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INTRODUCTION

Le cancer du sein, avec 2,3 millions de nouveaux cas dans le monde en 2018, dont 7 a 10%
chez les femmes jeunes, se situe au premier rang des cancers chez la femme en age de procréer
[1][2]. Grace aux progres thérapeutiques, la survie a cinq ans apres un cancer du sein dans cette
population étant de 90%, la fertilité apres le traitement apparait comme un enjeu majeur dans
leur plan personnalisé de soin (PPS) [3]. En effet les études VICAN 2 et VICAN 5 ont rapporté
I’existence d’un projet parental chez 37,5% des femmes agées de moins de 40 ans au moment
du diagnostic, 24,1% et 56% auront respectivement un projet parental dans les deux et cinq ans

suivant I’annonce du diagnostic [4] [5].

Les traitements recus lors de la chimiothérapie, comprenant généralement des
anthracyclines associées a du cyclophosphamide puis des taxanes, sont gonadotoxiques et
entrainent une diminution importante du taux d’AMH [6]. L’AMH est secrétée par les cellules
de la granulosa des follicules pré - antraux et antraux. Elle est considérée comme le marqueur
de la réserve ovarienne en follicules primordiaux le plus spécifique, précis, reproductible et non
invasif [7]. Son taux est fortement corrélé au compte des follicules [8][7]. De plus I’AMH a été
identifiée comme un indicateur en temps réel de la déplétion et de la récupération folliculaire
chez les femmes atteintes d’un cancer lors du traitement par chimiothérapie [7][9]. L’AMH
sérique reste significativement diminuée dans les un a deux ans qui suivent la fin de la
chimiothérapie, suggérant une altération sévere de la fonction ovarienne [10][11]. Cette

altération de la fonction ovarienne peut étre définitive dans 20% des cas [11].

La grossesse aprés un cancer du sein n’étant pas associée a une augmentation de rechute
[12], les recommandations actuelles de ’ASCO (American Society of Clinical Oncology) en
accord avec celles établies par ’ESHRE (European Society of Human Reproduction and
Embryology) préconisent de proposer une consultation d’oncofertilité aux patientes, au cours
de laquelle leur sont remises les informations concernant I’impact des traitements regus sur la
fertilité et les techniques existantes d’autoconservation de leur gametes et/ou de leur tissu
germinal [13][14]. En cas de cancer du sein dont le PPS prévoit une chimiothérapie adjuvante
apres une chirurgie complete, la stratégie de préservation de la fertilit¢ (PF) consiste
habituellement & proposer un ou plusieurs cycles de stimulation ovarienne en vue d’une
cryopréservation ovocytaire ou embryonnaire lors de I’intervalle libre entre la chirurgie et le

début de la chimiothérapie.

En cas de cancer du sein dont le PPS prévoit une chimiothérapie néo-adjuvante, c’est a dire
avant la chirurgie, la stratégie de PF ne fait pas 1’objet d’un consensus. Certaines €quipes
proposent une stimulation ovarienne bien que la tumeur soit encore en place car ils n’ont pas
observé d’augmentation de la mortalit¢ ou du risque de récidive a 5 ans [15]. Cependant,

d’autres auteurs craignent les effets d’une hyper-oestrogénie induite par la stimulation sur une



tumeur hormono-dépendante encore en place. C’est pourquoi ils associent un traitement par
anti-aromatase au protocole de stimulation dit antagoniste et démontrent 1’absence d’impact sur
le taux de survie sans rechute a 2 et 5 ans de ’utilisation de Letrozole et du Tamoxiféne chez
des femmes atteintes d’un cancer du sein. [16][15][17][18]. D’autres proposent a ces femmes
une maturation in vitro (MIV) avant le début de la chimiothérapie, qui consiste a recueillir le
complexe cumulo-ovocytaire immature de petits follicules antraux sans stimulation ovarienne
suivie d’une MIV dans des conditions de culture spécifique, néanmoins cette technique reste
trés peu utilisée [19][20]. Bien qu’une premiére naissance ait été récemment rapportée dans le
cadre d’une PF pour cancer du sein, la MIV est toujours considérée comme une technique
expérimentale dans ce contexte par les sociétés savantes [14][19]. Certaines équipes associent
dans cette indication une ovariectomie avec MIV ex vivo et cryoconservation de tissu ovarien
(CTO) [21][22]. Ou bien, seule une CTO peut étre également proposée a ces femmes pour

préserver leur fertilité.

Actuellement en France, il n'y a pas non plus de consensus concernant la PF en cas de
traitement néo-adjuvant du cancer du sein. Notre équipe propose a ces femmes 1’équivalent
d’une hémi-ovariectomie en réalisant de larges biopsies de cortex ovarien en vue d’une
cryopréservation avant le début de la chimiothérapie. La CTO est une technique de PF reconnue
comme pouvant &tre une alternative a 1’autoconservation ovocytaire tout en restant une
technique dite expérimentale [13]. Les taux de naissance apres autogreffe de tissu ovarien sont
entre 20 et 40 % et sembleraient comparables aux taux de naissance apres vitrification
ovocytaire dans le cadre du cancer, sous réserve d’un trés faible taux de réutilisation et de trés
faible nombre d’études publiées [23][24]. La CTO présente 1’avantage dans un contexte de
cancer du sein en situation néo-adjuvante de ne pas nécessiter de stimulation ovarienne et d’étre
réalisable quelle que soit la période du cycle menstruel. De plus, la CTO permet une prise en
charge rapide sans devoir différer I’initiation de la chimiothérapie néo-adjuvante. Aucune étude
a ce jour ne décrit I’impact sur la réserve ovarienne a court, moyen et long terme d’une hémi-
ovariectomie par de larges biopsies corticales. De méme, les études de cohorte de long terme
sont encore trop peu nombreuses pour définir la meilleure stratégie de PF chez les femmes

traitées pour un cancer du sein.

L’objectif de notre étude a donc été d’évaluer la balance bénéfices — risques de la PF par
CTO chez des femmes jeunes traitées par chimiothérapie néo-adjuvante pour un cancer du sein
non métastatique. Tout d’abord en évaluant les capacités de récupération spontanée de la
fonction ovarienne aprés la réalisation de larges biopsies ovariennes et la chimiothérapie, en
comparant 1’évolution du taux d’AMH dans le groupe préservé par CTO a celui du groupe non
préservé aux différents temps du suivi. Enfin, d’évaluer les possibilités de restauration de la
fertilité en cas de nécessité de réutilisation de tissu ovarien a travers le nombre de fragments

obtenus et la densité folliculaire.



