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1. Stimulation de l’angiogenèse et lutte contre l’hypoxie 
tissulaire post-transplantation 

Publication n° 1 

« Isoform 165 of vascular endothelial growth factor in collagen matrix improves ovine 

cryopreserved ovarian tissue revascularisation after xenotransplantation in mice »  

Henry L, Labied S, Fransolet M, Kirschvink N, Blacher S, Noel A, Foidart JM, Nisolle M and 

Munaut C. 

Reprod Biol Endocrinol. 2015;13:12. doi:10.1186/s12958-015-0015-2. 

 
Publication n° 2 

« Isoform 111 of vascular endothelial growth factor (VEGF111) improves angiogenesis of 

ovarian tissue xenotransplantation » 

Labied S, Delforge Y, Munaut C, Blacher S, Colige A, Delcombel R, Henry L, Fransolet M, 

Jouan C, Perrier d’Hauterive S, Noel A, Nisolle M and Foidart JM. 

Transplantation. 2013;95(3):426-33. doi:10.1097/TP.0b013e318279965c. 

 

1.1. Introduction 

La cryopréservation ovarienne est une technique prometteuse de préservation de la 

fertilité pour les jeunes patientes devant bénéficier d’un traitement gonadotoxique. 

Néanmoins, cette technique nécessite d’être encore améliorée. En effet, une perte 

folliculaire massive est observée lors de la cryopréservation et de la réimplantation du tissu 

(Baird 1999, Nisolle 2000). Les limitations les plus importantes observées lors de la 

transplantation des fragments de cortex ovarien sont l’ischémie tissulaire et les lésions de 

reperfusion observées après la réimplantation (Nugent 1998, Martinez-Madrid 2009). Etant 

avasculaire, une hypoxie transitoire de 5 jours est effectivement observée après la 

transplantation (Van Eyck 2009, David 2012). 

Afin d’augmenter la survie folliculaire et la qualité du transplant, l’amélioration de la 

revascularisation de ce dernier est par conséquent une nécessité. Certains facteurs pro-

angiogènes ont dès lors été étudiés, tels que le S1P (Soleimani 2011), l’érythropoïétine 

(Commin 2012), le PRP (platelet-rich plasma) (Callejo 2013) et le VEGF. Ce dernier étant 

connu comme un facteur pro-angiogène majeur. 
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L’objectif de ces recherches était de réduire la période hypoxique sous l’effet du 

VEGF. Nous avons étudié deux isoformes de ce dernier, le VEGF165, dans notre Publication 

n° 1 et le VEGF111 dans notre Publication n° 2, dans un modèle innovant de xénogreffe. 

Ceux-ci ont été choisis en fonction de leurs différentes caractéristiques. Le VEGF165 a la 

propriété d’être lié à la MEC alors que le VEGF111 est diffusible et surtout résistant à la 

protéolyse (Mineur 2007). Nous avons développé un nouveau modèle de xénogreffe de 

tissu ovarien ovin, chez des souris immunodéprimées de type SCID, dans lequel le VEGF 

est incorporé dans une matrice de collagène, coulée autour du fragment de cortex ovarien à 

transplanter. Cette matrice étant biodégradable, elle permet une libération progressive du 

principe actif après la transplantation avec un effet vraiment localisé au sein du site de 

greffe, et est progressivement éliminée par l’organisme. 

1.2. Résumé des résultats 

Dans ces études, nous avons analysé la revascularisation du transplant après 3 jours 

ou 3 semaines de réimplantation et ce, grâce à une injection intraveineuse (IV) de dextran- 

fluorescein isothiocyanate (Dextran-FITC) avant le sacrifice des souris. 

En présence de VEGF111 ou de VEGF165, nous avons pu mettre en évidence un 

nombre plus important de fragments contenant des vaisseaux fonctionnels déjà 3 jours 

après la transplantation. La densité de ces vaisseaux fonctionnels est également supérieure 

dans les groupes traités par rapport aux groupes contrôles. Cette amélioration de la 

reperfusion des fragments après 3 jours de greffe a été confirmée dans notre étude sur le 

VEGF111 par un dosage d’hémoglobine au sein des fragments. La maturation des vaisseaux 

fonctionnels a été étudiée dans notre étude sur le VEGF165 grâce à un double marquage 

anti-FITC et anti-αSMA (smooth muscle actin de type α) et nous avons observé que la 

moitié des transplants revascularisés dans le groupe traité présentent la double positivité 

(FITC/αSMA) tandis que celle-ci n’est observée dans aucun fragment du groupe contrôle. 

Cette double positivité reflète l’anastomose des deux réseaux vasculaires, murin et ovin, qui 

a lieu après la transplantation et ce de façon plus précoce avec le VEGF165.  

Dans nos deux études, nous avons pu mettre en évidence la colonisation du tissu ovin 

par les vaisseaux de l’hôte, marqués par un anticorps anti-CD31 spécifique murin. Le 

nombre de fragments contenant ces vaisseaux 3 jours après la greffe est plus important 

dans les groupes traités mais sans différence significative de densité entre les 2 groupes. 

Cependant, 3 semaines après la transplantation, nous avons observé une densité 

significativement plus élevée de vaisseaux murins dans le groupe traité que dans le groupe 
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contrôle.  

