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RESUME 

Le potentiel reproducteur de I'adulte d~pend, en partie, 
de la mise en place de la lign~e germinale pendant la vie 
foetale et n~onatale. Une hypoth~se r~cente assez 
largement partag~e sugg~re que I'augmentation des 
alterations de la reproduction masculine observ~e au 
cours des derni~res d~cennies, comme la diminution 
de la product ion spermatique et I 'augmentat ion de 
I ' incidence des cancers testiculaires, r~sulterait de 
modifications du d~veloppement de la lign~e germinale 
pendant la vie foetale et n~onatale en r~ponse 
I 'augmentation de la pol lut ion environnementale. 
Cependant peu d'outUs sont disponibles pour ~tudier le 
d~veloppement de la lign~e germinale foetale et 
n~onatale. 

Nous d~crivons ici un syst~me de culture organotypique 
dans lequel le testicule se d~veloppe sur un filtre flottant 

la surface d'un milieu synth~tique ne contenant ni 
s~rum ni facteurs biologiques. Chez le rat et la souris, 
nous avons compar~ le d~veloppement des cellules de 
Sertoli et des cellules germinales dans ce syst~me avec 
leur d~veloppement observ~ in vivo. Ces cellules se 
d~veloppent normalement chez le rat sur une p~riode de 
deux semaines. Moins de cellules sont produites qu' in  
v ivo  mais les fonct ions de chaque cellule sont 
comparables. Des r~sultats similaires ont ~t~ observes 
chez la souris, mais la dur~e de maintien in v i t ro est 
plus courte que chez le rat et ce sont les stades foetaux 
les plus jeunes qui donnent les meilleurs r~sultats. 

En ut i l isant ce module, nous avons pu ~tudier le 
d~veloppement de la lign~e germinale de testicules 
pr~lev~s imm~diatement avant la naissance sur des 

foetus invalid~s pour p63, un g~ne requis pour la survie 
postnatale, et montrer que p63 est impliqu~ dans le 
contr61e de I'apoptose n~onatale de la lign~e germinale. 
Enfin, nous avons ~tendu ce module de culture b I'esp~ce 
humaine (6 ~ 12 semaines de grossesse) et montr~ que 
I'on peut maintenir I 'architecture test iculaire et les 
cellules germinales pendant 4 jours avec une efficacit~ 
sup~rieure pour les stades jeunes (moins de 8 semaines). 

En conclusion, ce module est potentiel lement tr~s 
int~ressant pour ~tudier I'effet de facteurs physiologiques 
ou toxiques sur la mise en place de la lign~e germinale 
chez le m&le. 

Mots  c l~s : cellules germinales, foetus, culture, 

d#veloppement, testicule 
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I, INTRODUCTION 

Le developpement de la lignee germinale m~le pendant 
la vie foetale et neonatale jusqu'& la formation des 
spermatogonies presente une succession d'evenements 
bien caracterises chez la souris et le rat [2, 48]. Les 
cellules germinales primordiales (CGP) ont une origine 
ectodermique et se differencient dans la region proximale 
de I'epiblaste entre 6,5 et 7 jours post conception (jpc) 
chez la souris sous I'influence de facteurs produits dans 
cette region 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'ebauche gonadique. 
,/k 7,5 jpc, les CGP sont retrouvees & la base de 
I'allanto'~'de dans I'endoderme definitif, puis, elles sont 
incorporees au cours des remaniements morpho- 
genetiques dans I'endoderme intestinal. Elles migrent 
ensuite activement par mouvements amibo'fdes via le 
mesentere dorsal vers les cretes genitales qui se sont 
formees a la surface ventrale du mesonephros. Les 
CGP atteignent les cretes genitales a 11 jpc chez la 
souris eta 12 jpc chez le rat [48]. Les cellules germinales 
sont alors appelees gonocytes et la gonade montre le 
meme aspect morphologique indifferencie chez le m~le 
et la femelle. 