MATERIEL ET METHODES

Design de 1’étude

Nous avons mené une étude rétrospective de cohorte a partir de données collectées
prospectivement dans I’observatoire de la fertilité¢ du Centre Hospitalier Régional Universitaire
(CHRU) de Lille, au sein du service de Médecine de la Reproduction et de la Préservation de
la Fertilité. La période d’inclusion s’est étendue de janvier 2015 a février 2021. Chaque femme
incluse dans cette ¢étude a signé un consentement écrit et éclairé autorisant d’une part
I’exploitation de ses données cliniques, biologiques et échographiques dans le cadre de projets
de recherche et, d’autre part, leur accord ou leur refus concernant la proposition de prélévement
ovarien en vue d’une cryoconservation avant chimiothérapie néo-adjuvante pour cancer du sein
(DC-2008-642 and CNIL DEC2015-112).

Cette étude s’inscrit dans le projet « Elle va guérir puis voudra un enfant » soutenu par la

division oncologique de I’ARS Hauts-de- France et I’association Onco Hauts-de France.

Parcours au sein de I’observatoire de la fertilité

Chaque femme a été adressée par son oncologue dans le service de préservation de la fertilité
du CHRU de Lille. Elles ont été recues en consultation d’onco-fertilité et ont bénéficié
d’informations concernant la toxicité de la chimiothérapie sur la réserve ovarienne, le risque
d’altération de la fertilité et d’insuffisance ovarienne prématurée a long terme. Depuis 2015, il
est proposé aux femmes de 35 ans et moins 1’équivalent d’une hémi-ovariectomie par de larges
biopsies corticales pour CTO avant le début de la chimiothérapie néo-adjuvante, avec
informations sur la technique chirurgicale ainsi que sur les risques de complications per - et
post-opératoire. La possibilit¢ de greffe ovarienne ultérieure pour restaurer la fertilité était
expliquée, sous réserve d’une analyse anatomopathologique, immunologique et génétique
compatible et favorable a la greffe (absence de cellule tumorale, ou mutation ou métastase).

Les femmes étaient incluses dans I’observatoire quelle que soit leur décision concernant le
prélevement ovarien. Une information concernant les consultations de suivi, les prélévements
biologiques, et la surveillance €chographique aprés traitement leur a été délivrée. Leur

consentement a été recueilli.



Population étudiée

Les critéres d’inclusion pour le prélévement ovarien en vue de CTO étaient :
- Age<35ans
AMH > 8 pmol/l

Cancer du sein non-métastatique avec indication de chimiothérapie néo-adjuvante

TEP-TDM négatif

Chaque femme préservée était ensuite appariée sur 1’age (= 3 ans; 1/1) a une femme de

I’observatoire en situation néo-adjuvante, et n’ayant pas accepté ou bénéficié¢ de PF par CTO.

Recueil de données

Les données relatives aux femmes ont été recueillies a partir de 1’observatoire de la fertilité :
I’age, 'IMC, I’existence d’un tabagisme ou non, la parité, la régularité des cycles initiaux, une
contraception hormonale au moment du diagnostic, le protocole de chimiothérapie prévu, le

statut hormonal de la tumeur, ’existence d’une mutation BRCA.

Suivi longitudinal de la fonction ovarienne avant, pendant et aprés la chimiothérapie

Chaque femme, préservée ou non bénéficiait du protocole de suivi de 1’observatoire de la
fertilité dont les modalités sont illustrées dans la figure 1. Un suivi en consultation a différents
temps était alors organisé au cours duquel des prélévements biologiques et une échographie
pelvienne étaient réalisés : Avant la premiére cure de chimiothérapie, avant la quatriéme cure
de chimiothérapie, apres la derniere cure de chimiothérapie puis a trois mois, six mois, et douze

mois post chimiothérapie (figure 1).

CFA 12M
AMH 0 AMH C6
(avant (fin de AMH +
chimiothérapie) chimiothérapie) 6Mois
AMH C3 AMH AMH +
) +3M 12M
ﬁ (apres les 3 FEC
et avant les
CFA O taxanes)

Figure 1. Les différents temps du suivi des femmes




Lors de la premicre consultation un bilan de réserve ovarienne était réalisé comprenant I’AMH,
la FSH, chez des femmes ayant interrompu leur contraception orale avant la chimiothérapie, et
le compte de follicules antraux (CFA).

Puis ’AMH était dosée lors de chaque consultation aux différents temps du suivi par le dosage
automatisé Access Dxi (B13127, Beckman Coulter®). Il est important de préciser que I’AMH
initiale dans le groupe préservé était dosée avant le prélévement de tissu ovarien.

Un suivi échographique par compte folliculaire était réalis€¢ a douze mois apres la fin de la
chimiothérapie avec un appareil d’échographie Voluson E8 Expert (General Electric Systems,
VELIZY, France) a ’aide d’une sonde intra-vaginale de 5 a 9 MHz. Chaque follicule de
diameétre compris entre 2 et 9 mm a été pris en compte.

Lors de chaque consultation, la présence ou I’absence de cycles menstruels étaient évaluée.

Prélévement et cryoconservation de tissu ovarien

L’intervention chirurgicale se déroulait au bloc opératoire, en ambulatoire, et consistait a
prélever de larges biopsies de cortex ovarien par abord coelioscopique sous anesthésie générale

[25].

Une fois prélevé au bloc opératoire, les fragments de tissu ovarien était mis dans un tube stérile
contenant un milieu de culture Leibowitz et étaient transportés rapidement jusqu’au laboratoire
dans la glace pour maintenir une température a 4°C afin de limiter I’ischémie. La médulla
ovarienne était retirée afin de ne conserver que le cortex le plus fin possible. Le cortex était
ensuite découpé sous forme de fragments (carrés ou rectangulaires) de 0.5 a 1 cm de coté, et
1 mm d’épaisseur. Chaque fragment était congelé selon un protocole de congélation lente. La
température descendait progressivement jusqu’a - 150 degrés puis immersion dans 1’azote
liquide et stockage en container cryogénique [23][26].

