transplantation (Keros 

2009, Maffei 2013, Sanfilippo 2013). 

Le deuxième axe vise à étudier in vitro l’effet protecteur du Z-VAD-FMK sur des 

cultures de 3 lignées différentes de cellules de la granulosa (GC1a, HGL5 et COV434), dans 

des conditions pouvant induire une mort cellulaire. Pour améliorer la survie folliculaire lors 

de la cryopréservation ovarienne, il est primordial d’avoir un effet protecteur sur l’entièreté 
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du follicule afin de conserver l’ovocyte ainsi que les cellules folliculaires. Les cellules 

folliculaires de la granulosa, qui entourent l’ovocyte, jouent un rôle indispensable dans le 

développement et la maturation folliculaire. En condition d’hypoxie, les cellules de la 

granulosa peuvent accroître leur synthèse de VEGF (Koos 1995), indispensable pour 

réduire la période hypoxique suivant la réimplantation de fragments de cortex ovarien après 

cryopréservation. Il a par ailleurs été démontré que les cellules de la granulosa, plus que les 

ovocytes, sont affectées par les processus de congélation/décongélation (Siebzehnrubl 

2000). Etant donné la difficulté d’approvisionnement ainsi que la durée de vie limitée des 

cultures primaires de cellules de la granulosa, des lignées cellulaires humaines de la 

granulosa ont été développées pour faciliter la recherche (Havelock 2004). 

3.2. Addition d’anti-apoptotiques lors du processus de 
cryopréservation 

Publication n° 5 

"Supplementation of transport and freezing media with anti-apoptotic drugs improves ovarian 

cortex survival." 

Henry L, Fransolet M, Labied S, Blacher S, Masereel MC, Foidart JM, Noel A, Nisolle M and 

Munaut C. 

J Ovarian Res. 2016;9(1):4. doi: 10.1186/s13048-016-0216-0. 

3.2.1. Résumé des résultats 

Lors de l’évaluation de la densité folliculaire du tissu mis en culture, nous avons 

observé une chute progressive de la densité en follicules primordiaux au cours du temps. 

Nous avons démontré que l’ajout de Z-VAD-FMK permet de réduire significativement la 

perte de follicules primordiaux par rapport au contrôle, avec une densité folliculaire qui se 

maintient jusqu’à 6 jours de culture. 

Nous avons analysé la qualité folliculaire en nous basant sur l’analyse de la 

morphologie des follicules primordiaux et de la prolifération des cellules de la granulosa. 

Nous avons observé que l’ajout de S1P permet de limiter la diminution de la densité des 

follicules morphologiquement normaux par rapport au groupe contrôle, dans le tissu frais 

ainsi qu’après 2 jours de culture. Les effets du Z-VAD-FMK semblent se refléter plus 

tardivement avec, après 6 jours de culture, une densité en follicules morphologiquement 

normaux plus élevée que dans le groupe contrôle. Cette amélioration de la qualité folliculaire 

a été constatée avec l’étude de la prolifération des cellules de la granulosa puisque le S1P 
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augmente leur nombre après 2 jours de culture et le Z-VAD-FMK après 6 jours. 

Nous avons également analysé la prolifération cellulaire globale au sein du tissu 

(cellules stromales et cellules folliculaires) qui reflète la qualité et la survie tissulaire après la 

congélation. Nous avons mis en évidence que cette prolifération n’est pas modifiée par 

rapport au contrôle avec l’ajout de S1P mais est améliorée, tant après 2 jours que 6 jours, 

par l'adjonction de Z-VAD-FMK. 

3.2.2. Discussion 

Une des limitations de la cryopréservation ovarienne est la déplétion folliculaire 

importante liée à la cryopréservation et à la transplantation des fragments ovariens, 

aboutissant à une durée de vie réduite des greffons. Ce phénomène est lié au nombre de 

follicules primordiaux présents au sein du fragment et aux nombres de cycles ovulatoires 

possibles qui en découlent. La congélation des fragments est à l’origine d’une partie de cette 

perte folliculaire, et est en partie due à l’activation de l’apoptose (Liu 2002, Rimon 2005). 

Chez l’homme, l’utilisation de molécules anti-apoptotiques au niveau du site de 

transplantation est difficile et, surtout limitée éthiquement chez des patients au contexte 

néoplasique. Nous avons dès lors décidé de traiter les fragments ovariens uniquement ex 

vivo, lors du transport, de la préparation et de la congélation du cortex ovarien. Nous avons 

utilisé un système de culture in vitro jusqu’à 6 jours afin de pouvoir évaluer le tissu ainsi que 

l’intégrité et la viabilité folliculaire. En effet, l’analyse du fragment directement après sa 

décongélation ne permet pas d’évaluer l’état réel du tissu. 