Nous avons également étudié la prolifération cellulaire sous l’effet du VEGF111 et 

observé que le pourcentage de vaisseaux en prolifération, 3 jours après la greffe, est plus 

élevé dans le groupe traité que dans le groupe contrôle. 

L’analyse de la densité folliculaire nous a permis de mettre en évidence une déplétion 

folliculaire importante liée à la transplantation, par rapport à du tissu congelé-décongelé 

mais non transplanté. Néanmoins, nous avons pu observer que le VEGF111 limite la perte de 

follicules primaires, lorsque la densité folliculaire est évaluée 3 semaines après la 

transplantation. Cette tendance n’a pas été retrouvée dans notre étude sur le VEGF165. 

1.3. Discussion   

Dans ces études, nous avons mis au point un nouveau système de xéno-

transplantation de tissu cryopréservé. Ce dernier consiste en l’enrobage du tissu décongelé 

dans une matrice de collagène contenant le principe actif à étudier. Cette matrice permet 

une libération progressive de la molécule testée au fur et à mesure de sa dégradation, dans 

les jours suivant la transplantation. Ceci permet d’avoir un effet local optimal de l’agent 

utilisé au niveau du site de transplantation, en limitant la diffusion systémique. Nous avons 

choisi d’étudier le VEGF, un facteur angiogénique puissant. D’autres équipes ont étudié du 

VEGF sur le tissu ovarien dans différentes matrices, telles que l’alginate (Kedem 2005) ou la 

fibrine (Shikanov 2011, Friedman 2012). Nos résultats confirment ceux obtenus avec ces 

différents modèles en terme d’amélioration de l’angiogenèse. 

En effet, nos résultats suggèrent que le VEGF améliore l’angiogenèse dans les 

transplants de cortex ovarien et ce, dès le 3ème jour post-transplantation, en augmentant le 

nombre de vaisseaux fonctionnels mais également le nombre de vaisseaux fonctionnels 

matures. Cette revascularisation plus rapide des transplants représente un résultat très 

important étant donné que la perte folliculaire massive observée après cryopréservation 

ovarienne est directement liée à l’hypoxie tissulaire post-transplantation (Aubard 1999, Baird 

1999, Aubard 2003, Liu 2008) et est en partie associée à une fibrose tissulaire (Kim 2002), 

celle-ci étant majoritairement liée à la congélation et non à la transplantation (Nisolle 2000). 

Dans nos travaux, nous avons observé que malgré l’amélioration de la revascularisation des 

greffons sous VEGF165, la surface de tissu fibrosé reste identique au groupe contrôle. La 

fibrose est un phénomène irréversible, ayant débuté au cours de la congélation et, par 

conséquent, l’ajout du facteur angiogénique lors de la transplantation ne l’a pas améliorée. 
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Nous avons également pu confirmer la double origine de la revascularisation tissulaire 

3 jours après la greffe, à savoir une néo-angiogenèse au sein du fragment mais également 

une colonisation par les vaisseaux hôtes, comme cela avait été précédemment décrit (Van 

Eyck 2010).  

Nous avons confirmé que la transplantation de fragments de cortex ovarien congelés-

décongelés est associée à une déplétion folliculaire significative. Nous n’avons pas pu 

démontrer un bénéfice du VEGF165 sur la densité et la morphologie folliculaire. Néanmoins, 

nous avons pu mettre en évidence un effet bénéfique du VEGF111 sur la perte de follicules 

primaires. Cette différence de résultat entre les 2 isoformes du VEGF semble être liée à la 

différence de méthode de quantification folliculaire utilisée. Afin d’étayer nos propos, nous 

avons développé entre ces 2 publications, une méthodologie nous permettant de limiter 

l’impact de l’hétérogénéité folliculaire au sein du cortex ovarien (voir Publication n°3). 

Un des facteurs importants dans l’efficacité des traitements est la voie d’administration 

des molécules étudiées et éventuellement leurs associations. En effet, une amélioration de 

la survie des follicules primordiaux a pu être observée lors d’un traitement par injections 

intra-péritonéales et en association avec du granulocyte-colony stimulating factor (GCSF) 

(Skaznik-Wikiel 2011). Un impact sur l’apoptose cellulaire avait également été mis en 

évidence après utilisation de VEGF couplé à du bFGF utilisé en solution d’incubation du 

fragment préalablement à la greffe mais également en injections hypodermiques après cette 

dernière (Wang 2013). Bien que ces études aient démontré des effets bénéfiques du VEGF, 

elles ont souvent utilisé un modèle de délivrance systémique du VEGF, ce qui n’est pas 

indiqué dans le cadre de l’utilisation clinique de cette molécule chez les patientes 

cancéreuses. L’avantage majeur de notre modèle est de limiter l’exposition du VEGF 

localement au site de transplantation du greffon ovarien. Il serait intéressant de pouvoir 

étudier la synergie entre les 2 isoformes du VEGF, complémentaires par leur caractéristique 

de diffusion, ancré à la matrice pour le VEGF165 et diffusible pour le VEGF111, mais 

également leur association avec d’autres facteurs pouvant améliorer la survie folliculaire, 

tels que des molécules anti-apoptotiques. 
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