Toutes les lames n’avaient été lues que par un seul opérateur. Un fragment était envoyé en
analyse anatomopathologique afin d’établir la densité folliculaire et vérifier I’absence de cellule

tumorale.



Obijectif principal

L’objectif principal de notre étude était d’étudier et de comparer 1’évolution longi le
taux sériques d’AMH entre le groupe préservé et non préserve, avant pendant et j
apres la fin de la chimiothérapie (figure 1) :

- Avant le début de la chimiothérapie (temps AMHO)

- Aprés la 3% cure de chimiothérapie (temps C3)
- Apres la derniére cure de chimiothérapie (temps C6) .
- A 3 mois post chimiothérapie (temps 3M) . ~
- A 12 mois aprés la fin de la chimiothérapie (temps 12M).

Objectifs secondaires

- Analyser I’existence d’une corrélatio t%actéristiques clinico-biologiques des
femmes (age, IMC, AMH 0, CFA 0) et le ¢ gments obtenus apres le prélévement
¢ z les

- A 6 mois post chimiothérapie (temps 6M)

ovarien et la densité folliculaire.

- La récupération des cycles spontané

hémi-ovariectomie avant chimioth&‘

Q
Ca

Q

femmes ayant bénéfici¢ ou non d’une




Méthodologie statistique

Les variables quantitatives ont été exprimées en termes de moyenne + déviation standard (DS),
ou de médiane et d’intervalle interquartile [IQR]. La distribution a été vérifiée graphiquement
et par le test de Shapiro-Wilk. Les variables catégorielles ont été exprimées par la fréquence et
le pourcentage.

Les caractéristiques de base ont été comparées entre les femmes préservées et les femmes non
préservées par un test du Chi-deux (ou par un test exact de Fisher) pour les variables
catégorielles ; par un test t de Student ou un test U de Mann-Whitney pour les variables
quantitatives, en fonction de leur distribution.

L’¢évolution du taux d’AMH a été comparée (apres une transformation en log des valeurs
d’AMH) entre les femmes préservées et non préservées par un modele linéaire mixte (modéle
a covariance pattern non structuré) pour tenir compte de la corrélation entre les mesures répétées
d’une méme femme. Le temps, le groupe et I'interaction temps*groupe ont été considérés
comme des effets fixes. En cas d’interaction significative, des comparaisons post hoc intra
groupe (entre la fin de la chimiothérapie et chaque mesure post chimiothérapie) et inter groupe
(delta entre la fin de la chimiothérapie et chaque mesure post chimiothérapie) ont été réalisées.
Pour circonscrire le probléme des valeurs manquantes dans le suivi une analyse par imputation
multiple a été réalisée. Les données manquantes ont ét¢ imputées sous 1’hypothése « missing at
random » en utilisant la méthode des équations chainées avec m=20 imputations. Les variables
quantitatives ont ét¢ imputées par la méthode « predictive mean matching method » et les
variables qualitatives par des modeles de régression logistique (binomial, ordinale ou
multinomial selon le nombre et ordre des modalités). La procédure d’imputation a été réalisée
en utilisant les caractéristiques de baseline et les outcomes. Les estimations obtenues dans
chaque jeu de données imputé ont été¢ combinés a I’aide des régles de Rubin.

Les liens entre ’AMH de base et le nombre de fragments congelés et la densité folliculaire ont
été étudiés par un coefficient de corrélation de Spearman.

Le niveau de significativité a été fixé a 5%. Les analyses statistiques ont été effectuées a 1’aide

du logiciel SAS (SAS Institute version 9.4).



RESULTATS

Population étudiée

Le diagramme de flux est présenté dans la figure 2 ci-dessous.

Diagramme de Flux — Proposition de Préservation de la fertilité

79 Femmes adressées pour PF
avant chimiothérapie néo-adjuvante

6 Femmes exclues :

- 5 femmes avec AMH < 8 pmol/L
- Une femme métastatique

\ 4

73 femmes ¢éligibles

Refus 56% Accord 44%
(n=41) (n=32)

- Un pelvis adhérentiel
- Une perdue de vue

30 femmes préservées appariées sur ’age + 3 ans a 30 femmes non préservées

Figure 2. Diagramme de flux

Au total 79 femmes ont été adressées pour PF avant chimiothérapie néo-adjuvante pour cancer
du sein non métastatique. Six femmes ont été exclues car elles présentaient une insuffisance

ovarienne prématurée ou une réserve ovarienne tres altérée (< 8 pmol/l).



Une hémi-ovariectomie par de larges biopsies de cortex ovarien pour cryoconservation a été
proposée a 73 femmes : 32 femmes (44%) ont souhaité bénéficier d’une CTO, mais une seule
n’a pu €tre réalisée a cause d’un pelvis trop adhérentiel. Quarante et- une femmes ont refusé
(56%), soit parce qu’elles n’avaient plus de projet parental, soit par refus du geste chirurgical
jugé trop lourd ou trop invasif.

Une femme dans le groupe préservé a été perdue de vue et a donc été exclue des analyses
statistiques.

Au total 30 femmes ayant bénéficié d’une PF par CTO et 30 femmes non préservées ont été
inclues dans I’étude et appariées sur 1’age a plus ou moins 3 ans.

Concernant le protocole de chimiothérapie néo adjuvante, 90% (n=53) des femmes ont
bénéfici¢ d’une chimiothérapie par 3FEC100/3 Taxotére d’une durée de 18 semaines et 10%

d’une chimiothérapie par 3FEC100/4Taxotére durant 21 semaines (n=6).

Fragments et densité folliculaire obtenus chez les femmes préservées

n=30 Moyenne + Ecart type Médiane (Min - Max)
Age (ans) 29,6 + 4 31 (23 -35)
AMH TO (pmol/l) 26 +£20 23 (8,4 -102)
CFA TO 23£15 21 (3-65)
Nombre 13+5 12 (4-27)

de fragments

Densité folliculaire 2,1 £2 1,5 (0,1 = 3,7)
(follicules/mm?)

Tableau 1. Moyenne, écart type et médiane de 1’age, de ’AMH a T0, du CFA a TO, des
fragments et de la densité folliculaire. Parameétres utilisés pour 1’étude de corrélation.

