Conception d'une structure nanomeétrique (scaffold) pour la greffe de follicules
ovariens afin de preserver la fertilité des patientes cancereuses.

1. INTRODUCTION
1.1. Cryopréservation et transplantation de tissu ovarien

Grace aux progres dans le domaine oncologique, I'espérance de vie des jeunes patientes
cancéreuses a fortement augmenté. Malheureusement, les traitements chimio- et radiothérapiques
peuvent causer une défaillance ovarienne précoce et une perte irréversible de la fertilité,
entrainant des effets majeurs sur leur qualité de vie a long terme.
Notre projet est centré sur le développement des techniques de cryopréservation et d'autogreffe
ovariennes
[1-4]. La greffe des fragments ovariens apres décongélation permet la restauration de la fonction
ovarienne,
endocrinienne et ovulatoire, et dans quelques cas, a permis également une restauration de la
fertilité [1].
Cependant, la perte de follicules aprés greffe, due a I'ischémie, et le risque de retransmission de la
pathologie tumorale sont des facteurs limitant I'application de cette technique a certaines
indications cliniques. En cas de transplantation de fragments corticaux ou d'ovaire entier, il existe
un risque de réimplanter des cellules malignes, et plus particuliérement dans les leucemies et les
cancers du sein. C'est pourquoi, il est essentiel de développer des techniques alternatives a la
transplantation de tissu ovarien cortical. La transplantation de follicules ovariens isolés constitue
une alternative prometteuse pour ces patientes [5].

1.2. Isolement et greffe de follicules ovariens humains : premiers résultats

Cette approche a permis la restauration de la fertilité chez la souris [6] et les protocoles
d'isolement
enzymatique et de récupeération de follicules humains que nous avons optimalisés permettent
désormais de
I'envisager chez I'numain [5, 7]. Nos travaux récents ont demontré que les follicules humains pre-
antraux sont capables de croitre apres xénogreffe chez la souris et de se développer jusqu'au stade
antral cing mois post-transplantation, aprés stimulation par la FSH [8, 9]. Lorsque les follicules
inclus dans un caillot
plasmatique sont transplantés au niveau de la bourse ovarienne murine, on observe la reformation
d'une structure de type stromal avec une organisation cellulaire et une vascularisation similaires a
celle d'un ovaire normal qui semblent fournir le support indispensable au développement
folliculaire [9].

Ce modele de greffe présente cependant certains désavantages limitant I'application de cette
approche novatrice: la technique de greffe du caillot plasmatique est peu reproductible, le caillot
est difficile a manipuler, les concentrations €levees de sérum sont cytotoxiques et lI'absence de
certains facteurs essentiels a la régulation de la folliculogénese semble entrainer une déplétion
prématurée du pool folliculaire [8]. La conception par «electrospinning» d'une structure
nanométrique («scaffolds») stimulant et régulant la reconstruction du tissu ovarien devrait
permettre de pallier ces inconvénients.

1.3. Electrospinning de nanofibres et scaffold de reconstruction tissulaire




L™electrospinning” est une méthode simple, efficace et relativement peu colteuse pour
produire des fibres
polymériques dont le diametre se situe dans le domaine de quelques nano- a quelques
micromeétres en utilisant un jet de polymere, fondu ou en solution, induit par un champ électrique
[10,11,12]. Il en résulte un dépdt de fibres ultrafines (nano) sous forme de structure non tissée de
large surface, présentant une porosité élevée, des capacités d'absorption importantes et une
surface trés plane.
Jusqu'a présent, des méso- et nanofibres ont été produites de cette facon a partir d'un grand
nombre de
matériaux, incluant des polymeres conventionnels [10, 12, 13], des polyméres de fibres textiles
[14], des
polymeres biodégradables et biocompatibles [15], des protéines [16], des peptides [17], etc. Il est
également possible d'incorporer des composés magnétiques, optiques ou biologiques dans la
matrice polymerique pour créer des nanofibres multifonctionnelles. Des nanoparticules peuvent
étre ajoutées aux solutions destinées a I' "electrospinning” pour produire des nanofibres
fonctionnalisees [18-23].

