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RESUME

Le potentiel reproducteur de I'adulte dépend, en partie,
de la mise en place de la lignée germinale pendant la vie
foetale et néonatale. Une hypothése récente assez
largement partagée suggére que 'augmentation des
altérations de la reproduction masculine observée au
cours des derniéres décennies, comme la diminution
de la production spermatique et I’augmentation de
Pincidence des cancers testiculaires, résulterait de
modifications du développement de la lignée germinale
pendant la vie feetale et néonatale en réponse a
I’augmentation de la pollution environnementale.
Cependant peu d’outils sont disponibles pour étudier le
développement de la lignée germinale fcetale et
néonatale.

Nous décrivons ici un systéme de culture organotypique
dans lequel le testicule se développe sur un filtre flottant
a la surface d’un milieu synthétique ne contenant ni
sérum ni facteurs biologiques. Chez le rat et la souris,
nous avons compareé le développement des cellules de
Sertoli et des cellules germinales dans ce systéme avec
leur développement observé in vivo. Ces cellules se
développent normalement chez le rat sur une période de
deux semaines. Moins de cellules sont produites qu’in
vivo mais les fonctions de chaque cellule sont
comparables. Des résultats similaires ont été observés
chez la souris, mais la durée de maintien in vitro est
plus courte que chez le rat et ce sont les stades feetaux
les plus jeunes qui donnent les meilleurs résultats.

En utilisant ce modéle, nous avons pu étudier le
développement de la lignée germinale de testicules
prélevés immédiatement avant la naissance sur des
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foetus invalidés pour p63, un géne requis pour la survie
postnatale, et montrer que p63 est impliqué dans le
contrdle de I'apoptose néonatale de la lignée germinale.
Enfin, nous avons étendu ce modéle de culture a 'espéce
humaine (6 a 12 semaines de grossesse) et montré que
I’on peut maintenir I'architecture testiculaire et les
cellules germinales pendant 4 jours avec une efficacité
supérieure pour les stades jeunes (moins de 8 semaines).

En conclusion, ce modéle est potentiellement trés
intéressant pour étudier I'effet de facteurs physiologiques
ou toxiques sur la mise en place de la lignée germinale
chez le male.
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I. INTRODUCTION

Le développement de la lignée germinale méle pendant
la vie foetale et néonatale jusqu’a la formation des
spermatogonies présente une succession d'eévénements
bien caractérisés chez la souris et le rat [2, 48]. Les
cellules germinales primordiales (CGP) ont une origine
ectodermique et se différencient dans la région proximale
de I'épiblaste entre 6,5 et 7 jours post conception (jpc)
chez la souris sous l'influence de facteurs produits dans
cette région comme certains membres de la famille des
Bone Morphogenic Proteins (BMP) [15]. Tout en se
multipliant, les CGP migrent depuis ce territoire extra-
embryonnaire pour venir coloniser I'ébauche gonadique.
A 7.5 jpc, les CGP sont retrouvées a la base de
Fallantoide dans 'endoderme définitif, puis, elles sont
incorporées au cours des remaniements morpho-
génétiques dans I'endoderme intestinal. Elles migrent
ensuite activement par mouvements amiboides via le
mésentére dorsal vers les crétes genitales qui se sont
formées a la surface ventrale du mésonéphros. Les
CGP atteignent les crétes génitales a 11 jpc chez la
souris et & 12 jpc chez le rat [48). Les cellules germinales
sont alors appelées gonocytes et la gonade montre le
méme aspect morphologique indifférencié chez le male
et la femelle.

Alors que la gonade femelle conservera cet aspect
indifférencié pendant plusieurs jours jusqu’a I'entrée
en méiose, la gonade male s'organise précocement. En
effet, a 12 jpc chez la souris et 4 13,5 jpc chez le rat,
les cellules de Sertoli se différencient, adhérent les
unes aux autres et englobent les cellules germinales pour
former les cordons séminiferes [31]. Les gonocytes
montrent ensuite une chronologie de developpement tres
particuliére chez la souris et le rat. Les gonocytes
proliferent jusqu’a 17,5 jpc chez le rat [48] et 15,5 jpc
chez la souris [68] puis ils rentrent dans une période de
quiescence et reprennent leurs mitoses a 1 jour post
natal (jpp) chez la souris [45] et 2-3 jpp chez le rat [48].
Enfin, les gonocytes donnent naissance aux premiéres
spermatogonies a 4 jpp chez la souris et a 6 jpp chez
le rat [6, 12, 45]. Il est a noter que les périodes de
prolifération foetale et néonatale des gonocytes sont
également des périodes d’apoptose de ces cellules
[12].

Chez I'Homme, la chronologie de la mise en place de
la lignée germinale male a également été étudiée. Les
CGP commencent leur migration depuis la racine de
l'allantoide & 4 semaines de gestation et elles entrent
dans la gonade au cours de la 56Me semaine [71].
Chez le male les cellules germinales sont ensuite
englobées dans les cordons séminiféres qui se
différencient entre 6 et 7 semaines de grossesse [24,
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71). La caractérisation des cellules germinales foetales
a d’abord été réalisée par microscopie électronique et
a montré plusieurs sous-populations [22, 27, 71].
Récemment, une étude immunohistologique utilisant
des marqueurs des cellules germinales a permis de
caractériser trois types de cellules germinales : les
gonocytes, les cellules germinales intermédiaires et les
préspermatogonies [23]. Cependant [a connaissance de
l'ontogenése de la lignée germinale male humaine reste
encore incompléte. En particulier, la numération des
cellules germinales tout au cours de [a vie intra-utérine
n’a pas encore éte réalisée. En outre, on ne sait toujours
pas s’il existe ou non des périodes d’activités
prolifératives et apoptotiques séparées par une période
de quiescence a l'instar des rongeurs.

Pendant la vie foetale, le développement de la lignée
germinale est indépendant des hormones hypophysaires
[43, 46]. Il est contrbélé par des régulations intra-
testiculaires qui jouent un rdle physiologique fondamental
[39, 49, 66] mais la connaissance de ces régulations
reste encore trés limitée.

Une meilleure connaissance du développement des
cellules germinales foetales males est devenue
récemment un objectif majeur de santé publique depuis
que ces cellules sont supposées étre la cible directe ou
indirecte des toxiques environnementaux dont la diversité
et la concentration dans Fenvironnement augmentent
régulierement [3, 16, 18, 61). Les principaux polluants
chimiques incriminés sont les perturbateurs endocriniens
a activité aestrogénique (xéno-cestrogénes) ou a effet
anti-androgénique tels que les pesticides (insecticide,
herbicides, fongicides), les agents plastifiants, les
surfactants, et les phytooestrogénes présents
essentiellement dans [lalimentation et plus
accessoirement dans I'atmosphére. L’hypothése la plus
couramment admise actuellement est i) que ces
polluants seraient responsables de 'augmentation des
altérations de la gamétogenéese observée au cours des
derniéres décennies telles que la baisse qualitative et
quantitative de la production spermatique humaine [4,
65] et 'augmentation de l'incidence du cancer testiculaire
[63], et ii) que ces polluants agiraient pendant la vie
feetale [16, 61]. Cette hypothése a été initialement
formulée par Sharpe et Skakkebaek en 1993 [62] et de
nombreuses observations effectuées sur la faune
sauvage, ainsi que des analyses épidémiologiques,
expérimentales et cliniques sont venues la conforter
au cours des derniéres années [18, 64, 70].