Le nombre moyen de fragments était de 13 (£ 5) et la densité¢ folliculaire de 2,5 £ 2
follicules/mm?. Concernant le nombre de fragments aucune corrélation n’a été retrouvée avec
I’AMH de base, I'IMC et le CFA initial. Une tendance existait concernant I’age mais était non
significative (p = 0,06)

Une faible corrélation existait entre 1’age, I’AMH et le CFA initiaux et la densité folliculaire
mais non significative (avec respectivement p = 0,1, p = 0,3 et p =0.3). Aucune corrélation n’a

été retrouvée avec I'IMC.
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Caractéristiques des femmes préservées vs non-préservees :

Préservées Non préservées p

n= 30 n= 30
Age (ans) 31+3,9[27-32] 31,5 +£3,2 [28-34] 0,1069
IMC (kg/m?) 25 £5,3 [22- 28] 23,9+ 8,7 [21-28] 0,7717
Tabac 4 (17%) 5(25%) 0,7109
AMH 0 (pmol/l) 22,7 +23[14-38] 22,8+ 21 [12-30] 0,6065
FSH 0 (UI/) 3,55£3[2,7- 5] 4,30 + 1,8 [3-5] 0,3925
CFA O 23 £ 15[14-29] 25+ 12[15-32] 0,6046
Cycles réguliers 19 (70%) 23 (76%) 0,5899
COP 19 (70,4%) 16 (53,3%) 0,1871
Parité antérieure 16 (53%) 9 (30%)
RH positif 13 (54%) 11 (38%) 0,2372

Tableau 2. Tableau descriptif de la population étudiée.

Age, IMC, AMH 0, FSH 0 exprimés en médiane * Ecart type [1° quartile — 3% quartile]

CFA 0 exprimé en moyenne + Ecart type [1°" quartile — 3°™ quartile]

Le tableau 2 résume les caractéristiques clinico-biologiques des femmes.

Les deux groupes étaient comparables concernant 1’age, I’'IMC, le tabac, ’AMH a T0, FSH a

TO, le CFA a TO, le statut hormonal de la tumeur, la régularit¢ des cycles initiaux avant

chimiothérapie, la prise d’une contraception hormonale dans les trois mois précédent le bilan

de réserve ovarienne.

La parité était plus €élevée dans le groupe non préserve, 53% des femmes (n=16) avaient dé¢ja

un enfant contre 30% dans le groupe préservé (n=9).

La mutation BRCA 1 a été retrouvée chez neuf femmes dont deux préservées et sept non

préservées. La mutation BRCA 2 a été identifiée pour deux femmes dans le groupe non préservé

mais n’était présente chez aucune des femmes dans le groupe préservé. Elles n’ont pas toutes

souhaité le dépistage génétique, et certains résultats étaient toujours en cours lors de notre étude

concernant la recherche de ces mutations, ¢’est pourquoi I’incidence de femmes mutées dans

nos groupes n’a pu étre déterminée.
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Evolution de la fonction menstruelle au cours du suivi :

Reprise des cycles menstruels

120% , ,
B Preservées M Non preservées

100%

80%
60%
40%
- I
0%
M3 M6 M9 M12

Figure 3. Evaluation de la fonction menstruelle aux différents temps du suivi.

A six mois post chimiothérapie, plus de la moitié des femmes dans le groupe préservé et non
préservé avait retrouvé un cycle menstruel (77% dans le groupe préservé et 55% dans le groupe
non préserve).

A douze mois, 8% des femmes dans le groupe préservé contre 3% des femmes dans le groupe

non préservé étaient en aménorrhée (différence non significative avec p = 0,3).
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Evolution de ’AMH au cours du temps :

Trajectoires individuelles AMH des patientes préservées et non préservées

MO C3 Cé6 M3 M6 MI12
temps

| Chimio  ——— Préservées

Non préservées ]

Figure 4. Courbes représentant les trajectoires individuelles d’évolution de I’AMH de chaque

femme aux différents temps du suivi.

Les trajectoires individuelles de ’AMH des femmes préservées et non préservées sont
représentées par les spaghettis plots de la figure 4.

68% des femmes (n=29) dont 53% dans le groupe non préservé (n=16/30) et 43% (n=13/30)
dans le groupe préservé ont conservé une AMH toujours inférieure a 3 pmol/l durant le suivi

en post chimiothérapie.
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Evolution comparative de I’AMH entre le groupe préservé et non préservé :

Evolution de I'AMH au cours du temps

60
CHEMOTHERAPY
50
40
30 29
265‘ *
\\ *
20
129 %
10 %
1 9
1 2&_——_;1«,1’4 7
0 T |
TO c3 cé M3 M6 M12
-10
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Figure 5. Evolution comparative des valeurs d’AMH au cours du temps dans le groupe préservé
et non préserve.

* significatif (selon le modele covariance pattern non structuré)

Dans chacun des groupes, préservé ou non préservé, on a observé une chute drastique de ’AMH
entre le temps avant la chimiothérapie (TO) et le temps a la fin de la chimiothérapie (temps C6)
(-2,5 log d’AMH (IC95%, -2,8 a -2,2) pour les femmes non préservées, et -3,4 log ’AMH
(IC95%, -3,8 a -3,1) pour les femmes préservées). Cette chute était significativement plus

importante chez les femmes préservées que chez les femmes non préservées (p<0,001).

On a ensuite observé pour les deux groupes une ré-ascension partielle et lente de la fin de la
chimiothérapie jusqu’a un an apres la fin de celle-ci. En effet, a 12 mois post chimiothérapie,
les femmes n’avaient pas retrouvé leur taux d’AMH initial, il persistait une différence
significative entre le temps TO et le temps M12 : -1.8 log d’AMH (IC95%, -2,1 a -1,4) chez les
femmes non préservées, et -2,2 log d’AMH (IC95%, -2,6 a -1,8) chez les femmes préservées

(comparaison des pentes entre les 2 groupes : p=0,12).
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Néanmoins, les femmes non préservées atteignaient des valeurs d’AMH significativement plus
¢levées que celles observées a la fin de la chimiothérapie au bout de six mois post
chimiothérapie (+0,7 log d’AMH (I1C95%, +0,3 a +1,0) et cela perdurait a douze mois post
chimiothérapie (+0,7 log d’AMH (IC95%, +0,4 a +1,1). Tandis que les femmes préservées,
récupéraient dés 3 mois post chimiothérapie des valeurs d’AMH significativement plus élevées
que celles observées en fin de chimiothérapie (+0,8 log d’AMH (IC95%, +0,3 a +1,2) a 3 mois,
+0,8 log ’AMH (IC95%, +0,4 a +1,3) a 6 mois, +1.3 log d’AMH (1C95%, +0,8 a +1,7) a
12 mois). Cependant les pentes de récupération a partir de la fin de la chimiothérapie n’étaient
pas significativement différentes entre les 2 groupes (p=0,11 a 3 mois, p=0,66 a 6 mois, p=0,067
a 12 mois).