Alors que la gonade femelle conservera cet aspect 
indifferencie pendant plusieurs jours jusqu'~ I'entree 
en meiose, la gonade m&le s'organise precocement. En 
effet, ~ 12 jpc chez la souris eta 13,5 jpc chez le rat, 
les cellules de Sertoli se differencient, adherent les 
unes aux autres et englobent les cellules germinales pour 
former les cordons seminiferes [31]. Les gonocytes 
montrent ensuite une chronologie de developpement tres 
particuliere chez la souris et le rat. Les gonocytes 
proliferent jusqu'& 17,5 jpc chez le rat [48] et 15,5 jpc 
chez la souris [68] puis ils rentrent dans une periode de 
quiescence et reprennent leurs mitoses & 1 jour post 
natal (jpp) chez la souris [45] et 2-3 jpp chez le rat [48]. 
Enfin, les gonocytes donnent naissance aux premieres 
spermatogonies & 4 jpp chez la souris et & 6 jpp chez 
le rat [6, 12, 45]. II est a noter que les periodes de 
proliferation foetale et neonatale des gonocytes sont 
egalement des periodes d'apoptose de ces cellules 
[12]. 

Chez rHomme, la chronologie de la mise en place de 
la lignee germinale m~le a egalement ete etudiee. Les 
CGP commencent leur migration depuis la racine de 
I'allantoide a 4 semaines de gestation et elles entrent 
dans la gonade au cours de la 5eme semaine [71]. 
Chez le m&le les cellules germinales sont ensuite 
englobees dans les cordons seminiferes qui se 
differencient entre 6 et 7 semaines de grossesse [24, 

71]. La caracterisation des cellules germinales foetales 
a d'abord 6te realisee par microscopie electronique et 
a montre plusieurs sous-populations [22, 27, 71]. 
Recemment, une etude immunohistologique utilisant 
des marqueurs des cellules germinales a permis de 
caracteriser trois types de cellules germinales : les 
gonocytes, les cellules germinales intermediaires et les 
prespermatogonies [23]. Cependant la connaissance de 
I'ontogenese de la lignee germinale m~le humaine reste 
encore incomplete. En particulier, la numeration des 
cellules germinales tout au cours de la vie intra-uterine 
n'a pas encore ete realisee. En outre, on ne sait toujours 
pas s'il existe ou non des periodes d'activites 
proliferatives et apoptotiques separees par une periode 
de quiescence a I'instar des rongeurs. 

Pendant la vie foetale, le developpement de la lignee 
germinale est independant des hormones hypophysaires 
[43, 46]. II est contrSle par des regulations intra- 
testiculaires qui jouent un rele physiologique fondamental 
[39, 49, 66] mais la connaissance de ces regulations 
reste encore tres limitee. 

Une meilleure connaissance du developpement des 
cellules germinales foetales m&les est devenue 
recemment un objectif majeur de sante publique depuis 
que ces cellules sont supposees etre la cible directe ou 
indirecte des toxiques environnementaux dont la diversite 
et la concentration dans I'environnement augmentent 
regulierement [3, 16, 18, 61]. Les principaux polluants 
chimiques incrimines sont les perturbateurs endocriniens 

activite oestrogenique (xeno-oestrog~nes) ou & effet 
anti-androgenique tels que les pesticides (insecticide, 
herbicides, fongicides), les agents plastifiants, les 
surfactants, et les phytooestrogenes presents 
essentiellement dans I'alimentation et plus 
accessoirement dans I'atmosphere. L'hypothese la plus 
couramment admise actuellement est i) que ces 
polluants seraient responsables de I'augmentation des 
alterations de la gametogen~se observee au cours des 
dernieres decennies telles que la baisse qualitative et 
quantitative de la production spermatique humaine [4, 
65] et I'augmentation de rincidence du cancer testiculaire 
[63], et ii) que ces polluants agiraient pendant la vie 
foetale [16, 61]. Cette hypothese a ete initialement 
formulee par Sharpe et Skakkebaek en 1993 [62] et de 
nombreuses observations effectuees sur la faune 
sauvage, ainsi que des analyses epidemiologiques, 
experimentales et cliniques sont venues la conforter 
au cours des dernieres annees [18, 64, 70]. 

Les systemes in vitro sont des outils precieux pour les 
etudes des regulations et des deregulations du 
developpement du testicule, mais I'interpretatiQn des 
donnees peut etre biaisee tant que I'on n'a pas demontre 
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que la differenciation et le developpement s'effectuent 
normalement dans de tels systemes. Ainsi, en culture 
cellulaire, les gonocytes isoles montrent un tres faible 
pourcentage de survie [11,36, 67] et il est possible que 
ceux qui survivent ne soient pas representatifs de la 
totalite de la population. Le systeme de culture 
organotypique qui preserve I'architecture testiculaire et 
les communications intercellulaires nous est apparu 
comme un systeme plus approprie pour les etudes a long 
terme de la lignee germinale, une lignee particulierement 
fragile in vitro. 

