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RESUME 

Nous avons mis au point  au laboratoire deux 
syst6mes de coculture  permettant  ~ certaines  
6tapes de la di f f4renciat ion de cel lules  germi- 
hales males  de rat et de souris  de s 'effectuer 
in vitro. Le premier  syst6me est  une  cocultu- 
re de s p e r m a t o c y t e s  pachyt6nes  de rats  
adultes  et de cel lules  de Sertoli  provenant  
d'animaux de 20 jours.  Dans le second syst6- 
me de petits  fragments  de tubes s4minif6res 
sont  ensemenc6s .  De cette  favon les jonct ions  
intercel lulaires  qui sont  pr4sentes  in vivo 
sont mieux  maintenues  in v i tro  ; de plus 
chaque type de cel lule  germinale  pr6sent  
dans les fragments  de tubules  au moment  de 
r e n s e m e n c e m e n t  peut  ~tre 6tudi6. Nos r6sul- 
tats ont  montr6 que les deux divis ions m6io- 
t iques peuvent  se d4rouler au cours d'une 
p4riode de 2 ~ 4 semaines  de culture.  Ces 
r6sultats  devraient  avoir des appl icat ions  
dans diff4rents domaines:  recherche  fonda- 
mentale,  toxicologie ,  6tudes cl iniques et bio- 
technologies .  Cependant,  quelques  am61iora- 
t ions et v4rif ications sont encore  n4cessaires  
pour 6tablir la faisabilit6 et r innocui t6  de ces 
proc6dures.  

Mots cl~s" spelmatogen~se in vitro, mdiose. 

I. I N T R O D U C T I O N  

La spermatogen6se est un processus complexe 
de multiplication et de diff6renciation cellulai- 
re particuli6re dont la r6gulation est imparfai- 
tement connue [10, 20] ; elle s'op6re au sein 
des tubes s6minif'eres. Elle peut ~tre divis6e en 
trois phases distinctes : la phase prolif6rative, 
au cours de laquelle les spermatogonies, cel- 
lules diplo~des, se multiplient par mitoses ; la 
phase m6iotique off le mat6riel g6n6tique d'un 
spermatocyte est recombin6 et s6gr6g6, 
conduisant ~ la formation des spermatides, 
cellules haploides. Ces derni6res vont subir au 
cours de la phase de spermiogen6se une diff6- 
renciation conduisant a la formation des sper- 
matozoides [22]. Ces 6tapes mettent en jeu des 
facteurs de r6gulation provenant de l'hypophy- 
se, des cellules somatiques du testicules et des 
cellules germinales elles-m~mes [20, 23]. De 
nombreuses 6tudes ont eu pour objectif de 
d6terminer la nature des facteurs de croissan- 
ce et des cytokines pr6sents dans le testicule, 
la localisation cellulaire de leur expression et 
de celle de leurs r6cepteurs [4, 16, 23]. 
Cependant, ]a d6monstration directe d'un effet 
de telle ou telle mol6cule, produite localement, 
sur une 6tape particuli6re de la spermatogen6- 
s e a  rarement 6t6 faite [7, 15, 17]. 

Un des objectifs de nos laboratoires a 6t6 de 
mettre en place deux syst6mes de coculture 
permettant ~ certaines 6tapes de la diff6ren- 
ciation des cellules germinales males de s'ef- 
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fectuer in vitro dans deux mod61es exp6rimen- 
taux : le rat  et la souris. Chez ces esp6ces, en 
effet, les diff6rentes 6tapes de la spermatoge- 
n6se ont 6t6 tr6s bien d6finies [3]. De plus, la 
plupart des g6nes dont on sait qu'ils s'expri- 
ment de fa~on sp6cifique ou s6quentielle lors 
de la diff6renciation des cellules germinales 
males ont 6t6 clon6s chez la souris ou le rat  [5, 
29]. 

De telles cocultures de cellules somatiques et 
germinales, permettant  d'obtenir une sperma- 
togen6se plus ou moins compl6te in vitro, 
devraient ~tre pr6cieuses pour 6tudier les 
r6gulations paracrines de la multiplication et 
de la diff6renciation des cellules germinales 
males. En outre, elles devraient aider ~ com- 
prendre le m6canisme d'action des g6nes 
contr61ant la mitose et la m6iose et les ph6no- 
m6nes impliqu6s dans la r6pression du g6nome 
gam6tique, et la mise en place de l 'empreinte 
g6nomique parentale. 

II. MATI~RIEL, M]~THODES ET 
STRAT]~GIES EXPERIMENTALES 

Des rats Wistar ou Sprague-Dawley ont 
6t6 utilis6s pour ces 6tudes. Certains ont re~u 
une injection de 5-bromo-2'-d6oxyuridine 
(BrdU) afin de marquer les cellules en phase 
de synth6se d'ADN. 