Nous avons donc distingué¢ deux phases : une phase de déplétion du temps TO jusqu’au temps
C6, puis une phase de récupération du temps C6 au temps M12, illustrées par la figure 5.

Les valeurs d’AMH n‘étaient significativement pas différentes entre les deux groupes ni
initialement (p=0,58), ni a 12 mois post chimiothérapie (p=0,061). Mais elles étaient
significativement plus basses dans le groupe préservé durant la chimiothérapie (C2 et C6) et a

3 mois et 6 mois post chimiothérapie (Tableau 3).

Groupe Préservé Groupe non préservé p

AMH 0 22,8 [11,5—-29,6] 22,7[13,5-38,0] 0,58
3,0+£0,7 3,1+0,7

AMH C2 2,210,6 -5,3] 9,5 [3,0 —20,0] 0,0017
0,7+1,2 1,8+ 1,5

AMH C6 0,5 [0,5—-0,6] 3,0 [0,6 —3,0] <0,001
-0,4+0,8 0,6+0,9

AMH M3 1,0 [0,5 —3,8] 3,0 [3,0-3,0] 0,0125
0,3+1,2 0,9+0,7

AMH M6 0,8 [0,5—-2,0] 3,0 [3,0-5,6] 0,0014
02+1,1 1,3+1,0

AMH M12 2,3[1,1-5,0] 3,0[2,3-5,6] 0,0606
0,8+1,0 1,4+1,0

Tableau 3. Comparaison des valeurs de I’AMH entre le groupe préservé et non préservé au
temps T0, C2, C6, M3, M6 et M12.

Les valeurs d’AMH sont exprimées en termes de Médiane [1¢7 Quartile — 3*™ Quartile]. Elles sont également
exprimées en termes de moyenne + écart-type apres une transformation en log (log d’AMH).
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Devenir concernant les grossesses :

Sept femmes dans le groupe non préservé ont obtenu des grossesses spontanées, dont six

naissances vivantes. Une femme a présenté une fausse couche spontanée précoce.

Trois femmes dans le groupe préservé ont également obtenu des grossesses spontanées dont

quatre naissances vivantes (une femme ayant eu deux grossesses spontanées).

A ce jour nous ne pouvons préciser le nombre de femmes ayant un projet de grossesse. Le suivi

a long terme de ces femmes sur cette thématique fait 1’objet d’une prochaine étude KSF2.

Aucune indication médicale a nécessité la greffe de tissu ovarien chez les femmes préservées.
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DISCUSSION

Cette étude confirme dans la population totale, préservée et non préservée, que I’AMH est un
marqueur en temps réel de la déplétion et de la récupération ovarienne [9] et que la perte
folliculaire induite par le protocole FEC-Taxanes est profonde, les valeurs d’AMH douze mois
aprés la fin de la chimiothérapie restant significativement plus basses que les valeurs initiales
avant la chimiothérapie, signant une phase de récupération trés partielle. De plus, 68% de
femmes gardent une courbe plate lors de la phase dite de récupération avec des valeurs d’AMH
restant indétectables ou ultra basses.

Ces résultats confirment ceux d’autres études menées sur I’impact négatif de la chimiothérapie
sur la réserve ovarienne et notamment les valeurs d’AMH dans le cancer du sein et le lymphome
notamment [9] [11] [27] .Ces phases de déplétion et de récupération folliculaires s’observent
dans de nombreuses ¢tudes menées sur des femmes présentant des cancer du sein ou des
lymphomes traitées par chimiothérapie [9] [27][28][29]. Nous avons pu montrer une phase de
déplétion folliculaire plus marquée avec des valeurs d’AMH significativement plus basses a
chacun des temps de suivi pendant la chimiothérapie chez les femmes ayant bénéficié de larges
biopsies ovariennes. Bien que les valeurs d’AMH initiales entre le groupe préservé et non
préservé n’étaient pas différentes, il faut préciser que I’AMH n’a pas été¢ mesurée apres le geste
chirurgical introduisant possiblement un biais dans 1’interprétation de la courbe de déplétion.
Il n’est en effet pas exclu que la biopsie de cortex ovarien ait eu un impact négatif immédiat sur
le taux d’AMH comme décrit lors de la réalisation de kystectomies ovariennes [30].
Concernant la phase de récupération, nous avons montré une récupération partielle mais
significative avec une AMH a douze mois apres la fin de la chimiothérapie qui n’était plus
significativement différente entre les deux groupes. La perte folliculaire durant la
chimiothérapie ne semble donc pas €tre plus importante dans le groupe préservé mais ce résultat
doit étre confirmé sur des échantillons plus large et une durée de suivi plus grande. A notre
connaissance il n’existe pas d’études dans la littérature portant sur 1’évolution longitudinale de
I’AMH pendant et aprés chimiothérapie chez les femmes ayant bénéficié d’ovariectomie pour
CTO.

Concernant la reprise des cycles menstruels, notre étude n’a pas montré de différence entre les
deux groupes, avec une récupération des cycles entre six et douze mois, malgré des valeurs
d’AMH basses voire indétectables, pour la quasi-totalit¢ des femmes, résultat comparable
concernant ce délai avec les données de la littérature [31][32]. De plus il a été¢ largement
démontré qu’une récupération de la fonction menstruelle est possible avec une valeur basse
d’AMH, qui n’est donc pas prédictive du délai de grossesse dans la population générale
[33][34]. Dans notre étude, sept femmes ont obtenu une grossesse spontanée avec une AMH a

douze mois post chimiothérapie inférieure a 3 pmol/l, dont deux dans le groupe préservé et cinq
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dans le groupe non préservé. Des valeurs d’AMH basse n’empéche pas une fertilité spontanée
mais entraine une réduction de la fenétre de conception, puisqu’un taux d’AMH bas serait
prédicteur de la survenue d’une ménopause plus jeune [35][36]. Cette avancée de 1’age de la
ménopause serait d’autant plus pénalisante pour les femmes présentant des récepteurs
hormonaux et devant bénéficier d’'une hormonothérapie durant plusieurs années.