Le systeme de culture organotypique de testicules 
foetaux a deja ete utilise chez le rat, la souris et I'homme. 
Chez le rat, les premieres cultures ont ete realisees 
dans le laboratoire d'Alfred Jost dans les annees 50 et 
60. Les testicules etaient alors deposes sur une grille 
enrobee d'agar. Ce systeme a ete utilise pour les etudes 
pionnieres de I'AMH [30], de la production de 
testosterone [26, 53] et pour les etudes de la 
gametogenese du testicule neonatal [10, 59]. Nos 
premieres experiences en 1991 ont montre que I'activite 
steroi'dogene se developpait moins bien Iorsque le 
testicule etait depose sur une grille que Iorsqu'il etait 
depose sur un filtre qui flotte a la surface du milieu [25]. 

Nous avions egalement observe que des plages de 
necrose apparaissaient plus facilement sur grille que sur 
filtre, probablement en raison de la difficulte de maintenir 
le milieu a un niveau correct sur la grille dont la surface 
n'est jamais plane. Aussi, nous avons definitivement 
adopte le systeme de culture sur filtre flottant pour 
etudier les effets de differents facteurs sur la 
steroidogenese [34, 58], la gametogenese [49] ou les 
deux fonctions [38, 40] du testicule foetal et neonatal du 
rat. Nous avons observe qu'au cours d'une culture de 
2 ou 3 jours, les cellules de Leydig, de Sertoli et les 
gonocytes se developpent de fa(~on comparable au 
developpement in vivo. Ces resultats ont ete obtenus 
en utilisant un milieu de culture synthetique depourvu 
d'hormone, de serum et de tout facteur de signalisation. 
Ceci confere au modele de culture une puissance 
supplementaire dans I'interpretation des resultats car 
I'effet d'un facteur exogene ne resulte pas de son 
interference avec d'eventuelles molecules de 
signalisation du milieu. Ce systeme de culture sur filtre 
flottant a alors ete utilise par d'autres equipes [14, 35]. 
Cependant, les cultures ne duraient pas plus de 3 jours 
et le present article a ete conduit pour analyser le 
developpement de la lignee germinale chez le rat dans 
le systeme de culture organotypique sur une Iongue 
periode. 

Chez la souris, le systeme de culture organotypique 
des testicules foetaux a ete utilise pour la premiere fois 

par Wolff [73]. Des cultures sur grille ont permis de 
mettre en evidence les effets des secretions du testicule 
sur le tractus genital en co-culture et d'etudier la 
production testiculaire de steroides [55, 72]. Plus 
recemment, des cultures sur blocs d'agar ont ete utilisees 
pour etudier le lignage cellulaire et les evenement 
cellulaires et morphologiques impliques dans la 
differenciation testiculaire [13, 57]. Cependant, le 
developpement de la lignee germinale en culture 
organotypique n'a jamais ete etudie chez la souris. En 
outre, toutes les precedentes etudes in vitro avaient 
ete effectuees en presence de serum. II restait donc a 
valider un systeme qui permette le developpement de 
la lignee germinale male murine dans un milieu 
synthetique sans serum. Un tel systeme est 
particulierement important en regard des potentialites 
d'etudes genetiques de la souris. 

Chez I'humain, deux etudes ont precedemment utilise 
la culture organotypique pour analyser I'effet de differents 
facteurs sur le developpement de la lignee germinale 
[9, 56]. Cependant, elles n'ont pas valide le systeme car 
les auteurs n'ont pas quantifie le developpement de la 
lignee germinale [9] ou bien ils ont seulement mesure 
la densite de cellules germinales [56] alors qu'on sait 
que la structure du testicule foetal humain est tres 
heterogene [8]. La validation d'un systeme de culture 
organotypique de testicule foetal humain restait donc 
faire. Ce systeme est particulierement important en 
regard de la demande societale d'analyser les effets 
toxicologiques des polluants environnementaux. 

Le but de I'etude presentee ici a donc ete de caracteriser 
et de preciser les limites du developpement in vitro de 
la lignee germinale foetale et neonatale m~le dans notre 
modele de culture organotypique de testicule flottant sur 
un filtre dans un milieu synthetique depourvu de serum 
et de tout facteur de signalisation. Pour cela, nous avons 
compare le developpement des gonocytes dans notre 
systeme in vitro avec celui observe in vivo. L'etude a ete 
conduite chez le rat, la souris et I'espece humaine. Le 
present article fait la synthese de plusieurs de nos 
articles publies ou sous presse et portant sur la technique 
de culture organotypique [25, 32, 37, 39, 40, 49, 54]. 