Il'y a un potentiel énorme dans l'utilisation de nanofibres produites par « electrospinning »
(p.ex. a partir de fibrinogene) pour developper des échafaudages (« scaffold») nanométriques
stimulant et dirigeant la reconstruction de tissus et d'organes [24-29]. Les propriétés intrinséques
biologiques et mécaniques de ces échafaudages en font d'excellents candidats pour des
applications sur tissus souples qui demandent un haut degré d'extensibilité. Les « feutres » non-
tissés de nanofibres obtenus par "electrospinning” sont bien connus pour leurs structures poreuses
larges et interconnectées. Ils représentent donc une classe de matériaux bien adaptés pour mimer
les matrices extracellulaires, ce qui constitue un atout important dans le support a la
reconstruction tissulaire.

1. OBJECTIFS

L'objectif de ce projet est de développer une matrice pour la greffe de follicules humains
isolés reproduisant l'environnement ovarien et fournissant les facteurs indispensables au
développement folliculaire jusqu'au stade ovulatoire. Cette structure devrait permettre de
regreffer des follicules isolés chez des patientes afin de restaurer leur fertilité aprés guérison du
cancer. Ce concept appuyé par les travaux de notre laboratoire a fait I’objet d’une déclaration
d’invention.

2. STRATEGIE EXPERIMENTALE

Plus spécifiquement, ce projet impliquera le développement d'un « scaffold » qui
constituera une matrice pour la greffe des follicules mais également un substitut temporaire de la
matrice extracellulaire ovarienne native, essentielle a la survie et la croissance folliculaire.

Un defi crucial dans la conception des scaffolds sera de simuler autant que possible la
fonctionnalité de la

matrice extra-cellulaire (ECM) du tissu naturel. Les cellules sont sensibles a la topographie et a la
composition chimique de I'ECM. Une matrice idéale devrait fournir une base adhésive adéquate
pour les interactions cellule-matrice. Afin de doter le scaffold de sites d'adhésions, sa surface sera
fonctionnalisee par le greffage de molécules biologiques favorisant cette adhésion : laminine,
fibronectine, fibrinogene, collagéne, gélatine ou chitosane. Des facteurs solubles paracrines sont



également requis pour contrdler le développement du follicule et lui permettre une adaptation
phénotypique adequate aux modifications de son environnement tissulaire en modulant
I'angiogeneése, le recrutement cellulaire, la production d'ECM, la différenciation et la prolifération
cellulaire. A cette fin, des nanofibres libérant des cytokines/chémokines/ facteurs de croissance
seront congues et incorporées au scaffold.

Les ECMs, membranes basales et leurs pores interconnectés sont de dimensions nanométriques.
Le choix de la technique d'electrospinning en tant que méthode aisée et versatile pour obtenir des
scaffolds constitués de nanofibres est dicté par cette constatation. Cette technique permet en effet
de réaliser un scaffolfd "sur mesure" en faisant varier quelques-uns des principaux parameétres
matriciels: porosité, distribution des dimensions des pores, leur orientation et leur
interconnectivité, affectant ainsi la distribution cellulaire et le transport de tous les facteurs
solubles qui leur sont destinés ou qui en sont issus.

Enfin, le follicule, au cours de son développement, subit une croissance considérable et le
scaffold devra

accommoder ces changements dimensionnels importants tout en maintenant un support
mécanique minimal. Cette contrainte nécessite un scaffold de structure « évolutive », qui sera
obtenu par un mélange de nanofibres de natures différentes. Une solution envisagée est
I'incorporation de nanofibres constituees de polymeres & degradation rapide, qui induiront une
augmentation progressive de la taille des pores. Durant le processus d'electrospinning, ces
nanofibres seront intimement mélées a un second type de nanofibres constituées de polymeres a
dégradation lente, qui fourniront le support mécanique stable au follicule.