Les systémes in vitro sont des outils précieux pour les
études des régulations et des déregulations du
développement du testicule, mais linterprétation des
données peut étre biaisée tant que I'on n’a pas démontré




que la différenciation et le développement s'effectuent
normalement dans de tels systémes. Ainsi, en culture
cellulaire, les gonocytes isolés montrent un trés faible
pourcentage de survie [11, 36, 67] et il est possible que
ceux qui survivent ne soient pas représentatifs de la
totalité de la population. Le systéme de culture
organotypique qui préserve I'architecture testiculaire et
les communications intercellulaires nous est apparu
comme un systéme plus approprié pour les études a long
terme de la lignée germinale, une lignée particulierement
fragile in vitro.

Le systéme de culture organotypique de testicules
foetaux a déja été utilisé chez le rat, la souris et ’lhomme.
Chez le rat, les premiéres cultures ont été réalisées
dans le laboratoire d’'Alfred Jost dans les années 50 et
60. Les testicules étaient alors déposés sur une grille
enrobée d’agar. Ce systeme a été utilisé pour les études
pionniéres de I'AMH [30], de la production de
testostérone [26, 53] et pour les études de la
gamétogenese du testicule néonatal [10, 59]. Nos
premiéres expeériences en 1991 ont montré que l'activité
stéroidogéne se développait moins bien lorsque le
testicule était déposé sur une grille que lorsqu'il était
déposeé sur un filtre qui flotte a la surface du milieu [25].

Nous avions également observé que des plages de
nécrose apparaissaient plus facilement sur grille que sur
filtre, probablement en raison de la difficulté de maintenir
le milieu a un niveau correct sur la grille dont la surface
n’est jamais plane. Aussi, nous avons définitivement
adopté le systéeme de culture sur filtre flottant pour
étudier les effets de différents facteurs sur la
stéroidogenese [34, 58], la gamétogenese [49] ou les
deux fonctions [38, 40] du testicule foetal et néonatal du
rat. Nous avons observé qu’au cours d’'une culture de
2 ou 3 jours, les cellules de Leydig, de Sertoli et les
gonocytes se développent de fagon comparable au
développement in vivo. Ces résultats ont été obtenus
en utilisant un milieu de culture synthétique dépourvu
d’hormone, de sérum et de tout facteur de signalisation.
Ceci confére au modéle de culture une puissance
supplémentaire dans linterprétation des résultats car
I'effet d’'un facteur exogéne ne résulte pas de son
interférence avec d'éventuelles molécules de
signalisation du milieu. Ce systéme de culture sur filtre
flottant a alors été utilisé par d’autres équipes [14, 35].
Cependant, les cultures ne duraient pas plus de 3 jours
et le présent article a été conduit pour analyser le
développement de la lignée germinale chez le rat dans
le systéme de culture organotypique sur une longue
période.

Chez la souris, le systéme de culture organotypique
des testicules foetaux a été utilisé pour la premiére fois
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par Wolff [73]. Des cultures sur grille ont permis de
mettre en évidence les effets des sécrétions du testicule
sur le tractus génital en co-culture et d’étudier la
production testiculaire de stéroides [55, 72]. Plus
recemment, des cultures sur blocs d’agar ont été utilisées
pour étudier le lignage cellulaire et les événement
cellulaires et morphologiques impliqués dans la
différenciation testiculaire [13, 57]. Cependant, le
développement de la lignée germinale en culture
organotypique n'a jamais été étudié chez la souris. En
outre, toutes les précédentes études in vitro avaient
été effectuées en présence de sérum. Il restait donc a
valider un systéme qui permette le développement de
la lignée germinale méale murine dans un milieu
synthétique sans sérum. Un tel systeme est
particulierement important en regard des potentialités
d’études génétiques de la souris.

Chez I'humain, deux études ont précédemment utilisé
la culture organotypique pour analyser I'effet de différents
facteurs sur le développement de la lignée germinale
[9, 56]. Cependant, elles n'ont pas validé le systéme car
les auteurs n’ont pas quantifié le développement de la
lignée germinale [9] ou bien ils ont seulement mesuré
la densité de cellules germinales [56] alors qu’on sait
que la structure du testicule foetal humain est trés
hétérogene [8]. La validation d’'un systéme de culture
organotypique de testicule foetal humain restait donc a
faire. Ce systéme est particulierement important en
regard de la demande sociétale d’analyser les effets
toxicologiques des polluants environnementaux.

Le but de I'étude présentée ici a donc été de caractériser
et de préciser les limites du développement in vitro de
la lignée germinale feetale et néonatale male dans notre
modéle de culture organotypique de testicule flottant sur
un filtre dans un milieu synthétique dépourvu de sérum
et de tout facteur de signalisation. Pour cela, nous avons
compare le développement des gonocytes dans notre
systéme in vitro avec celui observe in vivo. L'étude a été
conduite chez le rat, |la souris et I'espéce humaine. Le
présent article fait la synthése de plusieurs de nos
articles publiés ou sous presse et portant sur la technique
de culture organotypique [25, 32, 37, 39, 40, 49, 54].

Il. MATERIELS ET METHODES

1. Obtention des testicules foetaux et néonataux de
rongeurs

Les rats Sprague-Dawley et les souris C57/BL6 ont été
élevés sous des conditions standardisées de
photopériode (lumiére de 8 a.m. a 8 p.m.) et de
température (22-23°C). lis ont été nourris par un régime
commercial (U.A.R., Villemoisson sur Orge, France)
avec de I'eau de boisson ad libitum. Les males étaient




introduits dans les cages des femelles pendant la nuit.
L'ovulation et la fécondation ayant lieu a 2 h00, le jour
qui suit la nuit de 'accouplement est compté comme le
jour 0,5 post conception (0,5 jpc). La naissance a lieu
entre 15.00 ha 21,5jpc et 18.00 h a 22,5 jpc chez les
rats et entre 18.00 h &4 18,5 jpc et 10.00 h a 19,5 jpc chez
les souris. Les jours 22,5 jpc (rat) et 19,5 jpc (souris)
ont été comptés comme le jour 0 post partum (O jpp).

Les animaux gestants ont été anesthésiés par injection
i.p. de pentobarbital sodique (Sanofi, Libourne, France;
4 mg/100g de poids corporel) et les foetus ont été
extériorisés aprés laparotomie. Les testicules foetaux ont
été prélevés aseptiquement sous stéréomicroscope. A
13,5 jpc chez le rat et & 11,5 jpc chez la souris, les
gonades sont encore morphologiquement identiques
dans les deux sexes. Nous avons donc déterminé le
sexe du feetus a ces ages par la recherche de la
chromatine sexuelle sur la membrane amniotique pour
le rat [29, 49] et par la recherche par PCR de SRY pour
la souris (F,5’GTCAAGCGCCCCATGAATGCAT3 et R,
5AGTTTGGGTATTTCTCTCTGTGS’). A ces stades,
nous avons prélevé en une seule piéce les deux gonades
et leur mésonéphros associé car toutes ces structures
sont encore étroitement associées et il reste des cellules
germinales dans le mésonéphros n'ayant pas encore
colonisé la gonade. A partir de 14,5 jpc (rat) ou 12,5 jpc
(souris), les testicules se distinguent des ovaires par leur
aspect plus arrondi et par la présence de l'artére
testiculaire qui court a la surface de l'organe. A ces
ages, les testicules ont été prélevés dépourvus du tissu
adjacent.

Le sexe des rats et des souris nouveau-nés a été identifié
par la distance ano-génitale. Les testicules des
nouveaux-nés males ont été prélevés immédiatement
aprés sacrifice par décapitation.

