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RESUME

Nous avons mis au point au laboratoire deux
systemes de coculture permettant a certaines
étapes de la différenciation de cellules germi-
nales males de rat et de souris de s'effectuer
in vitro. Le premier systéme est une cocultu-
re de spermatocytes pachytenes de rats
adultes et de cellules de Sertoli provenant
d'animaux de 20 jours. Dans le second syste-
me de petits fragments de tubes séminiféres
sont ensemencés. De cette facon les jonctions
intercellulaires qui sont présentes in vivo
sont mieux maintenues in vitro ; de plus
chaque type de cellule germinale présent
dans les fragments de tubules au moment de
l'ensemencement peut étre étudié. Nos résul-
tats ont montré que les deux divisions méio-
tiques peuvent se dérouler au cours d'une
période de 2 a 4 semaines de culture. Ces
résultats devraient avoir des applications
dans différents domaines: recherche fonda-
mentale, toxicologie, études cliniques et bio-
technologies. Cependant, quelques améliora-
tions et vérifications sont encore nécessaires
pour établir la faisabilité et I'innocuité de ces
procédures.
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I. INTRODUCTION

La spermatogeneése est un processus complexe
de multiplication et de différenciation cellulai-
re particuliére dont la régulation est imparfai-
tement connue [10, 20] ; elle s’opére au sein
des tubes séminiferes. Elle peut étre divisée en
trois phases distinctes : la phase proliférative,
au cours de laquelle les spermatogonies, cel-
lules diploides, se multiplient par mitoses ; la
phase méiotique ou le matériel génétique d'un
spermatocyte est recombiné et ségrégé,
conduisant a la formation des spermatides,
cellules haploides. Ces derniéres vont subir au
cours de la phase de spermiogenése une diffé-
renciation conduisant a la formation des sper-
matozoides [22]. Ces étapes mettent en jeu des
facteurs de régulation provenant de ’hypophy-
se, des cellules somatiques du testicules et des
cellules germinales elles-mémes [20, 23]. De
nombreuses études ont eu pour objectif de
déterminer la nature des facteurs de croissan-
ce et des cytokines présents dans le testicule,
la localisation cellulaire de leur expression et
de celle de leurs récepteurs [4, 16, 23].
Cependant, la démonstration directe d'un effet
de telle ou telle molécule, produite localement,
sur une étape particuliere de la spermatogene-
se a rarement été faite [7, 15, 17].

Un des objectifs de nos laboratoires a été de
mettre en place deux systémes de coculture
permettant a certaines étapes de la différen-
ciation des cellules germinales méles de s'ef-
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fectuer in vitro dans deux modeles expérimen-
taux : le rat et la souris. Chez ces espéces, en
effet, les différentes étapes de la spermatoge-
nese ont été trés bien définies [3]. De plus, la
plupart des génes dont on sait qu’ils s’expri-
ment de facon spécifique ou séquentielle lors
de la différenciation des cellules germinales
maéles ont été clonés chez la souris ou le rat [5,
291.

De telles cocultures de cellules somatiques et
germinales, permettant d’obtenir une sperma-
togenése plus ou moins complete in vitro,
devraient étre précieuses pour étudier les
régulations paracrines de la multiplication et
de la différenciation des cellules germinales
maéles. En outre, elles devraient aider a com-
prendre le mécanisme d’action des génes
contrdlant la mitose et la méiose et les phéno-
menes impliqués dans la répression du génome
gamétique, et la mise en place de I'empreinte
génomique parentale.

IL. MATERIEL, METHODES ET
STRATEGIES EXPERIMENTALES

Des rats Wistar ou Sprague-Dawley ont
été utilisés pour ces études. Certains ont recu
une injection de 5-bromo-2’-déoxyuridine
(BrdU) afin de marquer les cellules en phase
de synthese d’ADN.

Deux méthodes de coculture cellules germi-
nales-cellules somatiques ont été réalisées. La
premiere, plus analytique, consiste a cultiver
des spermatocytes pachyténes de rats adultes,
préparés par élutriation, sur un tapis de cel-
lules de Sertoli de rats dgés de 20 jours. Dans
la seconde méthode, plus globale, ce sont des
petits fragments de tubes séminiferes qui sont
ensemencés ; au bout de quelques jours, les
cellules intratubulaires migrent et colonisent
la totalité de la plaque de culture. Ainsi, on
conserve beaucoup mieux in vitro les fonctions
intercellulaires présentes in vivo, et la totalité
des types de cellules germinales présents dans
le tubule au moment de 'ensemencement peut
étre étudiée. Les deux types de cultures sont
réalisés dans des chambres de culture de type
“pbicaméral”, les cellules étant cultivées sur la
membrane de l'insert. Seul le milieu extra-
insert est renouvelé tous les deux jours.