II. MATERIELS ET METHODES 

1. Obtention des testicules foetaux et n6onataux de 
rongeurs 

Les rats Sprague-Dawley et les souris C57/BL6 ont 6te 
elev6s sous des conditions standardisees de 
photoperiode (lumiere de 8 a.m. a 8 p.m.) et de 
temperature (22-23~ IIs ont ete nourris par un regime 
commercial (U.A.R., Villemoisson sur Orge, France) 
avec de I'eau de boisson ad libitum. Les males etaient 
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introduits dans les cages des femelles pendant la nuit. 
L'ovulation et la fecondation ayant lieu a 2 h00, le jour 
qui suit la nuit de I'accouplement est compte comme le 
jour 0,5 post conception (0,5 jpc). La naissance a lieu 
entre 15.00 h a 21,5 jpc et 18.00 h a 22,5 jpc chez les 
rats et entre 18.00 h & 18,5jpc et 10.00 h & 19,5jpc chez 
les souris. Les jours 22,5 jpc (rat) et 19,5 jpc (souris) 
ont ete comptes comme le jour 0 post partum (0 jpp). 

Les animaux gestants ont ete anesthesies par injection 
i.p. de pentobarbital sodique (Sanofi, Libourne, France; 
4 mg/100g de poids corporel) et les foetus ont ete 
exteriorises apres laparotomie. Les testicules foetaux ont 
ete preleves aseptiquement sous stereomicroscope. A 
13,5 jpc chez le rat et a 11,5 jpc chez la souris, les 
gonades sont encore morphologiquement identiques 
dans les deux sexes. Nous avons donc determine le 
sexe du foetus a ces &ges 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, 
5'AGTTTGGGTATTTCTCTCTGTG3'). Aces stades, 
nous avons preleve en une seule piece les deux gonades 
et leur mesonephros associe car toutes ces structures 
sont encore etroitement associees et il reste des cellules 
germinales dans le mesonephros n'ayant pas encore 
colonise 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 presence de I'artere 
testiculaire qui court & la surface de I'organe. Aces 
&ges, les testicules ont ete preleves depourvus du tissu 
adjacent. 

Le sexe des rats et des souris nouveau-nes a ete identifie 
par la distance ano-genitale. Les testicules des 
nouveaux-nes m~les ont ete preleves immediatement 
apres sacrifice par decapitation. 

2. Obtention des testicules foetaux humains 

Les testicules foetaux humains provenaient d'lnterruption 
Volontaire de Grossesse (IVG) realisees entre 6 et 12 
semaines de grossesse par le Service de Gynecologie 
et Obstetrique de I'H6pital Antoine Beclere avec I'accord 
du Comite d'Ethique de I'h6pital. Les IVG ont ete 
pratiquees par aspiration, 48 h apres rabsorption par 
voie orale de 200mg de mifegyne (RU 486, Roussel- 
Uclaf, France). Aucune IVG n'a ete pratiquee pour raison 
medicale et tousles foetus apparaissaient morpholo- 
giquement normaux. Les foetus ont ete disseques sous 
stereomicroscope selon les regles d'Hygiene et Securite 
(Laboratoire L2) et les testicules ont ete preleves et 
immediatement explantes in vitro ou bien immerges 
dans le fixateur. Le sexe du foetus a ete determine par 
la morphologie de la gonade. L'~ge du foetus a ete 
evalue par la mesure de la Iongueur des membres et 

du pied [21]. Le pourcentage de testicule intact dans les 
produits d'aspiration est faible (12%). 

3. Produits utilises 

Le milieu de culture 6tait le Ham's F12/Dulbecco's 
Modified Eagle's Medium (1:1) (Gibco, Grand Island, NY) 
additionn6 de 0,35 % glutamine (Flow Laboratories, 
Irvine, UK) et de 80 IJg/ml de gentamicine (Gentalline, 
Schering-Plough, Levallois-Perret, France). Aucun 
s6rum, hormone, facteur de croissance ou autre 
mol6cule de signalisation bioactive n'6tait ajoute au 
milieu. L'Hormone Luteinisante ovine (oLH; NIH.LH 
$19; 1.01 NIH.LH.S1 unites/mg) etait 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 ete offert par le Dr J.M. Saez 
(INSERM U 369, Lyon, France). L'anticorps dirige contre 
rhormone anti-MQllerienne (AMH) de rongeurs provient 
de Santa-Cruz (CA, USA), I'anticorps anti-AMH humaine 
a ete offert par le Dr. N. di Clemente (INSERM U 782, 
Clamart, France), I'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 dirige contre I'antigene nucleaire 1 des 
cellules germinales (GCNA1) a ete offert par G. Enders 
[20]. Enfin I'anticorps anti-caspase 3 clivee a ete fourni 
par Cell Signaling Technology (Beverly, MA). 