2. Obtention des testicules foetaux humains

Les testicules foetaux humains provenaient d’Interruption
Volontaire de Grossesse (IVG) réalisées entre 6 et 12
semaines de grossesse par le Service de Gynécologie
et Obstétrique de 'HOpital Antoine Béclére avec I'accord
du Comité d’Ethique de I'hdpital. Les IVG ont été
pratiquées par aspiration, 48 h aprés F'absorption par
voie orale de 200mg de mifegyne (RU 486, Roussel-
Uclaf, France). Aucune IVG n'a été pratiquée pour raison
médicale et tous les foetus apparaissaient morpholo-
giquement normaux. Les foetus ont été disséqués sous
stéréomicroscope selon les régles d'Hygiéne et Sécurité
(Laboratoire L2) et les testicules ont été prélevés et
immédiatement explantés in vitro ou bien immergés
dans le fixateur. Le sexe du feetus a été déterminé par
la morphologie de la gonade. L'age du feetus a été
évalué par la mesure de la longueur des membres et
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du pied [21]. Le pourcentage de testicule intact dans les
produits d’aspiration est faible (12%).

3. Produits utilisés

Le milieu de culture était le Ham's F12/Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (1:1) (Gibco, Grand Island, NY)
additionné de 0,35 % glutamine (Flow Laboratories,
Irvine, UK) et de 80 pug/ml de gentamicine (Gentalline,
Schering-Plough, Levallois-Perret, France). Aucun
sérum, hormone, facteur de croissance ou autre
molécule de signalisation bioactive n’était ajouté au
milieu. LU'Hormone Lutéinisante ovine (oLH; NIH.LH
S$19; 1.01 NIH.LH.S1 unités/mg) était un don du Dr.
A.F. Parlow (NIDDK, Bethesda, MD, U.S.A. et la hFSH
recombinante (12000 IU/mg) un don du Dr. B. Mannaerts
(Organon International, Pays Bas) [42].

L’anticorps anti-AMPc a été offert par le Dr J.M. Saez
(INSERM U 369, Lyon, France). L'anticorps dirigé contre
I'hormone anti-Millérienne (AMH) de rongeurs provient
de Santa-Cruz (CA, USA), l'anticorps anti-AMH humaine
a été offert par le Dr. N. di Clemente (INSERM U 782,
Clamart, France), Il'anticorps anti 5-bromo-2'-
deoxyuridine  (BrdU)  provient d’Amersham
(Buckinghamshire, Angleterre) et I'anti-Ki67 est un
anticorps monoclonal de DAKO (Trappes, France).
L'anticorps dirigé contre I'antigéne nucléaire 1 des
cellules germinales (GCNA1) a été offert par G. Enders
[20]. Enfin 'anticorps anti-caspase 3 clivée a été fourni
par Cell Signaling Technology (Beverly, MA).

4. Culture organotypique et incubation ex vivo

Les explants testiculaires ont été cultivés ou incubés sur
filtres selon une procédure initialement publiée en 1991
[25] et Iégérement modifiée depuis.

Pour les testicules issus de fcetus de rongeurs
relativement agés, nous avons obtenu une oxygénation
correcte en coupant le testicule avant de le mettre en
culture en deux (rat a 16,5 jpc et souris a 14,5 et 15,5
jpc), quatre (rat a 18,5 jpc et souris a 17,5 jpc), huit (rat
a 20,5 jpc et souris a 2 jpp) ou seize (rat a 3 jpp)
morceaux. De méme, les testicules feetaux humains
ont été coupés en 2, 8, 12 et 16 morceaux a 6-7, 8-9,
10 et 11-12 semaines de gestation respectivement avant
d’étre déposés sur le filtre.

Les deux testicules et leur mésonéphros (rata 13,5 jpc
et souris a 11,5 jpc), le testicule isolé entier (rat a 14,5
et 15,5 jpc et souris a 12,5 et 13,5 jpc) ou tous les
morceaux issus d’un méme testicule (rat et souris a
tous les autres ages, homme a tous les ages) ont été
placés sur un méme filtre. Ce filtre est individualisé
(Millipore, HA, pore de 0,45 um, Bedford, MA, USA)
pour les rongeurs ou inclus dans un insert (Millicell,
filtre CM avec des pores de 0,4 um, Fisher Scientific




Labosi, Elancourt, France) pour 'homme. Les filtres
portant le ou les explants ont été mis a flotter sur 0,3
(homme) 0,4 (stades jeunes des rongeurs) ou 1,5
(stades tardifs des rongeurs) ml de milieu. Les cultures
ont été réalisées a 37°C dans une atmosphére saturée
en vapeur d’eau contenant 95 % d’air et 5 % de CO2.

Les testicules ont été incubés pendant 3 heures (ex
vivo) ou cultivés pendant 3 a 21 jours avec changement
du milieu tous les jours (in vitro). Dans certains cas, le
milieu de culture a été conservé a -20°C en vue d’un
dosage d’AMPc ou de transferrine. Les testicules cultivés
ou fraichement prélevés ont été fixés pendant2a 24 h
dans le liquide de Bouin, inclus dans la paraffine et
coupés au microtome a 5 pm d’épaisseur pour les
analyses cellulaires. Pour les cultures & long terme
(supérieures a 7 jours), des précautions spéciales ont
été prises pour préserver la flottabilité des filtres. Aucune
figure de nécrose n'a été observée quelle que soit la
durée de la culture a condition d’éliminer les testicules
dont le filtre support a coulé.

5. Identification et comptage des cellules germinales

Le principe a été publié en 1998 [49]. Les coupes sériées
issues de la totalité d’un testicule ont été montées sur
lames, déparaffinées, réhydratées et colorées a
'hématoxyline-éosine ou par la coloration de Tushmann.
Selon les cas, les gonocytes ont été identifiés
simplement sur la base de leur aspect morphologique
(cellules sphériques avec une membrane plasmique
clairement visible, un gros noyau sphérique légérement
coloré contenant des petits granules de chromatines et
au moins deux nucléoles), ou bien aprés marquage
positif de GCNA1, ou bien en tant que cellules non
marquées dans les cordons séminiféres aprés révélation
immunohistologique de 'AMH.

La numération des gonocytes a été réalisée de la fagon
suivante. Tous les gonocytes d’'une coupe sur 3 (rat de
13,5 a 15,5 jpc et souris de 11,5 a 13,5 jpc), d’une
coupe sur 10 (rat de 16,5 jpc a 3 jpp, souris de 14,5 jpc
a 2 jpp et homme a 6-7 semaines) ou d’une coupe sur
20 (homme aprés 7 semaines) ont été comptés. Le
nombre cumulatif obtenu a été muiltiplié par 3, 10 ou 20
pour obtenir le nombre brut (NB) de gonocytes par
testicule. Nous avons ensuite appliqué la formule
d’Abercombrie pour tenir compte de la surestimation due
au comptage en double d’'une méme cellule dans deux
coupe successives : NR=NBxS/(S+D) ou NR est le
nombre réel, S I'épaisseur de la coupe (5 um) et D le
diamétre moyen du noyau des gonocytes [1]. D s’obtient
en divisant par n/4 la moyenne des diamétres mesurés
sur la coupe. Toutes les mesures et comptages ont été
fait en aveugle en utilisant le systéme d’analyse d'images
Histolab (Microvision Instruments, Evry, France).
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6. Marquage immunohistochimique de ’AMH

La procédure est celle décrite par Vigier et al. en 1983
[69]. Aprés déparaffinage et réhydratation, les
peroxydases endogénes et les liaisons protéiques non
spécifiques ont été bloquées par une incubation avec
HoO5 puis du sérum normal de chévre. Apres incubation

avec 'anticorps anti-AMH, celui-ci a été révélé par une
incubation avec de I'anticorps biotinylé de chévre anti-
lapin et le complexe avidine-biotine-péroxidase
(Vectastain Elite ABC kit, Vector Laboratories,
Burlingame, CA) en présence de 3,3'-diaminobenzidine
(DAB).