Nos résultats confirment l’effet cryoprotecteur du Z-VAD-FMK déjà obtenu lors de son 

utilisation dans les milieux de congélation d’ovaires murins, d’embryons porcins et d’autres 

types cellulaires (Stroh 2002, Men 2006, Zhang 2009). Néanmoins, notre étude a 

l’avantage, par rapport à ces dernières, de concerner une espèce plus proche de l’homme, 

la brebis. Nous confirmons également l’effet bénéfique, bien que dans une moindre mesure 

que pour le Z-VAD-FMK, du lipide bioactif S1P dont l’effet est controversé dans la littérature.  
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3.3. Etude d’un anti-apoptotique sur des lignées de cellules 
de la granulosa  

Publication n° 6 

« In vitro evaluation of the anti-apoptotic drug Z-VAD-FMK on human ovarian granulosa cell 

lines for further use in ovarian tissue transplantation » 

Fransolet M, Henry L, Labied S, Noel A, Nisolle M and Munaut C.  

J Assist Reprod Genet. 2015. doi:10.1007/s10815-015-0536-9. 

3.3.1. Résumé des résultats 

Nous avons mis en évidence, par notre étude de l’activité métabolique et des analyses 

FACS en conditions normoxiques, que le Z-VAD-FMK protège les cellules de la granulosa 

contre l’apoptose induite par l’étoposide, un inhibiteur des topoisomérases de type II. 

Lorsque les cellules sont exposées à une hypoxie et à une carence en sérum, afin de mimer 

les conditions in vivo de post-transplantation, leur activité métabolique est réduite mais le Z-

VAD-FMK n’a pas démontré d’effet protecteur car nous n’avons pas mis en évidence 

d’apoptose cellulaire dans notre modèle d’hypoxie. 

3.3.2. Discussion  

Dans cette étude, nous avons pu mettre en évidence que le Z-VAD-FMK est capable 

de prévenir l’apoptose induite par l’étoposide dans les 3 lignées de cellules de la granulosa. 

Lorsque nous avons étudié les voies de signalisation de l’apoptose, nous n’avons pas mis 

en évidence de modulation de ces voies en condition d’hypoxie et de carence en sérum. Les 

cellules n’ont pas été sensibles à ces conditions de culture. En effet, en FACS, seules les 

HGL5 ont été sensibles à ces conditions avec un taux de cellules viables plus faible. Par 

conséquent, le modèle d’ischémie tissulaire que nous avons utilisé in vitro n’est pas adéquat 

et ne peut nous permettre de prédire l’effet du Z-VAD-FMK in vivo. Le faible taux de mort 

cellulaire observé pourrait être lié au développement d’une forte résistance au stress, 

consécutive aux modifications subies par les cellules de la granulosa pour les immortaliser 

(Rainey 1994). Nous avons vérifié cette hypothèse en observant que seules les cellules où 

le p53, facteur clé de la stabilité génomique, n’était pas détecté (à savoir dans les HGL5) ont 

une sensibilité à l’ischémie entrainant une apoptose. Les différentes lignées ne répondent 

pas de la même manière au stress, ce qui est expliqué par leurs propriétés propres. Une 

culture primaire de cellules de la granulosa serait donc un modèle plus adapté que ces 

lignées cellulaires, pour étudier les effets de l’hypoxie et par conséquent l’effet protecteur du 
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Z-VAD-FMK. 

En outre, nous avons mis en évidence une mort cellulaire dans la lignée HGL5 dans 

notre modèle d’ischémie alors qu’il n’y avait pas d’activation de l’apoptose, suggérant qu’un 

autre type de mort cellulaire serait impliqué. Il pourrait s’agir d’autophagie, processus par 

lequel la cellule dégrade une partie de son cytoplasme, des protéines ou organelles 

dysfonctionnelles ou non nécessaires, par ses propres lysosomes. Il s’agit d’un processus 

qui a déjà été mis en évidence en cas de carence, afin de promouvoir la survie cellulaire en 

attendant le réapprovisionnement en nutriments mais ce processus peut aboutir à la mort 

cellulaire si le support nutritionnel n’est pas restauré (Maiuri 2007). Par conséquent, il 

faudrait explorer le rôle de l’autophagie et des différents mécanismes de mort cellulaire dans 

la perte folliculaire liée à la transplantation de fragments de cortex ovarien afin d’en 

améliorer la technique. 

En conclusion, le modèle d’ischémie cellulaire utilisé dans notre étude n’a pas pu 

induire la mort des cellules de la granulosa. Par conséquent, l’effet protecteur du Z-VAD-

FMK in vitro sur la survie des cellules de la granulosa n’a pu être mis en évidence. 
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