Le réseau de nanofibres mélangées sera formaté en scaffolds de dimensions adaptées a
I'implantation et lui conférera une porosité et une interconnectivité optimale. L'efficacité des
scaffolds sera estimée sur base du développement folliculaire, des phénoménes cellulaires et
tissulaires signant l'adaptation du microenvironnement du follicule implanté et, finalement des
réponses obtenues in vivo.

4. REALISATION DU PROJET

4.1.Contexte général

Le laboratoire de gynécologie de I’'UCL (Unité GYNE) constitue un environnement idéal
pour la réalisation de ce projet : il est proche de la clinique tout en disposant de I’infrastructure
indispensable a la culture cellulaire, I’histologie, la microscopie, I’analyse d’image et la biologie
moléculaire. De plus, nous bénéficions de I’expertise des laboratoires voisins dont, en particulier,
le laboratoire d’Anatomopathologie clinique de I'UCL (Prof. Rahier et Prof. Marbaix) pour
I’analyse histologique et de microscopie électronique, le laboratoire du Prof. Courtoy pour la
microscopie confocale. Au laboratoire, nous travaillons en équipe pluridisciplinaire
(gynéecologue, vétérinaire, biochimiste et biologiste), en étroite collaboration avec I’équipe de
cliniciens des services de gynécologie, d’hématologie et d’oncologie des Cliniques Saint-Luc.

4.2 Démarche expérimentale

Le développement du "scaffold" impliquera trois phases visant a (1) sélectionner le type de
polymere en fonction de sa dégradabilité et de sa biocompatibilité (2) évaluer sa bioactivité aprés
greffe a long terme et (3) optimaliser sa fonctionnalité par I'inclusion d'agents régulateurs.

4.2.1.Sélection des composants du scaffold




a. Cinétique de dégradation. Au cours de cette premiére phase, les polyméres constituants
le scaffold seront sélectionnés et leur structure et taille seront définies en fonction de leur
cinétique de degradation. Dans cette optique, différents types d’homopolymeres seront évalués
ainsi que leurs copolymeres dérivés (par exemple les polylactide-co-glycolide a cinétique de
dégradation ajustable). Les scaffolds seront produits et formatés par le centre d’étude et de
recherche sur les macromolécules (CERM, Liege). L'élaboration du scaffold devra tenir compte
de la complexité structurelle de la matrice extra-cellulaire native et permettre I'adhésion cellules-
matrice et les interactions cellulaires [16, 17]. La cinétique de dégradation du scaffold sera
d'abord caractérisée in vitro par I'évaluation de son poids, son épaisseur et sa morphostructure.
L'influence de la dégradation sur le pH environnant sera également mesurée.

b. Biocompatibilité du scaffold avec les follicules isolés et avec I’hdte .L'organisation des
follicules au sein du scaffold et leur compatibilité avec la matrice polymérique sera d'abord
évaluée in vitro. Les follicules humains inclus dans le scaffold seront mis en culture pendant 7
jours. Pour cela, les follicules seront isolés et récupérés a partir de tissu ovarien humain
cryopréservé selon le protocole standard du laboratoire GYNE. Le protocole de culture des
follicules isolés que nous venons de développer sera appliqué pour la mise en culture du scaffold.
L'adhésion des follicules au sein du scaffold pourrait si necessaire étre optimalisée par l'inclusion
dans les fibres du scaffold de molécules d'adhésion telles que le chitosan, la laminine ou la
gelatine. Les critéres d'évaluation classique de viabilité et d'intégrité folliculaires seront utilisés:
I'nistologie, I'apoptose (marquage TUNEL et caspase 3), la prolifération cellulaire (marquage Ki-
67) et la viabilité.

Pour évaluer la biocompatibilité du scaffold avec I’h6te, nous utiliserons un modele
expéerimental de greffe du au niveau de lI'ovaire de mouton. Le modéle mouton a été choisi étant
donné les similitudes entre l'ovaire ovin et humain du point de vue de la taille et de la
composition du stroma [30, 31]. Le scaffold contenant les follicules humains sera greffé au
niveau de I’ovaire ovin selon le protocole opératoire appliqué en clinique pour la greffe de cortex
ovarien [4]. Un traitement immunosuppresseur a la cyclosporine sera appliqué afin de permettre
la greffe du tissu humain. La tolérance de I'hdte vis-a-vis du scaffold greffé sera évaluée par la
détection des cellules inflammatoires au sein du greffon et le dosage du fibrinogéne sanguin.