Deux m6thodes de coculture cellules germi- 
nales-cellules somatiques ont 6t6 r6alis6es. La 
premi6re, plus analytique, consiste ~t cultiver 
des spermatocytes pachyt6nes de rats adultes, 
pr6par6s par 61utriation, sur un tapis de cel- 
lules de Sertoli de rats ag6s de 20 jours. Dans 
la seconde m6thode, plus globale, ce sont des 
petits fragments de tubes s6minif'eres qui sont 
ensemenc6s ; au bout de quelques jours, les 
cellules intratubulaires migrent et colonisent 
la totalit6 de la plaque de culture. Ainsi, on 
conserve beaucoup mieux in vitro les fonctions 
intercellulaires pr6sentes in vivo, et la totalit6 
des types de cellules germinales pr6sents dans 
le tubule au moment de l 'ensemencement peut 
~tre 6tudi6e. Les deux types de cultures sont 
r6alis6s dans des chambres de culture de type 
"bicam6ral", les cellules 6tant cultiv6es sur la 
membrane de l'insert. Seul le milieu extra- 
insert est renouvel6 tousles  deux jours. 

L'6tape m6iotique a 6t6 caract6ris6e par un 
profil d'expression de g6nes rep6r6s au niveau 
de leurs ARN messagers. Les ARNm analys6s 
sont ceux codant pour la phosphoprot6ine p19 
(p19) [1] et pour l'histone H2B sp6cifique du 
testicule TH2B [11], exprim6s fortement par 
les spermatocytes au stade pachyt6ne, et les 
g6nes codant pour les prot6ines de transition 1 
et 2 (TP1 et TP2) [8, 12], qui sont fortement 
exprim6s dans les spermatides rondes. Le 
d6roulement de la m6iose est suivi par l'6volu- 
tion du rapport des produits amplifi6s, par 
m6thodes de RT-PCR, p19/TP1 et TH2B/TP2. 
Une coamplification des ARNm de chacun des 
couples est r6alis6e pour deux raisons essen- 
tielles : 

1) Les interf6rences dues ~ l'h6t6rog6n6it6 de 
la population cellulaire sont 61imin6es (propor- 
tions variables, au cours de la culture, de la 
quantit6 d'ARNm provenant des cellules ger- 
minales et des cellules somatiques) ; 

2) la sensibilit6 du syst6me de d6tection est 
am61ior6e, puisque le choix des couples de 
g6nes se traduit, au cours de la diff6renciation 
des spermatocytes pachyt6nes en spermatides, 
par une diminution du num6rateur concomi- 
tante ~ une augmentation du d6nominateur. 

Afin de pouvoir faire la diff6rence entre des 
spermatides obtenues ~ par t i r  de cellules 
ayant  juste fini leur m6iose in vitro (spermato- 
cytes pachyt~nes de stades tardifs) et des sper- 
matides provenant de cellules ayant  effectu6 
toute, ou une grande partie de leur diff6rencia- 
tion in vitro (spermatocytes pr61eptot6nes ou 
pachyt6nes pr6coces), les cellules germinales 
en phase de synth6se d'ADN (spermatogonies 
en division et spermatocytes I pr61eptot6nes) 
sont marqu6es par le BrdU. I1 est ainsi pos- 
sible de d6terminer, et m~me de choisir, en 
fonction du temps s6parant l'injection de BrdU 
et le sacrifice des animaux, ~ quels stades sont 
les cellules marqu6es (BrdU+) lors de l'ense- 
mencement, et d'6valuer ainsi, pr6cis6ment, 
l'6tape r6alis6e in vitro par les cellules mar- 
qu6es. Ainsi, l'6tude cytologique des cultures a 
6t6 r6alis6e par marquage immunocytochi- 
mique avec deux anticorps diff6rents : 

- un anticorps anti-BrdU 

- l'anticorps MN7, qui met en 6vidence une pro- 
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t6ine de 90 kD sp6cifique de l'acrosome des 
spermatides du stade 2 au stade 19. 

Ces crit6res d'analyse histologique ont 6t6 com- 
pl6t6s par des 6tudes en microscopie 61ectro- 
nique et une 6tude de la plo~die des cellules. 

III. RESULTATS 

Les r6sultats obtenus avec ces deux types de 
coculture montrent que le passage des deux 
divisions m6iotiques, voire la r6alisation de la 
quasi totalit6 de la m6iose in vitro, sont r6ali- 
sables au cours d'une p6riode de culture de 2 
4 semaines [9, 21, 25, 28] (Figures 1 et 2). 