4. Culture organotypique et incubation ex v ivo 

Les explants testiculaires ont ete cultives ou incubes sur 
filtres selon une procedure initialement publiee en 1991 
[25] et legerement modifiee depuis. 

Pour les testicules issus de foetus de rongeurs 
relativement &ges, nous avons obtenu une oxygenation 
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 
& 20,5 jpc et souris ~ 2 jpp) ou seize (rat ~ 3 jpp) 
morceaux. De meme, les testicules foetaux humains 
ont ete coupes en 2, 8, 12 et 16 morceaux & 6-7, 8-9, 
10 et 11-12 semaines de gestation respectivement avant 
d'etre deposes sur le filtre. 

Les deux testicules et leur mesonephros (rat ~ 13,5 jpc 
et souris ~ 11,5 jpc), le testicule isole entier (rat ~ 14,5 
et 15,5 jpc et souris a 12,5 et 13,5 jpc) ou tousles 
morceaux issus d'un meme testicule (rat et souris 
tous les autres ~ges, homme a tousles &ges) ont ete 
places sur un meme filtre. Ce filtre est individualise 
(Millipore, HA, pore de 0,45 pm, Bedford, MA, USA) 
pour les rongeurs ou inclus dans un insert (Millicell, 
filtre CM avec des pores de 0,4 IJm, Fisher Scientific 
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Labosi, Elancourt, France) pour I'homme. Les filtres 
portant le ou les explants ont ete 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 ete realisees ~ 37~ dans une atmosphere saturee 
en vapeur d'eau contenant 95 % d'air et 5 % de CO2. 

Les testicules ont ete incubes pendant 3 heures (ex 
vivo) ou cultives pendant 3 a 21 jours avec changement 
du milieu tous les jours (in vitro). Dans certains cas, le 
milieu de culture a ete conserve ~ -20~ en vue d'un 
dosage d'AMPc ou de transferrine. Les testicules cultives 
ou frafchement preleves ont ete fixes pendant 2 & 24 h 
dans le liquide de Bouin, inclus dans la paraffine et 
coupes au microtome & 5 pm d'epaisseur pour les 
analyses cellulaires. Pour les cultures & long terme 
(superieures ~ 7 jours), des precautions speciales ont 
ete prises pour preserver la flottabilite des filtres. Aucune 
figure de necrose n'a ete observee quelle que soit la 
duree de la culture & condition d'eliminer les testicules 
dont le filtre support a coule. 

5. Identification et comptage des cellules germinales 

Le principe a ete public en 1998 [49]. Les coupes seriees 
issues de la totalite d'un testicule ont ete montees sur 
lames, deparaffinees, rehydratees et colorees 
I'hematoxyline-eosine ou par la coloration de Tushmann. 
Selon les cas, les gonocytes ont ete identifies 
simplement sur la base de leur aspect morphologique 
(cellules spheriques avec une membrane plasmique 
clairement visible, un gros noyau spherique legerement 
colore contenant des petits granules de chromatines et 
au moins deux nucleoles), ou bien apres marquage 
positif de GCNA1, ou bien en tant que cellules non 
marquees dans les cordons seminiferes apres revelation 
immunohistologique de I'AMH. 

La numeration des gonocytes a ete realisee de la fas 
suivante. Tousles gonocytes d'une coupe sur 3 (rat de 
13,5 a 15,5 jpc et souris de 11,5 & 13,5 jpc), d'une 
coupe sur 10 (rat de 16,5 jpc ~ 3 jpp, souris de 14,5 jpc 

2 jpp et homme a 6-7 semaines) ou d'une coupe sur 
20 (homme apres 7 semaines) ont ete comptes. Le 
nombre cumulatif obtenu a ete multiplie par 3, 10 ou 20 
pour obtenir le nombre brut (NB) de gonocytes par 
testicule. Nous avons ensuite applique la formule 
d'Abercombrie pour tenir compte de la surestimation due 
au comptage en double d'une meme cellule dans deux 
coupe successives : NR=NBxS/(S+D) oQ NR est le 
nombre reel, S I'epaisseur de la coupe (5 pm) et Dle 
diametre moyen du noyau des gonocytes [1]. D s'obtient 
en divisant par n/4 la moyenne des diametres mesures 
sur la coupe. Toutes les mesures et comptages ont ete 
fait en aveugle en utilisant le systeme d'analyse d'images 
Histolab (Microvision Instruments, Evry, France). 