7. Révélation immunohistologique de GCNA1

Le protocole a été celui décrit par Enders et al. [20].
Aprés déparaffinage et réhydratation, les coupes ont été
incubées dans 0,3% HO2 pendant 15 min puis en
présence d’anticorps anti-GCNA1 (don de G . Enders)
pendant la nuit a 4°C. Les coupes ont été ensuite
incubées pendant 30 min. a la température ambiante
avec de l'anticorps anti-IlgG de rat puis avec le complexe
avidine-biotine-péroxidase en présence de DAB.

8. Mesure de I'incorporation de BrdU

Nous avons utilisé un kit immunohistochimique de
mesure de la prolifération cellulaire (Amersham,
Buckinghamshire, UK) pour mettre en évidence
l'incorporation de BrdU pendant la phase S dans les
cellules en mitose selon la méthode initialement décrite
en 1998 [49]. Le BrdU (1%) a été ajouté au milieu de
culture du testicule ex vivo ou in vitro pendant 3 heures.
Au moins 3 coupes prises dans différentes parties du
testicule (1€r tiers, milieu et 26Me tiers) ont été montées
et incubées avec 0,3% d' HpOo & 20°C pendant 30
min. dans le méthanol pour inactiver les peroxydases
endogénes, puis avec un anticorps monoclonal de souris
dirigé contre le BrdU a 20°C pendant 1 heure. L'anticorps
fixé au noyau a été ensuite lié avec un anticorps anti-
IgG de souris couplé a la peroxidase et la peroxidase
est visualisée en utilisant la DAB comme substrat.
L'index d’incorporation du BrdU est le pourcentage de
cellules montrant une immunoréactivité positive au BrdU
obtenu par le comptage d’au moins 200 cellules.

9. Révélation immunohistochimique de Ki67

Ki67, un antigéne nucléaire présent seulement chez
les cellules cyclantes [60] a éte utilisé comme marqueur
de la prolifération des cellules germinales humaines. Les
coupes montées sur lames ont été chauffées au micro-
ondes dans une solution perméabilisante (0,01M
d’acétate de sodium; pH 2) pendant 30 min. Le protocole
a ensuite été le méme que pour la détection de TAMH
excepté que du sérum normal de cheval et de Fanticorps




biotinylé secondaire de cheval dirigé contre les IgG de
souris ont été utilisés.

10. Révélation immunohistochimique de la
caspase 3 clivée

La caspase 3 est impliquée dans la plupart des voies
apoptotiques [50]. Aussi, nous I'avons utilisé comme
marqueur de I'apoptose. Les coupes montées sur lames
ont été chauffées au micro-ondes dans une solution
perméabilisante (0,05 M Tris ; pH 10,6) pendant 30
min. Le protocole utilisé a ensuite été le méme que
pour la révélation de FAMH.

11. Dosage de la sécrétion d’Adénosine 5’-
monophosphate (AMPc)

La sécrétion d’AMPc a été mesurée ex vivo ou aprés
72 h de culture en incubant les testicules pendant 3 h
dans du milieu contenant 1mM de 3-isobutyl-1-
methylxanthine (IBMX) (Sigma, St Louis, MO, USA),
en présence ou en absence de 200 miU/ml d’hFSH
recombinante [40]. Les milieux ont été acétylés et utilisés
pour le dosage radioimmunologique de 'AMPc selon la
méthode décrite par Bégeot et al. [7].

12. Dosage de la sécrétion de transferrine

La technique utilisée a été celle décrite par Le
Magueresse et al. [33]. La transferrine standard provenait
de SIGMA. La gamme étalon s’étendait de 0,2 a 200
ng/tube. Le coefficient intradosage de variation était de
8%.

13. Analyses statistiques

Les valeurs présentées sont les moyennes + I'erreur
standard a la moyenne (SEM). La signification statistique
de la différence entre deux moyennes a été évaluée en
utilisant le test t de Student. Si la comparaison portait
sur les 2 testicules d’'un méme foetus nous avons utilisé
le test de Student en valeurs appariées.

Ill. RESULTATS

1. Comparaison du développement in vivo et in
vitro des cordons séminiferes

a) Rat

In vivo, les cellules de Sertoli s’agrégent et entourent
les gonocytes pour former les cordons séminiféres entre
13,5 et 14,5 jpc [41]. Nous avons observé que cette
morphogenése se produit également in vitro avec des
testicules feetaux explantés a 13,5 jpc (Figure 1 A et
B). En accord avec les données bibliographiques [52],
nous avons observé que l'activité mitotique, évaluée
par le pourcentage de cellules de Sertoli BrdU-positives
ex vivo, augmente pendant la vie foetale pour atteindre
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un maximum a 21,5 jpc. En culture organotypique,
Factivité mitotique des cellules de Sertoli a été maintenue
(Tableau 1). Le nombre de cellules de Sertoli qui se
forment in vitro est plus faible qu'in vivo : 58000 et
672000 in vivo aux jours 18,5 et 21,5 pc, respectivement
[42] vs 125000 dans le testicule de 18,5 jpc testé aprés
3 jours de culture. Dans le testicule de 18,5 jpc cultivé,
aucune trace d'apoptose n’a été détectée par la méthode
TUNEL dans les cellules de Sertoli. Nous avons observé
gu’apres la naissance, le pourcentage de cellules de
Sertoli BrdU-positives diminue in vivo et in vitro : en
utilisant des testicules de 3 jpp ce pourcentage est de
17,1+1,2% ex vivo etde 12,7 £ 0,4% aprés 3 jours de
culture.

Nous avons évalué l'activité fonctionnelle des cellules
de Sertoli en mesurant la production ' AMPc en réponse
a la stimulation aigué par la FSH puisque les cellules
de Sertoli sont les seules cellules testiculaires capables
de répondre ala FSH (Tableau 1). Nous avons observé
que ’AMPc produit en réponse a la FSH ex vivo
augmente progressivement en fonction de I'dge foetal.
La capacité de répondre a la FSH augmente également
in vitro, mais le niveau atteint aprés 3 jours de culture
est plus faible que celui observé a I'age correspondant
in vivo. Nous avons également évalué la production de
transferrine, un marqueur spécifique des cellules de
Sertoli. La production ex vivo augmente avec 'age [43]
et augmente également au cours de la culture en
conditions basales (2,4+0,7, 3,3t0,4 et 6,111,4
pg/testicule/h a J1, J2 et J3 de culture respectivement,
n=9 avec des testicules de 16,5 jpc). Enfin,
limmunorévélation de 'AMH a montré que I'expression
de cette hormone augmente in vitro avec les testicules
explantés a 13,5 jpc (Figure 1A et B) et est maintenue
in vitro avec les testicules plus agés (données non
montrées).