D’étape méiotique a été caractérisée par un
profil d’expression de génes repérés au niveau
de leurs ARN messagers. Les ARNm analysés
sont ceux codant pour la phosphoprotéine p19
(p19) [1] et pour I'histone H2B spécifique du
testicule TH2B [11], exprimés fortement par
les spermatocytes au stade pachyténe, et les
genes codant pour les protéines de transition 1
et 2 (TP1 et TP2) [8, 12], qui sont fortement
exprimés dans les spermatides rondes. Le
déroulement de la méiose est suivi par 1'évolu-
tion du rapport des produits amplifiés, par
méthodes de RT-PCR, p19/TP1 et TH2B/TP2.
Une coamplification des ARNm de chacun des
couples est réalisée pour deux raisons essen-
tielles :

1) Les interférences dues a ’hétérogénéité de
la population cellulaire sont éliminées (propor-
tions variables, au cours de la culture, de la
quantité ARNm provenant des cellules ger-
minales et des cellules somatiques) ;

2) la sensibilité du systéme de détection est
améliorée, puisque le choix des couples de
genes se traduit, au cours de la différenciation
des spermatocytes pachyténes en spermatides,
par une diminution du numérateur concomi-
tante & une augmentation du dénominateur.

Afin de pouvoir faire la différence entre des
spermatides obtenues & partir de cellules
ayant juste fini leur méiose in vitro (spermato-
cytes pachytenes de stades tardifs) et des sper-
matides provenant de cellules ayant effectué
toute, ou une grande partie de leur différencia-
tion in vitro (spermatocytes préleptoténes ou
pachyténes précoces), les cellules germinales
en phase de syntheése d’ADN (spermatogonies
en division et spermatocytes I préleptoténes)
sont marquées par le BrdU. Il est ainsi pos-
sible de déterminer, et méme de choisir, en
fonction du temps séparant l'injection de BrdU
et le sacrifice des animaux, & quels stades sont
les cellules marquées (BrdU+) lors de l'ense-
mencement, et d’évaluer ainsi, précisément,
l'étape réalisée in vitro par les cellules mar-
quées. Ainsi, I'étude cytologique des cultures a
été réalisée par marquage immunocytochi-
mique avec deux anticorps différents :

- un anticorps anti-BrdU

- Panticorps MN7, qui met en évidence une pro-
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téine de 90 kD spécifique de l'acrosome des
spermatides du stade 2 au stade 19.

Ces criteres d’analyse histologique ont été com-
plétés par des études en microscopie électro-
nique et une étude de la ploidie des cellules.

III. RESULTATS

Les résultats obtenus avec ces deux types de
coculture montrent que le passage des deux
divisions méiotiques, voire la réalisation de la
quasi totalité de la méiose in vitro, sont réali-
sables au cours d’une période de culture de 2 a
4 semaines [9, 21, 25, 28] (Figures 1 et 2).

a4 s' ]
b

Figure 1. Un spermatocyte secondaire relié¢ a deux
spermatides rondes subit la deuxiéme division de
méiose au jour 10 d’une coculture de cellules de
Sertoli et de spermatocytes pachyténes.

Figure 2. Une spermatide ronde identifiée apres 3
semaines de culture de tubes séminiféres issus de
rats de 20 jours.

IV. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La mise au point de systémes de culture per-
mettant a certaines étapes de la spermatoge-
nese de g'effectuer in vitro devrait avoir de
nombreuses applications cliniques et biotech-
nologiques.

Des résultats récents [2] suggerent que les cel-
lules germinales maéles pourraient étre une
alternative aux cellules ES (embryonic stem
cells) dont 'existence, chez les espéces autres
que la souris, reste incertaine. Chez la souris
[18], le hamster [19], le lapin [24] et 'homme
[27], les spermatides rondes sont déja capables
de féconder un ovocyte apres injection intracy-
toplasmique (ICSI), conduisant a la naissance
de jeunes viables apres transfert dans 'utérus
d’'une femelle receveuse. Puisque les spermato-
gonies existent chez tous les mammiferes, la
maitrise de leurs conditions de culture, de mul-
tiplication, de transfection et de différenciation
en spermatides permettrait de réaliser des
manipulations génétiques, qui jusqu’ici n’ont
pu étre réalisées que chez la souris (“Knock
out” de geénes), chez les mammiferes domes-
tiques en particulier.