Concernant le groupe préservé, le poids, 1’age et la réserve ovarienne initiale n’influencaient
pas significativement le nombre de fragments ovariens et la densité folliculaire rapportés par
les examens histologiques. Néanmoins, I’on notait une tendance concernant 1’age sur le nombre
de fragments, ainsi qu’une tendance de 1’dge et de la réserve ovarienne initiale sur la densité
folliculaire. Schmidt et al. rapportaient une corrélation significative de 1’age sur la densité
folliculaire qui évoluaient de facon inverse [37]. Mais ces résultats restent difficilement
interprétables en raison du caractere aléatoire du fragment envoyé a 1’analyse
anatomopathologique qui peut ne pas étre représentatif de la réelle densité folliculaire du cortex
prélevé. L épaisseur de la biopsie était identique a celle recommandée dans la littérature afin
de prélever un nombre suffisant de follicules primordiaux [23][38], la densité folliculaire
retrouvée dans notre étude (2,5 + 2 follicules/mm?) était comparable aux résultats d’autres
auteurs [39][40], et le nombre de fragments obtenus (13 £ 5) suffisant pour envisager une greffe
ultérieure dans le but d’une récupération de la fonction ovarienne et I’obtention d’une grossesse
future [23][41]. En effet le groupe DATOR retrouvaient un taux de grossesse de 44%
(11 femmes sur 25) aprés la greffe d’en moyenne 12 fragments ovariens de 0,5 cm? chez des
femmes ayant bénéfici¢ d’une PF par CTO essentiellement dans un contexte de cancer [23].
Concernant la densité folliculaire Poirot et al. retrouvaient un délai de récupération de la
fonction ovarienne plus court lorsque la densité folliculaire était supérieure a 0,3 follicules/mm?
(4,4 mois contre 6 mois si densité folliculaire inferieure a 0,3 follicules/mm? avec p = 0,03)
chez des femmes ayant bénéfici¢ d’une PF par CTO avant chimiothérapie.

Dans cette méme ¢étude la greffe de plus de 16 fragments étaient associée a une récupération
ovarienne plus rapide (4,4 mois contre 5,9 mois si moins de 16 fragments greffés) [40].
Cependant il a été démontré que la densité folliculaire au sein d’un méme ovaire peut varier
considérablement d’un fragment a un autre et son analyse sur un seul fragment n’est pas
représentative de la quantité folliculaire réelle de I’ovaire prélevé [37].

L’acceptabilité de la ccelioscopie en vue de biopsies ovariennes pour CTO nous est apparue
moins importante que la proposition de vitrification ovocytaire (VO) dans les situations ou cette
technique s’avérait étre possible (situation adjuvante). En effet dans une récente étude menée
dans le centre aupres de 84 femmes jeunes présentant un cancer du sein en situation adjuvante,

70% acceptaient la VO comparativement a 44 % pour le prélévement ovarien [29]. Les refus
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¢taient motivés par I’existence d’une parité antérieure, ou la lourdeur du geste chirurgical par
ccelioscopie [42].

La technique de CTO est toujours considérée comme expérimentale a ce jour, dues aux faibles
données dans la littérature concernant I’efficacité sur le taux de naissances vivantes obtenues
et le risque de réintroduction de la maladie lors de la greffe. Des cas de récidive de cancer du
sein apres transplantation de tissu ovarien sont rapportés dans la littérature mais a ce jour aucune
preuve ne suggere que la greffe de tissu ovarien serait responsable de ces récidives, a la
différence de celles observées chez des femmes présentant des leucémies lymphoblastiques
[13][43][44]. Les techniques de vitrification embryonnaire et ovocytaire ne sont plus
considérées comme expérimentales depuis 2012 pour la PF dans un contexte de cancer du sein
[6][13] [45]. Un nombre minimal de 8 a 10 ovocytes serait nécessaires afin d’obtenir un taux
de naissances vivantes entre 32 et 43% qui est considéré comme un taux de réussite raisonnable
[24]. Concernant la cryoconservation d’embryon, technique la plus souvent utilisée chez les
femmes en couple [46], entre 9 et 13 ovocytes matures seraient nécessaires a 1’obtention d’un
embryon de bonne qualité éligible au transfert, estimation variable selon I’age de la femme
[47]. Avec un taux de réutilisation des ovocytes ou des embryons congelés de 6 a 25% selon
les auteurs, on retrouve dans la littérature un taux de grossesses cliniques et de naissances
vivantes par transfert de respectivement 65% et 45% [31][48] .

Dans les études, ces techniques de PF n’entrainaient pas de modification de la survie a 5 ans de
ces femmes et le nombre de malformations congénitales retrouvées chez les enfants nés d’une
VO ¢était comparable a celui retrouvé chez les enfants issus de grossesses spontanées [49][50].
Mais ces techniques ne sont pas toujours réalisables notamment lorsqu’une chimiothérapie doit
étre débutée tres rapidement. Il s’agit d’une des indications de la CTO [51]. Bien qu’encore
considérée actuellement comme expérimentale, une récente étude dirigée par Diaz-Garcia en
2018 menée sur 1824 femmes dont 1024 VO et 800 CTO dans le cadre de la PF pour cancer,
majoritairement des cancers du sein, a comparé les taux de naissances vivantes obtenues par
ces deux techniques. Il n’existait pas de différence significative entre ces deux techniques.
Quarante-quatre femmes dans un délai de 5,5 ans aprés la congélation du tissu ovarien ont
demandé a réutiliser leur prélévement afin d’obtenir une grossesse, avec un délai moyen de
reprise de la fonction ovarienne de 94,3 jours post greffe. Sept grossesses spontanées et huit
obtenues par Fécondation In Vitro ont été observées soit 46,7% de conception naturelle, mais
aucune grossesse au-dela de 36 ans [52]. En effet, aucune grossesse n’ayant été obtenue au-dela
de 36 ans dans la littérature, les recommandations actuelles préconisent de ne pas proposer cette
technique de PF aux femmes agées de plus de 36 ans [14] [43].