Jusqu’a 7 jours de culture, I'expression de 'AMH et
I'organisation en cordons séminiféres se sont révélées
comparables dans le testicule cultivé et dans le testicule
d’age équivalent in vivo (Figure 1 C). Aprés 9 jours de
culture d’'un testicule de 14,5 jpc, les cordons ont
tendance a se collapser (Figure 1 G) et, aprés 14 jours
de culture presque tous les cordons sont altérés (Figure

1 H). A partir du 108™M€ jour de culture, bien que
I’'eépithélium sertolien reste clairement structuré, les
cellules péritubulaires aplaties ne sont plus identifiables
(Figure 1 H).

b) Souris

In vivo, les cellules de Sertoli s’agrégent et entourent
les gonocytes pour former les cordons séminiféres entre

11,5 et 13,5 jpc. Nous avons observé que les cordons
seminiféres se différencient de fagon comparable dans




des testicules explantés a 11,5 jpc et cultivés dans notre
dans notre systéme organotypique (Figure 1 D et E).
La comparaison avec les stades équivalents in vivon'a
pas montré de différences majeures (Figure 1 F).

En accord avec la littérature [45, 68], nous avons observé
que ie pourcentage de cellules de Sertoli incorporant le
BrdU dans le testicule ex vivo augmente en fonction de
age jusqu’a un maximum a 17,5 jpc (Tableau 1) puis
diminue ultérieurement (données non montrées).
Comme chez le rat, les celiules de Sertoli maintiennent
une forte activité mitotique aprés 3 jours de culture
(Tableau 1).

Comme chez le rat, la sécrétion d’AMPc en réponse a
la stimulation aigue par FSH augmente au cours de la
culture, mais elle reste inférieure au niveau atteint in vivo
au cours de la période correspondante (Tableau 1).
L'expression de 'AMH augmente au cours de la culture
pour les testicules de 11,5 jpc et elle est maintenue
pour les testicules plus 4gés (donnée non montrée).
Avec les jeunes testicules foetaux (12,5 jpc) cultivés
pendant plus de 5 jours, l'intégrité des cordons
séminiféres est préservée. Cependant, aprés une
période de culture plus longue (10 jours) environ 80 %
des cordons montrent une morphologie perturbée
(Figure 5 J).

¢) Homme

Pour chaque feetus, nous avons fixé un testicule au
moment de I'explantation (Figure 2A et C) et cultivé le
testicule controlatéral pendant 4 jours en conditions
basales. Alafin de la culture, I'architecture du testicule
est bien préservée avec les cellules de Sertoli englobant
les cellules germinales (Figure 2 B et D). L'expression
de 'AMH est encore élevée dans les cellules de Sertoli.
Nous n’avons observé aucun signe de nécrose ou de
désorganisation tissulaire. Les cellules germinales
montrent une morphologie caractéristique des gonocytes
un cytoplasme claire limité par une membrane plasmique
nette et un gros noyau sphérique contenant plus d'un
nucléole (Figure 2 A-F).

d) Conclusion

Chez le rat, la souris et 'Thomme, durant les premiers
jours de culture dans notre systéme organotypique,
l'organisation, la prolifération et 'expression des fonctions
différenciées des cellules de Sertoli se développent de
fagon similaire a celles observées in vivo bien que ces
activités soient moins intenses qu’in vivo. Dans les
cultures a long terme (plus de 10 jours) de rat et de
souris, la morphologie des cordons séminiféres est
altérée.
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2. Comparaison du développement des gonocytes
in vivo et in vitro

a) Rat

Nous avions précedemment déterminé le nombre de
gonocytes par testicule au cours du développement et
montré que ce nombre augmente de 13,5 jpc jusqu’a
18,5 jpc, puis reste stable jusqu’a 3 jpp, stade ou la
prolifération redémarre [12, 39] (Figure 3). Dans notre
systéme de culture organotypique, les changements
du nombre de gonocytes dans les testicules explantés
a différents ages et cuitivés pendant quelques jours
dans un milieu témoin sont comparables a ceux
observés in vivo bien que le nombre total de gonocytes
obtenus in vitro reste inférieur a celui observé in vivo
(Figure 3).

Nous avions également précédemment détermine le
profil développemental des activités mitotiques des
gonocytes en utilisant l'incorporation de BrdU ex vivo.
Nous avions identifié deux périodes d’activité (I'une
pendant le développement feetal et 'autre pendant le
développement néonatal) séparées par une période
quiescente sans activité mitotique (Figure 4 A, [12]).
Nous avons mesuré ici le pourcentage de gonocytes
incorporant le BrdU pendant un pulse de 3h aprés
différents temps de culture de testicules explantés a
14,5 jpc (Figure 4 B et Figure 5 A-C). Nous avons
observé que le pourcentage de gonocytes BrdU positifs
diminue au cours des 5 premiers jours de culture a
l'instar de I'évolution normale in vivo. Les gonocytes
entrent ensuite dans une période de quiescence suivi
d’'une reprise spontanée des mitoses aprés 14 jours
de culture ce qui correspond au stade néonatal de 6 jpp.
Cependant, le nombre et le pourcentage de gonocytes
reprenant leur mitose in vitro sont tres inférieurs a ceux
observés in vivo a 6 jpp.

Enfin, dans 6 cas sur 10, pour lesquels nous avons
poursuivi la culture pendant 21 jours nous avons observé
quelques rares cellules ressemblant a des
spermatogonies A (Figure 5D). Comme nous l'avons
signalé plus haut, au dela de 10 jours de culture, les
cordons commencent a s’effondrer, et, aprés 21 jours
de culture, la plupart d’entre eux sont désorganisés.
Aussi, il est difficile d’assurer que ces cellules sont
effectivement des spermatogonies sur la base de leur
localisation dans les cordons comme pour les testicules
de 10jpp (Figure 5 E) cependant elles ont le méme
aspect que les spermatogonies A observées in vivo a
10 jpp. Enfin il faut signaler que nous avons observé de
trés rares spermatocytes avec une condensation
chromatinienne caractéristique du stade leptoténe dans
les testicules de 14,5 jpc cultivés pendant 21 jours
(Figure 5 D insert).




Figure 1 : Aspect histologique des testicules
foetaux de rat et de souris avant et apreés culture.

La révélation immunohistochimique de ’'AMH a
été réalisée avant (A, D) et aprés (B, E) 7 jours de
culture de testicules foetaux de rat de 13,5 jpc (A,
B) et 4 jours de culture de testicules faetaux de
souris de 11,5 jpc (D, E). Les cultures ont été réali-
sées sur filtre qui flottent & la surface de
DMEM/Ham F12 dépourvu de sérum, d’hormone
et de tout autre facteur biologique. L'immunohis-
tochimie de 'AMH a également été réalisée aux
stades équivalents in vivo : 20,5 jpc chez le rat (C)
et 15,5 jpc chez la souris (F). Des coupes colorées
& 'hématoxyline-éosine de testicules foetaux de
rat de 14,5 jpc aprés 9 (G) et 14 (H) jours de cultu-
re sont présentées. La barre d’échelle représente
20 um. Les tétes de fléeche désignent des gonocy-
tes.

Figure 2 : Aspect histologique des testicules
feetaux humains avant et aprés culture.