Figure 1. Un spermatocyte secondaire reli~ a deux  
spe rma t id e s  rondes  sub i t  la  deuxi~me d iv i s ion  de  
m~iose au  jour  10 d'une cocul ture  de  cel lules  de  
Sertoli et de spermatocy tes  pachyt~nes .  

Figure 2. Une spermatide ronde identifi~e apr~s 3 
semaines  de  cu l ture  de  tubes s~minif~res issus de 
rats de 20 jours. 

IV. C O N C L U S I O N  ET P E R S P E C T I V E S  

La raise au point de syst6mes de culture per- 
mettant  ~ certaines 6tapes de la spermatoge- 
n6se de s'effectuer in vitro devrait avoir de 
nombreuses applications cliniques et biotech- 
nologiques. 

Des r6sultats r6cents [2] sugg6rent que les cel- 
lules germinales males pourraient ~tre une 
alternative aux cellules ES (embryonic stem 
cells) dont l'existence, chez les esp6ces autres 
que la souris, reste incertaine. Chez la souris 
[18], le hamster  [19], le lapin [24] et l'homme 
[27], les spermatides rondes sont d6j~ capables 
de f6conder un ovocyte apr6s injection intracy- 
toplasmique (ICSI), conduisant ~ la naissance 
de jeunes viables apr6s transfert  dans l'ut6rus 
d'une femelle receveuse. Puisque les spermato- 
gonies existent chez tous les mammif'eres, la 
maitrise de leurs conditions de culture, de mul- 
tiplication, de transfection et de diff6renciation 
en spermatides permettrait  de r6aliser des 
manipulations g6n6tiques, qui jusqu'ici n'ont 
pu 5tre r6alis6es que chez la souris ("Knock 
out" de g6nes), chez les mammif'eres domes- 
tiques en particulier. 

Les 6tudes de toxicologie pourraient aussi lar- 
gement b6n6ficier de l 'utilisation de syst6mes 
in vitro. 

En clinique humaine, la cryoconservation des 
spermatozoides avant  t ra i t ement  chimio- 
radioth6rapique st6rilisant permet de pr6ser- 
ver des possibilit6s de reproduction chez l'adul- 
te. En l'absence de spermatozoides matures, 
des mesures de pr6servation du potentiel de 
reproduction n'ont pas pu, jusqu'ici, 6tre envi- 
sag6es chez l'enfant, alors m~me que le taux de 
gu6rison de certaines pathologies malignes est 
important ~ cet age. 

A cette fin, cryoconserver les cellules germi- 
nales immatures obtenues chez l 'enfant avant 
le d6but du trai tement anti-canc6reux, comme 
on le fait pour les spermatozoides de l'homme 
adulte, n6cessite que l'on puisse, ult6rieure- 
ment, amener les cellules germinales imma- 
tures ~ un 6tat de maturit6 compatible avec la 
f6condation d'un ovocyte et un d6veloppement 
embryonnaire normal, lorsque le sujet gu6ri 
aura un projet parental. 
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Une proc4dure  c o m p o r t a n t  la m a t u r a t i o n  in 
vitro des cellules g e r m i n a l e s  ma le s  et  l eur  uti-  
l i sa t ion  pour  f4condat ion  ass is t4e  apr~s cryo- 
c o n s e r v a t i o n  d e v r a i t  p e r m e t t r e  d '4v i te r  le 
r i sque  li~ ~ la r4 in t roduc t ion  dans  le tes t icu le  
de cellules ma l ignes  [14]. 

La  r4a l i sa t ion  des 4 tapes  de la spermatogen~-  
se in vitro p o u r r a i t  auss i  p e r m e t t r e  le t ra i te -  
m e n t  de ce r ta ines  st4ri l i t~s li~es ~ u n  d4ficit 
somat ique ,  en  cu l t i van t  les cellules g e r m i n a l e s  
dans  u n  e n v i r o n n e m e n t  favorable  ~ leur  diff4- 
renc ia t ion  [26]. 