Concernant la greffe, la durée du greffon retrouvée dans la littérature varie d’un a dix ans et la

récupération d’une fonction ovarienne est obtenue entre deux et huit mois suivant la greffe,
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selon les auteurs [43] [53]. La premiére naissance apres greffe de tissu ovarien a été obtenue en
2004 [54]. Une récente revue de la littérature rapporte cent trente — une grossesses dans le
monde chez quatre-vingt-quinze femmes, dont quatre-vingt- sept naissances vivantes (quatre-
vingt-une grossesses simples et six grossesses gémellaires). 51% des grossesses ont été
obtenues spontanément. La transplantation de tissu ovarien a été réalisée dans vingt-un pays
différents avec un total de trois-cent soixante procédures de transplantation signalées chez trois
cent dix-huit femmes (trente-neuf femmes ont bénéfici¢é de deux transplantations et trois
femmes de trois transplantations) dont deux cent trente avaient bénéficié d’une PF par CTO
pour cancer. La grande majorité des naissances vivantes ont été obtenues apres une greffe
orthotopique ou combiné hétérotopique / orthotopique.[43].

L’état de santé et les données périnatales des enfants nés apres greffe de tissu ovarien étaient
similaires a ceux d’enfants nés de grossesses normales [55]. A ces grossesse peuvent étre
¢galement ajoutées celle rapportées par 1’étude DATOR publiée en 2019 qui observe un taux
de grossesses de 44% (11/25) dont 10 naissances vivantes [23].

Concernant les femmes présentant une mutation BRCA 1 ou 2 les recommandations actuelles
préconisent en premiére intention de réaliser une PF par VO, mais la CTO peut également étre
proposée en seconde intention [51]. On rapporte une naissance vivante obtenue apres
transplantation de tissu ovarien chez une femme porteuse d’'une mutation BRCA 2. La position
hétérotopique semble étre préférable pour la surveillance méme si le taux de succes est inférieur

a celui obtenu en position orthotopique [55] [56].

Notre étude présente des limites par son faible effectif et sa faible durée de suivi en post
chimiothérapie, mais il s’agit d’une étude préliminaire qui nécessite la poursuite du suivi des
femmes actuellement intégrées dans 1’observatoire de la fertilité ainsi que 1’inclusion de
nouvelles femmes.

Concernant les forces de notre étude, il s’agit de la premiére étude a notre connaissance qui
rapporte un suivi trés fin de I’AMH et des cycles menstruels pendant et aprés la chimiothérapie
chez des femmes ayant bénéficié d’une PF par CTO, et comparé a un groupe témoin, non
préservé, apparié sur 1’age avec les mémes caractéristiques cliniques et oncologiques et ayant
bénéfici¢ du méme protocole de chimiothérapie.

Notre étude nous permet de démontrer I’absence d’impact négatif de cette technique de PF sur
la réserve ovarienne car les femmes préservées récuperent une valeur d’ AMH douze mois apres
la fin de la chimiothérapie plus élevée que celle en fin de chimiothérapie, et non
significativement différente de celles des femmes non préservées a ce méme temps. Mais il
s’agit de résultats préliminaires, un suivi plus long dans le temps s’aveére nécessaire pour

confirmer ces premicres données.
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CONCLUSION

Ces résultats préliminaires semblent montrer que 1’hémi-cortectomie par de larges biopsies
ovariennes en vue d’une PF n’est pas délétére sur la récupération des cycles menstruels et sur
les valeurs d’AMH douze mois apres la fin de la chimiothérapie. Le nombre de fragments est
compatible avec les chances de restauration de la fonction ovarienne mais également de
grossesse ultérieure si la greffe s’aveére nécessaire et possible. La CTO ne retarde pas la
chimiothérapie, ne nécessite pas de stimulation ovarienne et permet une restauration de la
fonction endocrinienne par rapport a la VO, mais reste expérimentale et possible uniquement
dans des centres spécialisés en onco-fertilité. Il est nécessaire de poursuivre le suivi a plus long
terme et d’inclure davantage de femmes afin de pouvoir déterminer quelle est la meilleure

stratégie a leur proposer dans le cadre de la préservation de la fertilité.
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LISTE DES ABREVIATIONS

AMH : Anti - Mullerian Hormone

ARS : Agence Régionale de Santé

BRCA : BReast CAncer : géne du cancer ( 1 et2)

CHU : Centre Hospitalier Universitaire

FEC : Fluorouracile — Epirubicine — Cyclophosphamide
FSH : Follicle Stimulating Hormone

IMC : Indice de Masse Corporelle

TEP-TDM : Tomographie par Emission de Positons - Tomodensitométrie
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ANNEXES

CANCER &
PRESERVATION
DE LA FERTILITE

“Ele va guérir
puis voudra un enfant”

EiEE

POUR PLUS 3
DINFORMATION  fi
FLASHEZ cE cope [8]

Vous allez recevoir un traitement pouvant impacter votre fertilité. Selon
la nature des traitements proposés (chimiothérapie, radiothérapie ou
chirurgie) le risque sera plus ou moins élevé.

Votre oncologue a évalué ce risque et vous en a fait part. Ce document
vient compléter les informations que l'on vous a déja données.

AVANT LA MISE EN ROUTE

DE VOTRE TRAITEMENT

Les techniques de préservation

6 La congélation de tissu

o La congélation d'ovocytes
ovarien

Une stimulati i d'environ 12

Préservation

Fertilité de la femme

N

® Avant tout traitement
gonadotoxique

® Age <39 ans

® Célibataire ou en
couple

® Quel que soit le
nombre d’enfants

Techniques envisageables :
« Conservation d'ovocytes
« Conservation du cortex ovarien

La consultation est réalisée par un
médecin de la reproduction.

Vous n'avez rien a prescrire

Tous les examens sont réalisés
sur place le jour de la consultation

PENDANT et APRES

VOTRE TRAITEMENT

Chez I'enfant et 'adolescente

Une surveillance de la puberté et de
la fonction ovarienne sera proposée.

Chez la femme

Oscar Lambret 9&52@' ..a_._......