6. Marquage immunohistochimique de I'AMH 

La proc6dure est celle decrite par Vigier eta/. en 1983 
[69]. Apres deparaffinage et r6hydratation, les 
peroxydases endogenes et les liaisons proteiques non 
specifiques ont ete bloquees par une incubation avec 
H202 puis du serum normal de chevre. Apres incubation 

avec I'anticorps anti-AMH, celui-ci a ete revele par une 
incubation avec de I'anticorps biotinyle de chevre anti- 
lapin et le complexe avidine-biotine-peroxidase 
(Vectastain Elite ABC kit, Vector Laboratories, 
Burlingame, CA) en presence de 3,3'-diaminobenzidine 
(DAB). 

7. R6velation immunohistologique de GCNA1 

Le protocole a ete celui decrit par Enders et a/. [20]. 
Apres deparaffinage et rehydratation, les coupes ont ete 
incubees dans 0,3% H20 2 pendant 15 rnin puis en 
presence d'anticorps anti-GCNA1 (don de G . Enders) 
pendant la nuit ~ 4~ Les coupes ont ete ensuite 
incubees pendant 30 rnin. ~ la temperature arnbiante 
avec de I'anticorps anti-lgG de rat puis avec le complexe 
avidine-biotine-peroxidase en presence de DAB. 

8. Mesure de I'incorporation de BrdU 

Nous avons utilise un kit irnmunohistochimique de 
rnesure de la proliferation cellulaire (Amersham, 
Buckinghamshire, UK) pour rnettre en evidence 
I'incorporation de BrdU pendant la phase S dans les 
cellules en rnitose selon la methode initialernent decrite 
en 1998 [49]. Le BrdU (1%) a ete ajoute au milieu de 
culture du testicule ex vivo ou in vitro pendant 3 heures. 
Au moins 3 coupes prises dans differentes parties du 
testicule ( ler tiers, milieu et 2eme tiers) ont ete montees 
et incubees avec 0,3% d' H20 2 a 20~ pendant 30 
rain. dans le methanol pour inactiver les peroxydases 
endogenes, puis avec un anticorps rnonoclonal de souris 
dirige contre le BrdU ~ 20~ pendant 1 heure. L'anticorps 
fixe au noyau a ete ensuite lie avec un anticorps anti- 
IgG de souris couple & la peroxidase et la peroxidase 
est visualisee en utilisant la DAB comme substrat. 
L'index d'incorporation du BrdU est le pourcentage de 
cellules montrant une immunoreactivite positive au BrdU 
obtenu par le cornptage d'au moins 200 cellules. 

9. R6v61ation immunohistochimique de Ki67 

Ki67, un antigene nucleaire present seulement chez 
les cellules cyclantes [60] a ete utilise comme marqueur 
de la proliferation des cellules germinales humaines. Les 
coupes montees sur lames ont ete chauffees au micro- 
ondes dans une solution permeabilisante (0,01M 
d'acetate de sodium; pH 2) pendant 30 min. Le protocole 
a ensuite ete le m6me que pour la detection de I'AMH 
excepte que du serum normal de cheval et de I'anticorps 
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biotinyle secondaire de cheval dirige contre les IgG de 
souris ont ete utilises. 

10. Revelation immunohistochimique de la 
caspase 3 cliv~e 

La caspase 3 est impliquee dans la plupart des voies 
apoptotiques [50]. Aussi, nous I'avons utilise comme 
marqueur de I'apoptose. Les coupes montees sur lames 
ont ete chauffees au micro-ondes dans une solution 
permeabilisante (0,05 M Tris ; pH 10,6) pendant 30 
min. Le protocole utilise a ensuite ete le m~me que 
pour la revelation de I'AMH. 