4.2. 2. Evaluation de la fonctionnalité du scaffold incluant les follicules isolés

Apres avoir sélectionné un scaffold biodégradable et biocompatible, nous analyserons sa
fonctionnalité apres greffe pour une période de 6 mois. Les parameétres suivants seront évalués: la
population folliculaire (distribution des follicules selon leur stade), la croissance folliculaire
(prolifération cellulaire), I'apoptose et la population stromale (nombre et répartition des cellules).
Nous examinerons également si le degré d'inflammation et de vascularisation sont corrélés [32].
La
néovascularisation sera caracterisée par I'immunomarquage du VEGF, du CD34 et de 'ASMA et
par l'analyse morphométrique du réseau vasculaire. Ces expériences de greffe permettront
également d'éprouver la plasticité du scaffold au cours de la croissance folliculaire et sa cinétique
de dégradation in vivo. Il sera essentiel d'obtenir une bonne corrélation entre la cinétique de
dégradation (et/ou I'élasticité du scaffold) et le développement folliculaire.

4.2.3. Optimalisation de la fonctionnalité du scaffold incluant les follicules isolés

Les 2 premieres éetapes devraient permettre I'élaboration d'un modele de scaffold intégrant
une architecture tridimensionnelle de nanofibres avec des propriétés de surface adhésives servant
de matrice a la greffe de follicules isolés et permettant la formation d'une structure tissulaire




ovarienne fonctionnelle. L'étape suivante consistera a optimaliser la fonctionnalité de cette
structure par une meilleure coordination de la folliculogenese et un meilleur contréle de la
revascularisation.

La fonctionnalité du scaffold pourra étre ameliorée par l'inclusion de molécules bioactives dans
les nanofibres régulant la folliculogenése positivement (tels que l'insuline, les « bone
morphogenetic protein 4 et 7 », le growth differentiation factor 9) ou négativement (telle que
I'hnormone anti-Miillerienne) [33] ainsi que de facteurs protecteurs du stress ischémique (tels que
I'acide ascorbique, la vitamine E ou la pentoxifylline) et inducteurs de la néovascularisation, (tels
que le facteur de croissance vasculaire endothélial, I'angiopoiétine et le «platelet derived growth
factor»).

5. PERSPECTIVES ET IMPLICATIONS POTENTIELLES POUR L’ONCOLOGIE
CLINIQUE

Nos travaux de recherche auront un impact majeur sur la qualité de vie des jeunes patientes

ménopausees ou infertiles suite a un traitement chimio et/ou radiothérapique. Il est important de
souligner que chez la femme la préservation de la fertilité aprés traitement anti-cancéreux est
encore en phase de développement expéerimental, tandis que chez I’lhomme, la congélation de
sperme avant chemiothérapie est appliquée en routine.
Les résultats prometteurs obtenus par notre équipe dans le domaine de la cryopréservation et de la
greffe du tissu ovarien démontrent I’applicabilité de cette approche en clinique, donnant un
immense espoir aux patientes. Pouvoir procréer et maintenir une production hormonale naturelle
ont un impact psychologique majeur pour ces patientes. Ces techniques demeurent cependant
expéerimentales et ne peuvent étre appliquées pour toutes les pathologies. En particulier, la
réimplantation de tissu ovarien ne peut étre envisagée lorsqu’ il existe un risque de présence de
cellules cancéreuses dans le tissu ovarien. Ce projet interdisciplinaire visant a développer un
scaffold pour greffer des follicules isolés ouvre de nouvelles perspectives pour préserver la
fertilité d’un nombre croissant d’adolescentes et de jeunes patientes cancéreuses.
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