'
E—

la fiche de liaison de préservation
de la fertilité disponible sur
www.onco-hdf fr/fertilite-et-cancers

CHU - Hopital Jeanne de Flandre
T dicaled B progation et
de préservation de la fertilité

RENDEZ-VOUS FIXE

(L) 0320.44.6897 DANS LES 24H-48H
(®)032044.66.43
Du lundi au vendredi de 9h00 3 17h00
emmanuelle.dorazio@chru-lille.fr
NN’
23 (D ceops
7 O
CHY o Z4
ULe Jeanne de Flandie

: vt

Pendant tcute |a durée du traitement et au-dela si nécessaire, une contraception

adaptée est conseillée.

jours est nécessaire afin de recueillir un
nombre satisfaisant d'ovocytes. Un suivi
par échographie sera réalisé pendant le
traitement. Les ovocytes seront recueillis

Cette technique ne nécessite pas de
stimulation préalable. Le prélévement de
tissu ovarien se fait par coelioscopie sous
anesthésie générale. Il est ensuite stocké 3

o L'équipe médicale propasera un suivi de votre fonction ovarienne (prise de sang,
échographie).
Le traitement peut parfols influencer v otre sexualité. Sl vous rencontrez des difficultés,

'hesitez pas a en parler avotre oncolog autre professionnel de santé qui pourra
vous renseigner.

par voie transvaginale sous anesthésie. votre nom au laboratoire de biologie de la
lls seront ensuite congelés et stockés a reproduction.

votre nom au laboratoire de biologie de la

reproduction.

m Ces deux techniques sont réalisées au service d'assistance médicale

a la procréation et de préservation de la fertilité
4 'Hépital Jeanne de Flandre & Lille.

Si vous étes mineure, il vous sera demandé d'étre accompagnée
par votre représentant légal.

Ces prélévements sont pris en charge par la sécurité sociale sans avance de frais.

o Slvous ne parvenez pas
¥ 3 concevoir un enfant

naturellement, vus pourrez
demander la réutilisation

des ovocytes congelés ou

de votre tissu ovarien,

en concertation avec votre
oncologue référent et féquipe
de medecine de la reproduction.
Les modalités pratiques vous
seront expliquées.

° Chaque année, le laboratoire
de biclogie de la reproduction
vous demandera par courrier
si vous souhaitez poursuivre
la conservation de vos
ovocytes ou de votre tissu
ovarien (n'oubliez pas de les
prévenic en cas de changement
d'adresse).
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Introduction : La préservation de la fertilit¢ (PF) constitue en enjeu majeur dans le plan
personnalisé de soin chez les femmes jeunes atteintes d’un cancer du sein. Plus de la moitié d’entre
elles auront un désir de grossesse dans les cing ans suivant le diagnostic. Or les traitements recus
durant la chimiothérapie sont gonadotoxiques et entrainent une diminution importante du stock
folliculaire ovarien. Plusieurs techniques de PF sont a ce jour disponibles. S’il est maintenant bien
établi que la stimulation ovarienne en vue d’une cryopreservation ovocytaire est & proposer en
premiere intention aux femmes en situation adjuvante, apres chirurgie complete de la tumeur, le
choix reste délicat pour les femmes en situation néo-adjuvante. Le Centre Hospitalier Régional
Universitaire de Lille propose a ces femmes une cryoconservation de tissu ovarien (CTO) dans ce
contexte. L objectif de notre étude était donc d’évaluer I’impact de larges biopsies ovariennes pour
CTO sur la récupération de la fonction ovarienne dans la premiere année suivant la fin de la
chimiothérapie.

Matériel et Méthodes : 11 s’agit d’une étude pilote prospective observationnelle visant a proposer
systématiquement la PF par CTO aux femmes avec un cancer du sein non métastatique éligibles
pour une chimiothérapie néo-adjuvante (groupe préservé). Ces femmes sont ensuite appariées sur
I’age a des femmes avec un cancer du sein de 1’observatoire de la fertilité du CHU de Lille n’ayant
pas bénéficié de PF avant leur chimiothérapie. Les critéres d’inclusion étaient : un cancer du sein
non métastatique avec indication de chimiothérapie néo-adjuvante, un age inférieur ou égal a 35
ans, une AMH supérieure a 8 pmol/l, et un TEP-TDM négatif. La fonction menstruelle et I’AMH
étaient évaluées avant les traitements (AMHO), pendant la chimiothérapie (C3, i-e apres les 3 FEC ;
C6, i-e, a la fin de la chimiothérapie), puis a trois, six et douze mois post chimiothérapie (M3, M6,
M12) afin d’évaluer son évolution dans chaque groupe et d’effectuer une analyse comparative.
Résultats : 30 femmes préservées et 30 femmes non préservées ont été incluses dans 1’étude. Les
femmes des deux groupes n’étaient significativement pas différentes. A douze mois, la quasi-totalité
des femmes avait retrouvé une fonction menstruelle normale sans différence entre les deux groupes
malgré des valeurs d’AMH significativement plus basses qu’avant les traitements. L’AMH de 68%
des femmes est restée indétectable ou ultrabasse. Une chute rapide et significative du taux sérique
d’AMH était relevée dans les deux groupes pendant la chimiothérapie suivie d’une ré-ascension
lente et partielle aprés la fin des traitements dans les deux groupes. L’AMH au temps M3 et M6
était significativement plus basse dans le groupe préservé, mais devenait comparable a I’AMH du
groupe non préservé au temps M12. Le nombre moyen de fragments obtenus était de 13 £ 5. La
densité folliculaire moyenne était de 2 follicules/mm?. Aucune corrélation significative n’a été
établie concernant 1’age, ’IMC, I’AMH initiale, le CFA initial avec le nombre de fragments et la
densité folliculaire.

Conclusion : Notre étude semble montrer que la PF par CTO chez les femmes présentant un cancer
du sein en situation néo-adjuvante n’est pas délétere sur la récupération des cycles menstruels et sur
les valeurs d’AMH douze mois aprés la fin de la chimiothérapie. Le nombre de fragments prélevés
est compatible avec les chances de restauration de la fonction ovarienne mais également de
grossesse ultérieure si la greffe s’avére nécessaire et possible. Cette technique bien
qu’expérimentale présente I’avantage par rapport a la vitrification ovocytaire de ne pas retarder la
chimiothérapie, de permettre une récupération de la fonction endocrinienne et ne requiert pas de
stimulation hormonale. Mais il s’agit de résultats préliminaires, un suivi plus long dans le temps
s’avere nécessaire pour confirmer ces premieres données.

Mots-clés : Cancer du sein/ AMH / (Chimiothérapig / Cryoconservation de tissu ovarien /
Préservation de la fertilité.
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