Les études de toxicologie pourraient aussi lar-
gement bénéficier de l'utilisation de systémes
in vitro.

En clinique humaine, la cryoconservation des
spermatozoides avant traitement chimio-
radiothérapique stérilisant permet de préser-
ver des possibilités de reproduction chez 'adul-
te. En l'absence de spermatozoides matures,
des mesures de préservation du potentiel de
reproduction n’ont pas pu, jusqu’ici, étre envi-
sagées chez I'enfant, alors méme que le taux de
guérison de certaines pathologies malignes est
important a cet age.

A cette fin, cryoconserver les cellules germi-
nales immatures obtenues chez 'enfant avant
le début du traitement anti-cancéreux, comme
on le fait pour les spermatozoides de 'homme
adulte, nécessite que l'on puisse, ultérieure-
ment, amener les cellules germinales imma-
tures a un état de maturité compatible avec la
fécondation d'un ovocyte et un développement
embryonnaire normal, lorsque le sujet guéri
aura un projet parental.
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Une procédure comportant la maturation in
vitro des cellules germinales maéles et leur uti-
lisation pour fécondation assistée apres cryo-
conservation devrait permettre d’éviter le
risque lié a la réintroduction dans le testicule
de cellules malignes [14].

La réalisation des étapes de la spermatogene-
se in vitro pourrait aussi permettre le traite-
ment de certaines stérilités liées & un déficit
somatique, en cultivant les cellules germinales
dans un environnement favorable a leur diffé-
renciation [26].

Toutefois, des améliorations et des vérifica-
tions sont encore nécessaires avant de pouvoir
utiliser les cellules différenciées in vitro “en
toute sérénité”. Un aspect important concerne
I'empreinte génomique ou parentale : celle-ci
correspond a 'expression spécifique et exclusi-
ve de T'allele maternel ou paternel de certains
genes. Elle se met en place au cours de la
gamétogenese, et un désordre de 'empreinte
contribue a une variété de pathologies, cer-
taines pouvant se manifester tardivement au
cours de la vie post-natale [13]. La nature
exacte de l'empreinte reste partiellement
inconnue mais l'on sait qu’elle doit pouvoir étre
effacée puis reprogrammée au cours de la
gamétogenese, de sorte que les ovocytes por-
tent 'empreinte maternelle et les spermato-
zoides 'empreinte paternelle. Il y a mainte-
nant plus de 20 génes humains identifiés sou-
mis & empreinte et on pense qu'il pourrait y en
avoir au total de 100 a 500 [6]. Les genes sou-
mis 4 empreinte sont normalement impliqués
dans le développement embryonnaire. Ils peu-
vent également fonctionner comme des onco-
genes ou des genes suppresseurs de tumeur.

Ainsi, le développement des études dans des
modeles animaux apparait un préalable indis-
pensable pour étudier la faisabilité de ces pro-
cédures, mais aussi pour s'assurer de leur
innocuité, et ceci avant d’envisager le passage
a une application clinique.
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ABSTRACT

In vitro spermatogenesis : a new way of
investigations

P. DURAND, M. BENCHAIB, M. GODET, F.
GRAIN, J.F. GUERIN, D. HUE, V. LAMBERT,
A. LEFEVRE, H.LEJEUNE, M.H. PERRARD-

SAPORI, P. SANCHEZ, C. STAUB, M. VIGIER,
M. WEISS

Studies in our laboratory have aimed to settle
two culture systems allowing some steps of
rodent spermatogenic cell differentiation to
occur in vitro. The first system is a coculture
of pachytene spermatocytes from adult rats
together with Sertoli cells from 20-day-old
animals. In the second system, small pieces of
spermatogenic tubules are seeded. In that
way the cell-cell junctions which are present
in vivo are better maintained in vitro ; in addi-
tion every type of germ cell present in the
tubule segments at the time of seeding can be
studied. Our results have shown that the two
meiotic divisions or even most of the meiotic
process can occur over a 2 to 4 week-culture
period. These results should have applica-
tions in basic research, toxicology, clinical
studies and biotechnology. However, for these
latter, some improvements and verifications
are still needed in order to assess the feasibi-
lity and the innocuity of these procedures.

Key words : Spermatogenesis, In vitro, Meiosis.
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