Les testicules de 6 semaines (A, B) ou plus dgés
que 10 semaines (C, D) ont été fixés dans le liqui-
de de Bouin immédiatement aprés leur préléve-
ment (A, C) ou aprés 4 jours de culture (B, D, E)
dans du DMEM/Ham F12 dépourvu de sérum,
d’hormone et de tout autre facteur biologique. Les
cellules de Sertoli (fleches) ont été identifiées par
révélation immunohistologique de I'’AMH ce qui
permet d’identifier les gonocytes (pointes de flé-
ches) non marqués au sein des cordons séminifé-
res. Un témoin négatif de 'immunomarquage a
été obtenu en remplacgant I'anticorps anti-AMH
par du PBS (F). La barre d’échelle représente 10
um.
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Figure 3 : Développement des gonocytes dans le testicule
foetal et néonatal de rat en culture. Les testicules foetaux
ont été prélevés a différents stades foetaux (datés en jour
post conception (jpc) ou néonataux (datés en jour post
partum (jpp)) et cultivés sur des filtres flottants sur du
milieu. Au moment de I’explantation (in vivo) et aprés 1
(J1), 2, (J2), 3 (J3) ou 4 (J4) jours de culture, les gonocytes
contenus dans les testicules ont été comptés. Les valeurs
sont la moyenne £ SEM de 6 a 10 expériences. * : P<0,05 et
** : P<0,01 par rapport aux valeurs a I’explantation en utili-
sant le test " t " de Student en valeurs appariées.
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Figure 4 : Index d’incorporation du BrdU dans les gonocy-
tes de testicules foetaux de rat ex vivo et in vitro. Les testi-
cules foetaux de rat ont été prélevés a différents jours post
conception (jpc) et placés sur un filtre flottant sur du
milieu comme décrit dans la légende de la Figure 1. Des
testicules ont été cultivés pendant 3h en présence de BrdU
et le pourcentage de gonocytes BrdU positifs a été déter-
miné (graphe du haut : ex vivo). Les testicules de feetus
agés de 14,5 jours ont été cultivés pendant 2, 3, 5, 9 ou 14
jours et le pourcentage de gonocytes incorporant le BrdU
qui était ajouté pendant les trois derniéres heures de cultu-
re a été déterminé (graphe du bas : in vitro). Les valeurs
sont les moyennes * SEM de 4-5 expériences.
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Figure 5 : Incorporation de BrdU dans les testicules de
rat et de souris en culture. Les testicules ont été préle-
vés chez des faetus de rat de 14,5 jpc (A-D) ou de souris
de 12,5 jpc (F-J) et cultivés sur des filtres flottants pen-
dant 2 (G), 3 (A), 5 (B, H), 10 (I, J), 14 (C) ou 21 (D) jours
et fixés dans le liquide de Bouin, coupés et colorés. En
AaCetFal le BrdU a été ajouté au milieu pendant les
trois derniéres heures de culture, et I'incorporation de
BrdU dans le noyau a été révélée par coloration immu-
nohistologique. Les fleches ouvertes désignent des
gonocytes qui n’ont pas incorporé le BrdU et les fleches
noires des gonocytes qui ont incorporé le BrdU. Les
tétes de fleches indiquent des spermatogonies de type
A observées aprés 21 jours de culture (D) et dans des
testicules de rat de 10 jpp (E) avec une coloration a I’hé-
matoxyline-éosine. La figure additionnelle dans l'insert
E montre une spermatogonie avec une coloration plus
légére. L’insert D montre un stade leptoténe précoce
observé aprés 21 jours de culture. J est une coupe obs-
ervée au faible grossissement d’un testicule de feetus de
souris de 12,5 jpc aprés 10 jours de culture qui montre
Paltération de la structure des cordons séminiféres. Les
barres d’échelle représentent 20 um.




Tableau 1 : Comparaison de la prolifération et de la différenciation des cellules de Sertoli in vivo et in vitro.

RAT Age foetal a I'explantation (jpc) 14,5 16,5 18,5 21,5

Cellules de Sertoli BrdU-positives ex vivo (%) 13,5+1,2 178+0,5 214 +£1,2 241+ 13

Cellules de Sertoli BrdU-positives aprés 3 j de 131+ 18 ND 224 +08 ND
culture (%) T T

Sécrétion basale d'AMPc ex vivo (pg/testicule/h) < 0,4 34+07 6,703 16010

Sécrétion aigué d'AMPc ex vivo en réponse a
une <04 57+09 20823 57,3+38
stimulation par FSH (pg/testicule/h)

Secretion basale d'AMPc aprés 3 j de culture 5 5, 54 ND 92+21 ND

(pg/testicule/h)
Sécrétion aigué d'’AMPc en réponse a une
stimulation par FSH aprés 3 j de culture 42 +1,3 ND 325+34 ND
(pg/testicule/h)
SOURIS Age feetal a I'explantation (jpc) 12,5 14,5 17,5

Cellules de Sertoli BrdU-positives ex vivo (%) 252 +0,5 350+12 403x0,6

Cellules de Sertoli BrdU-positives aprés 3jde 554,33 337126 ND
culture (%) e T

Sécrétion basale d'AMPc ex vivo (pgftesticule/h) <04 052+003 160,22

Sécrétion aigué d'AMPc ex vivo en réponse a
une stimulation par FSH (pg/testicule/h) <04 1.1£01 40£03

Sécrétion basale d'AMPc aprés 3 j de culture ND 194002 ND
(pgltesticule/h) 2 %0,

Sécrétion aigué d' AMPc en réponse a une
stimulation par FSH aprés 3 j de culture ND 2904 ND
(pgl/testicule/h)

L’activité mitotique des cellules de Sertoli a été évaluée par I'incorporation de BrdU pendant 3 h. La différenciation des
cellules de Sertoli a été évaluée par la mesure de ’AMPc produit en réponse a une stimulation aigué par FSH. Les ana-
lyses ont été réalisées avec des testicules faetaux de rat et de souris avant et aprés une culture de 3 jours sur un filtre
flottant. Les valeurs sont les moyennes * SEM de 3 a 8 expériences. ND = non déterminé.
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b) Souris

Le nombre de gonocytes par testicule augmente in vivo
jusqu’a un maximum a 14,5 jpc (Figure 6). Dans notre
systéme de culture organotypique, le nombre de
gonocytes augmente également dans les testicules
explantés a 12,5 jpc, mais reste inférieur a la valeur de
I'age correspondant in vivo. Avec des testicules explantés
a 13,5 jpc, le nombre de gonocytes reste constant au
cours de la culture alors qu’it augmente considéra-
blement au cours du développement in vivo. Avec des
testicules explantés a 14,5 ou 15,5 jpc, le nombre reste
stable au cours de la culture, a l'instar du développement
in vivo (Figure 6).

Comme chez le rat, nous avons déterminé le
pourcentage de gonocytes qui incorporent le BrdU au
cours d’'une incubation ex vivo de 3 heures. Le profil est
similaire a celui du rat avec deux périodes d’activité
mitotiques (I'une foetale de 12,5 a 15,5 jc et l'autre
néonatale a partir de 0 jpp) séparées par une peériode
quiescente (Figure 7). Nous avons explanté les
testicules a 12,5 jpc et mesuré le pourcentage de
gonocytes incorporant le BrdU pendant un pulse de 3h
apreés différents temps de culture. Ce pourcentage
diminue pendant les 2 premiers jours de culture a Pinstar
de I'évolution in vivo. Puis, les gonocytes entrent dans
une phase de quiescence. Enfin, ils reprennent
spontanément une activité mitotique entre 5 et 10 jours
de culture ce qui correspond a la période pendant
laquelle se produit la reprise des mitoses in vivo (Figure
7). La révélation immunohistochimique de lincorporation
de BrdU est illustrée Figure 5 F-I. Il est intéressant de
souligner que, bien que l'organisation en cordons
séminiféres du testicule soit fortement altérée aprés 10
jours de culture (Figure 5J), ceci n'empéche pas les
gonocytes de reprendre leur mitose.