11. Dosage de la s~cr~tion d'Adenosine 5'- 
monophosphate (AMPc) 

La secretion d'AMPc a ete mesuree ex vivo ou apres 
72 h de culture en incubant les testicules pendant 3 h 
dans du milieu contenant l mM de 3-isobutyl-1- 
methylxanthine (IBMX) (Sigma, St Louis, MO, USA), 
en presence ou en absence de 200 mlU/ml d'hFSH 
recombinante [40]. Les milieux ont ete acetyles et utilises 
pour le dosage radioimmunologique de I'AMPc selon la 
methode decrite par Begeot et al. [7]. 

12. Dosage de la s~cretion de transferrine 

La technique utilisee a ete celle decrite par Le 
Magueresse et al. [33]. La transferrine standard provenait 
de SIGMA. La gamme etalon s'etendait de 0,2 a 200 
ng/tube. Le coefficient intradosage de variation etait de 
8%. 

13. Analyses statistiques 

Les valeurs presentees sont les moyennes + I'erreur 
standard a la moyenne (SEM). La signification statistique 
de la difference entre deux moyennes a ete evaluee en 
utilisant le test t de Student. Si la comparaison portait 
sur les 2 testicules d'un meme foetus nous avons utilise 
le test de Student en valeurs appariees. 

II1. RESULTATS 

1. Comparaison du developpement in v/vo et in 
vitro des cordons seminif~res 

a) Rat 

In vivo, les cellules de Sertoli s'agr~gent et entourent 
les gonocytes pour former les cordons seminiferes entre 
13,5 et 14,5 jpc [41]. Nous avons observe que cette 
morphogenese se produit egalement in vitro avec des 
testicules foetaux explantes & 13,5 jpc (Figure 1 A et 
B). En accord avec les donnees bibliographiques [52], 
nous avons observe que I'activite mitotique, evaluee 
par le pourcentage de cellules de Sertoli BrdU-positives 
ex vivo, augmente pendant la vie foetale pour atteindre 

un maximum a 21,5 jpc. En culture organotypique, 
I'activite mitotique des cellules de Sertoli a ete 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 teste apres 
3 jours de culture. Dans le testicule de 18,5 jpc cultive, 
aucune trace d'apoptose n'a ete detectee par la methode 
TUNEL dans les cellules de Sertoli. Nous avons observe 
qu'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 et de 12,7 + 0,4% apres 3 jours de 
culture. 

Nous avons evalue I'activite fonctionnelle des cellules 
de Sertoli en mesurant la production d'AMPc en reponse 
& la stimulation aigu6 par la FSH puisque les cellules 
de Sertoli sont les seules cellules testiculaires capables 
de repondre a la FSH (Tableau 1). Nous avons observe 
que I'AMPc produit en reponse a la FSH ex vivo 
augmente progressivement en fonction de I'&ge foetal. 
La capacite de repondre ~ la FSH augmente egalement 
in vitro, mais le niveau atteint apres 3 jours de culture 
est plus faible que celui observe a I'&ge correspondant 
in vivo. Nous avons egalement evalue la production de 
transferrine, un marqueur specifique des cellules de 
Sertoli. La production ex vivo augmente avec I'~ge [43] 
et augmente egalement au cours de la culture en 
conditions basales (2,4+0,7, 3,3+0,4 et 6,1+1,4 
pg/testicule/h & J1, J2 et J3 de culture respectivement, 
n=9 avec des testicules de 16,5 jpc). Enfin, 
I'immunorevelation de I'AMH a montre que I'expression 
de cette hormone augmente in vitro avec les testicules 
explantes a 13,5 jpc (Figure 1A et B) et est maintenue 
in vitro avec les testicules plus ~ges (donnees non 
montrees). 

Jusqu'& 7 jours de culture, I'expression de I'AMH et 
I'organisation en cordons seminiferes se sont revelees 
comparables dans le testicule cultive et dans le testicule 
d'~ge equivalent in vivo (Figure 1 C). Apres 9 jours de 
culture d'un testicule de 14,5 jpc, les cordons ont 
tendance a se collapser (Figure 1 G) et, apres 14 jours 
de culture presque tousles cordons sont alteres (Figure 

1 H). A partir du 10 eme jour de culture, bien que 
I'epithelium sertolien reste clairement structure, les 
cellules peritubulaires aplaties ne sont plus identifiables 
(Figure 1 H). 

b) Souris 

In vivo, les cellules de Sertoli s'agregent et entourent 
les gonocytes pour former les cordons seminiferes entre 
11,5 et 13,5 jpc. Nous avons observe que les cordons 
seminiferes se differencient de fas comparable dans 
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des testicules explantes a 11,5 jpc et cultives dans notre 
dans notre systeme organotypique (Figure 1 D et E). 
La comparaison avec les stades equivalents in vivo n'a 
pas montre de differences majeures (Figure 1 F). 