Toutefois,  des am41iorat ions et  des v4rifica- 
t ions  sont  encore n4cessa i res  a v a n t  de pouvoir  
u t i l i se r  les cellules diff4renci4es in vitro "en 
tou te  s4r4nit4". Un aspect  i m p o r t a n t  concerne  
l ' empre in te  g4nomique  ou p a r e n t a l e  : celle-ci 
correspond ~ l ' express ion sp4cifique et  exclusi- 
ve de l 'all~le m a t e r n e l  ou pa t e rne l  de ce r t a ins  
g~nes. Elle se m e t  en place au  cours de la  
gam4togen~se ,  et  u n  d4sordre  de l ' empre in t e  
cont r ibue  ~ une  vari4t6 de pathologies ,  cer- 
t a ines  p o u v a n t  se m a n i f e s t e r  t a r d i v e m e n t  au  
cours de la vie pos t -na ta l e  [13]. La  n a t u r e  
exac te  de l ' e m p r e i n t e  r e s t e  p a r t i e l l e m e n t  
inconnue  ma i s  l 'on sa i t  qu'el le doit  pouvoir  ~tre 
effac~e puis  r e p r o g r a m m ~ e  a u  cours de la  
gam6togen~se ,  de sorte  que les ovocytes  por- 
t e n t  l ' empre in te  m a t e r n e l l e  e t  les spe rma to -  
zoYdes l ' empre in te  pa te rne l le .  I1 y a ma in t e -  
n a n t  plus de 20 g~nes h u m a i n s  ident i f i6s  sou- 
mis  ~ e m p r e i n t e  et  on pense  qu'il  pou r r a i t  y e n  
avoir  au  tota l  de 100 ~ 500 [6]. Les gSnes sou- 
mis  ~ e m p r e i n t e  sont  n o r m a l e m e n t  impl iqu4s  
dans  le d~ve loppement  embryonna i r e .  Ils peu- 
ven t  4ga l emen t  fonc t ionner  comme des onco- 
g~nes ou des g~nes s u p p r e s s e u r s  de t umeur .  

Ainsi,  le d4ve loppement  des 4 tudes  dans  des 
modules  a n i m a u x  a p p a r a i t  u n  pr4alable  indis- 
pensab le  pour  4 tud ie r  la fa isabi l i t4  de ces pro- 
c4dures,  ma i s  auss i  pour  s ' a s su re r  de leur  
innocui t4,  et  ceci a v a n t  d ' env i sager  le passage  

une  appl ica t ion  clinique.  
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A B S T R A C T  

In v i t ro  s p e r m a t o g e n e s i s  : a n e w  w a y  o f  
i n v e s t i g a t i o n s  

P. DURAND,  M. B E N C H A I B ,  M. GODET,  F. 
GRAIN,  J.F. GUI~RIN, D. H U E ,  V. LAMBERT,  
A. LEFI~VRE, H. L E J E U N E ,  M.H. PERRARD -  

SAPORI,  P. SANCHEZ,  C. STAUB, M. V I G I E R ,  
M. W E I S S  

S t u d i e s  in  o u r  l a b o r a t o r y  h a v e  a i m e d  to  s e t t l e  
t w o  c u l t u r e  s y s t e m s  a l l o w i n g  s o m e  s t e p s  o f  
r o d e n t  s p e r m a t o g e n i c  cel l  d i f f e r e n t i a t i o n  to  
o c c u r  in vitro. The  f irst  s y s t e m  is  a c o c u l t u r e  
o f  p a c h y t e n e  s p e r m a t o c y t e s  f r o m  a d u l t  rats  
t o g e t h e r  w i t h  Ser to l i  ce l l s  f r o m  20-day-o ld  
an imal s .  In the  s e c o n d  s y s t e m ,  s m a l l  p i e c e s  o f  
s p e r m a t o g e n i c  t u b u l e s  are  s e e d e d .  In  tha t  
w a y  the  ce l l -ce l l  j u n c t i o n s  w h i c h  are  p r e s e n t  
in vivo are  b e t t e r  m a i n t a i n e d  in vi tro ; in addi-  
t i on  e v e r y  type  o f  g e r m  cel l  p r e s e n t  in  t h e  
t u b u l e  s e g m e n t s  at  the  t ime  o f  s e e d i n g  can  be  
s t u d i e d .  Our  r e s u l t s  h a v e  s h o w n  tha t  the  t w o  
m e i o t i c  d i v i s i o n s  or  e v e n  m o s t  o f  the  m e i o t i c  
p r o c e s s  can  o c c u r  o v e r  a 2 to  4 w e e k - c u l t u r e  
per iod .  T h e s e  r e s u l t s  s h o u l d  h a v e  appl ica-  
t i o n s  in  b a s i c  r e s e a r c h ,  tox ico logy ,  c l in i ca l  
s t u d i e s  a n d  b i o t e c h n o l o g y .  H o w e v e r ,  for  t h e s e  
latter,  s o m e  i m p r o v e m e n t s  a n d  v e r i f i c a t i o n s  
are  st i l l  n e e d e d  in o r d e r  to  a s s e s s  the  feas ib i -  
l i ty  a n d  the  i n n o c u i t y  o f  t h e s e  p r o c e d u r e s .  
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