¢) Homme

Nous avons évalué le nombre de cellules germinales
par testicule ainsi que leur activité mitotique aprés 4
jours de culture et comparé ces valeurs avec celles
obtenues au moment de I'explantation. Pour les
testicules explantés avant 8 semaines, le nombre de
cellules germinales reste le méme au cours de la culture,
alors qu'il diminue de 1,8 fois avec les testicules plus
agés (Figure 8 A). La prolifération, mesurée par la
détection de Ki67, augmente au cours de la culture
pour les testicules les plus 4gés (Figure 8 B). L'activite
apoptotique des cellules germinales mesurée par la
révélation immunohistochimique de la caspase 3 clivée,
tend a augmenter en culture a tous les ages, mais cette
augmentation n’est significative qu'avec les stades les
plus agés (Figure 8 C).
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d) Conclusions

Notre systéme in vitro permet de maintenir un profil de
développement de la lignée germinale comparable a
celui observé in vivo, bien que le nombre de cellules
germinales obtenues in vitro soit trés inférieur a la valeur
correspondante in vivo. La gameétogenése in vitro est
plus facile @ maintenir chez le rat que chez la souris et
I'homme. Les cultures a long terme avec les testicules
feetaux humains sont en cours de réalisation dans notre
laboratoire.

3. Application de ce systéme de culture aux souris
dont un géne vital a été invalidé

L'analyse du réle d’un géne dans le développement du
testicule est impossible a conduire par la stratégie
d’invalidation génique lorsque cette invalidation est
létale. Il est possible de contourner cet obstacle en
explantant in vitro le testicule foetal prélevé avant la
mort de 'animal.

Ainsi, les souris homozygotes pour une inactivation de
p63, une protéine de la famille p53, meurent a la
naissance par déshydratation du fait de Fabsence de
formation de la peau en I'absence de p63 fonctionnel
[44]. A 18,5 jpc, le nombre de gonocytes est légerement
supérieur chez les foetus p63-/- en comparaison avec
les foetus sauvages mais la différence n’est pas
significative. Pour analyser I'effet de l'inactivation de
p63 sur les activités mitotiques et apoptotiques des
gonocytes néonataux, nous avons préleve les testicules
chez les foetus p63-/- et sauvages a 18,5 jpc (C’est-a-
dire 1 jour avant la naissance) et cultivé ces testicules
pendant 3 jours. A la fin de la culture, le nombre de
gonocytes est 38 % plus élevé dans les testicules p63-
/- que chez les testicules sauvages (Figure 9 A). Ala
fin de la culture, 37 % des gonocytes incorporent le
BrdU ce qui indique que ces cellules ont repris
normalement leur activité mitotique in vitro. Ce taux est
inchangé apreés invalidation de p63 (Figure 9 D-F). En
revanche, I'activité apoptotique des gonocytes, qui
reprend également spontanément en culture, est réduite
d’un facteur 3 aprés invalidation de p63 (Figure 9 G-
1). Ainsi, la complémentarité d’'une approche in vivo
(invalidation de p63) et in vitro (culture organotypique)
nous a permis de mettre en évidence le rble apoptotique
fondamental de p63 dans I'apoptose naturelle post-
natale des gonocytes.

IV. DISCUSSION

Dans cet article, nous avons caractérisé un modéle de
culture organotypique de la gamétogenése foetale et
néonatale en comparant le développement de la lignée
germinale in vivo et in vitro dans trois espéces. Cette
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Figure 6 : Développement des gonocytes dans le testicule
foetal de souris en culture. Les testicules ont €té prélevés a
différents stades foetaux datés en jours post conception
(ipc) ou néonataux datés en jours post partum (jpp) et culti-
vés sur des filtres flottants sur du milieu synthétique. Au
moment de I'explantation (in vivo) et apres 3 jours de cultu-
re (J3), les gonocytes contenus dans le testicule ont été
comptés. Les valeurs sont les moyennes * SEM de 4 a §
expériences. ** : P<0,01 par rapport aux valeurs a I'explanta-
tion en utilisant le test " t " de Student en valeurs appariées.
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Figure 7 : Index d’incorporation du BrdU dans les gonocytes
de testicules foetaux et néonataux de souris ex vivo et in
vitro. Les testicules de Souris ont été prélevés a différents
Jours post conception (jpc) ou post partum (jpp) et placés sur
un filtre flottant sur du milieu comme décrit dans la légende
de la Figure 1. Des testicules ont été cultivés pendant 3h en
présence de BrdU et le pourcentage de gonocytes BrdU
positifs a été déterminé (graphe du haut : ex vivo). Les testi-
cules de foetus agés de 12,5 jpc ont été cultivés pendant 1, 2,
5, 8 ou 10 jours et le pourcentage de gonocytes incorporant
le BrdU qui était ajouté pendant les trois derniéres heures de
culture a été déterminé (graphe du bas : in vitro). Les valeurs
sont les moyennes + SEM de 4-5 expériences.
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Figure 8 : Développement des gonocytes dans le testicule
faetal humain en culture. Les testicules ont été prélevés a 6
ou 7 semaines ou a 8-10 semaines. Un testicule a été
immédiatement fixé dans le Bouin et I'autre testicule du
méme feetus a été cultivé pendant 4 jours sur un filtre flot-
tant sur du milieu sans sérum ni hormone ou facteur de
signalisation. Au moment de I’explantation (in vivo) et
aprés 4 jours de culture, les gonocytes contenus dans les
testicules ont été comptés (A), leur prolifération a été éva-
luée par la révélation de Ki67 (B) et leur activité apopto-
tique a été mesurée par la révélation immunohistochimique
de la caspase 3 clivée (C). Les valeurs sont les moyennes #
SEM de 3 a 6 expériences. * : P<0,05 par rapport aux
valeurs in vivo en utilisant le test " t " de Student en
valeurs appariées.




Cl++ W--

)
@ % -
Sgs "Z)A
g =
a8 2.2
s ¢
e < 3
7. u’; 4
(=B
0°® (5) ® (@
g & D
5o @ 40 o
e® ¥ B
|
SME 2 g
C 2 10] =
e <
BB 6 @)
- -
8?\*‘; 15 1G H
£<
T g 0 o
g v Z o 7]
:.‘E 5 1 g
X 2
S @@ 6@
30 13

Figure 9 : Effet de I'invalidation de p63 sur le développement des cellules germinales. Les testicules P63+/+ (B, E, H) et
P63-/- (C, F, I) de foetus a 18,5 jpc (JO) ont été cultivés pendant 3 jours (J3). Le nombre total de cellules germinales par
testicule a été determiné aprés immunorévélation de GCNA1 (A, B, C). Le pourcentage de gonocytes ayant incorporé le
BrdU (noyau rouge) a été mesuré aprés marquage des cellules de Sertoli par révélation de FAMH (marron) (D, E, F). Le
pourcentage de gonocytes contenant la caspase 3 clivée a été mesuré (G, H, I). Les colonnes représentent les moyen-
nes * SEM d’un nombre n d’expériences indiqué sous chaque colonne. ** P< 0,01 and *** P<0,001 dans le test de Stu-
dent. ND, non détectable. La barre d’échelle représente 20 um et le méme grossissement a été utilisé pour chaque
image. Les gonocytes marqués pour le BrdU ou la caspase 3 clivée sont indiqués par des fléches blanches et les gono-

cytes non marqués par des fléches noires.

approche a permis d’établir la validité et les limites du
modéle. Dans d’autres articles, nous avons démontré
que ce modéle permet également de mimer le
développement normal de la stéroidogenése testiculaire
chez le rat a tous les stades et chez la souris et 'homme
aux stades jeunes, mais qu'il est nécessaire d’ajouter
de la LH chez la souris et 'Thomme aux stades &gés [17,
25, 32, 34, 37, 39, 40, 58).

Les fonctions des cellules de Sertoli (organisation en
cordons séminiféres, production d’AMH, production
d’AMPc en réponse a la FSH) se développent ou se
maintiennent correctement dans notre systéme in vitro
pour les foetus de tous les ages étudiés, mais
I'organisation des cellules péritubulaires et des cellules
de Sertoli en cordons séminiféres est altérée aprés 10
jours de culture chez le rat et la souris.
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Notre systéme permet le développement ou le maintien
de la lignée germinale mais le nombre de gonocytes
formés ou maintenus in vitro est trés inférieur aux valeurs
observées in vivo en particulier chez la souris a 13,5 jpc
et chez 'homme. Chez I'homme, le nombre de
gonocytes augmente au cours du premier semestre [8]
alors que dans notre systéme de culture le nombre de
gonocytes est seulement maintenu (feetus de 7
semaines ou moins) ou méme diminué (feetus de plus
de 7 semaines). Malgré ces limites, notre systéme de
culture est trés performant. Il est le premier qui rapporte
une survie des gonocytes de rat et de souris pendant
10 ou 14 jours. En systéme de culture cellulaire,
seulement 5% des gonocytes survivent aprés 24 h de
culture [11].

Aussi bien chez le rat que chez la souris, les gonocytes




reprennent leur mitose dans les testicules cultivés au
méme moment qu'in vivo aprés une période de
quiescence correspondant a la période de quiescence
observée in vivo. Ceci est une découverte importante
car les cellules germinales sont des cellules difficiles a
maintenir et faire évoluer in vitro. On peut noter qu’il est
surprenant que les perturbations morphologiques de
I'organisation testiculaire observée aprés de longues
périodes de culture, n'empéchent pas les gonocytes
de reprendre leurs mitoses et de se différencier en
spermatogonies. Ainsi, ces étapes de la différenciation
gonocytaire semblent pouvoir étre réalisées
indépendamment, au moins partiellement, d’'une
organisation trés stricte au sein des cordons ce qui peut
expliquer la capacité des gonocytes a donner des
cellules germinales adultes lorsqu’ils sont transplantés
dans les tubes séminiféres d’une souris réceptrice [47].

Le maintien du développement des cellules de Sertoli
et des gonocytes dans notre systéme in vitro confirme
que ces processus sont largement indépendants des
facteurs extratesticulaires [28, 48]. Nos résultats
soulignent également I'importance du maintien de
larchitecture testiculaire et des relations intercellulaires
pour optimiser le développement in vitro de la
gamétogenese. En effet les gonocytes isolés ont une
survie trés faible aussi bien en culture de gonocytes
purifiés qu'en systeme dispersé [11, 67].

Nos analyses du développement des cellules de Sertoli
et des gonocytes in vivo confirment les données
bibliographiques pour le rat [12, 43, 48, 51] et la souris
[5, 19, 45, 68]. En outre, nous démontrons ici pour la
premiére fois que I'activité (sécrétion basale) et le niveau
de différenciation (sécrétion stimulée par FSH) de
chaque cellule de Sertoli individuellement diminue avec
I'Age feetal chez le rat comme chez la souris. Chez le
rat, nous avons rapporté ici qu’entre 16,5 et 21,5 jpc la
sécrétion d’AMPc en conditions basales ou stimulée
par FSH augmente d’un facteur 5 a 10 alors que le
nombre de cellules de Sertoli augmente d’un facteur 30
[43]. Chez la souris, entre 14,5 et 17,5 jpc la sécrétion
d’AMPc en conditions basale ou stimulée par FSH
augmente d'un facteur 3 a 4 alors que le nombre de
cellules de Sertoli augmente probablement d'un facteur
6 sur la méme période (valeur calculée a partir des
données des références [5] et [45]). Nous avons décrit
le méme déclin pour les cellules de Leydig [37] et il
reste a rechercher si son origine est la méme que celui
des cellules de Sertoli.
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V. CONCLUSION

Cette étude montre que la gamétogenése peut se
développer in vitro avec une évolution comparable
a celle observée in vivo en utilisant un systéme de
culture organotypique dans lequel le testicule est
placé sur un filtre qui flotte sur un milieu synthétique
dépourvu de facteurs biologiques et de sérum.
Cependant ce systéeme est plus performant pour le
rat que pour la souris et ’homme qui, a certains
stades, montrent un faible maintien in vitro de la
lignée germinale. Cette caractérisation du modéle
est potentiellement trés intéressante.

En effet, ce modéle peut étre utilisé pour poursuivre
le développement du testicule in vitro chez les souris
porteuses d’une invalidation létale d’'un géne comme
illustré dans cet article avec le géne p63. Ce modeéle
permettra d’étudier I'effet sur la gamétogenése de
nombreux facteurs exogénes en fonction de I’adge
du testicule, de la durée de I’'exposition ou de la
concentration du facteur. Ces facteurs peuvent étre
des hormones, des facteurs para/autocrines, des
facteurs de signalisation, des perturbateurs
endocriniens, des rayonnements ionisants. Ce
modéle permet également d’étudier le réle des
facteurs intratesticulaires en utilisant des souris
knock-out ou en ajoutant des siRNA au milieu.
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ABSTRACT

In vitro development of foetal male germ cells in rats,
mice and humans

Gabriel LIVERA, Romain LAMBROT, René FRYDMAN,
Hervé COFFIGNY, Catherine PAIRAULT, Béatrice
PETRE-LAZAR, Stéphanie G. MORENO, Virginie

ROUILLER-FABRE, René HABERT

The key role of the foetal germ cell line in the reproductive
capacity of the adult has been known for a long time.
More recently, the observed increase in male reproductive
disorders such as the decline of sperm count and quality
and the increased incidence of testicular cancer has been
postulated to be due to alterations of foetal and neonatal
testicular development in response to increasing
environmental pollution. However, few tools are available
to study foetal and neonatal germ cell line development
and the effects of physiological or toxic substances on
this process.

The authors have developed an organ culture system in
which foetal or neonatal testis is grown on a filter floating
on a synthetic medium free of serum, hormones or
biological factors. This study, using rats and mice, first
compared the long-term morphological and functional
development of Sertoli and germ cells in this in vivo
system. In rats, these cells developed normally over a
period of two weeks in vitro. Fewer cells were produced
than in vivo, but a similar level of differentiated function
was observed. Germ cells, which are difficult to maintain
in vitro, resumed mitosis after a quiescent period, at the
same time as in vivo. Similar results were obtained with
mouse fetuses, but this model was less efficient.

This culture model can be used to study post-natal
development of the germ cell lineage in testes derived
from foetuses on the last day of foetal life and invalidated
for P63, that do not survive after birth. This gene was
found to be involved in the regulation of germ apoptosis
which resumes after birth in the mouse. Lastly, this model
applied to the human species (from 6 to 12 weeks of
gestation) showed that testicular architecture and germ
cells can be maintained for 4 days with better efficiency
at younger stages than at older stages.

In conclusion, testicular architecture and intercellular
communications are sufficiently preserved to sustain
gametogenesis in vitro with no added factors. This method
is potentially useful to study the effects of various factors,
particularly xenobiotics.

Key-Words: germ cells, foetus, culture, development, testis