En accord avec la litterature [45, 68], nous avons observe 
que le pourcentage de cellules de Sertoli incorporant le 
BrdU dans le testicule ex vivo augmente en fonction de 
I'~ge jusqu'a un maximum a 17,5 jpc (Tableau 1) puis 
diminue ulterieurement (donnees non montrees). 
Comme chez le rat, les cellules de Sertoli maintiennent 
une forte activite mitotique apres 3 jours de culture 
(Tableau 1 ). 

Comme chez le rat, la secretion d'AMPc en reponse 
la stimulation aigue par FSH augmente au cours de la 
culture, mais elle reste inferieure au niveau atteint in vivo 
au cours de la periode correspondante (Tableau 1). 
L'expression de I'AMH augmente au cours de la culture 
pour les testicules de 11,5 jpc et elle est maintenue 
pour les testicules plus &ges (donnee non montree). 
Avec les jeunes testicules foetaux (12,5 jpc) cultives 
pendant plus de 5 jours, I'integrite des cordons 
seminiferes est preservee. Cependant, apres une 
periode de culture plus Iongue (10 jours) environ 80 % 
des cordons montrent une morphologie perturbee 
(Figure 5 J). 

c) Homme 

Pour chaque foetus, nous avons fixe un testicule au 
moment de I'explantation (Figure 2A et C) et cultive le 
testicule controlateral pendant 4 jours en conditions 
basales. A la fin de la culture, I'architecture du testicule 
est bien preservee avec les cellules de Sertoli englobant 
les cellules germinales (Figure 2 Bet D). L'expression 
de I'AMH est encore elevee dans les cellules de Sertoli. 
Nous n'avons observe aucun signe de necrose ou de 
desorganisation tissulaire. Les cellules germinales 
montrent une morphologie caracteristique des gonocytes 
un cytoplasme claire limite par une membrane plasmique 
nette et un gros noyau spherique contenant plus d'un 
nucleole (Figure 2 A-F). 

d) Conclusion 

Chez le rat, la souris et I'homme, durant les premiers 
jours de culture dans notre systeme organotypique, 
I'organisation, la proliferation et I'expression des fonctions 
differenciees des cellules de Sertoli se developpent de 
fa(~on similaire a celles observees in vivo bien que ces 
activites 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 seminiferes est 
alteree. 

2. Comparaison du d~veloppement des gonocytes 
in v/vo et in vitro 

a) Rat 

Nous avions pr6c6demment determine le nombre de 
gonocytes par testicule au cours du d6veloppement et 
montr~ que ce nombre augmente de 13,5 jpc jusqu'a 
18,5 jpc, puis reste stable jusqu'& 3 jpp, stade oQ la 
prolif6ration redemarre [12, 39] (Figure 3). Dans notre 
systeme de culture organotypique, les changements 
du nombre de gonocytes dans les testicules explantes 

diff6rents ~ges et cultives pendant quelques jours 
dans un milieu temoin sont comparables & ceux 
observes in vivo bien que le nombre total de gonocytes 
obtenus in vitro reste inf6rieur a celui observe in vivo 
(Figure 3). 

Nous avions egalement precedemment determine le 
profil developpemental des activites mitotiques des 
gonocytes en utilisant I'incorporation de BrdU ex vivo. 
Nous avions identifi6 deux periodes d'activite (l'une 
pendant le developpement foetal et I'autre pendant le 
developpement neonatal) separ6es par une periode 
quiescente sans activite mitotique (Figure 4 A, [12]). 
Nous avons mesure ici le pourcentage de gonocytes 
incorporant le BrdU pendant un pulse de 3h apres 
differents temps de culture de testicules explantes 
14,5 jpc (Figure 4 Be t  Figure 5 A-C). Nous avons 
observe que le pourcentage de gonocytes BrdU positifs 
diminue au cours des 5 premiers jours de culture & 
I'instar de I'evolution normale in vivo. Les gonocytes 
entrent ensuite dans une periode de quiescence suivi 
d'une reprise spontanee des mitoses apres 14 jours 
de culture ce qui correspond au stade neonatal de 6 jpp. 
Cependant, le nombre et le pourcentage de gonocytes 
reprenant leur mitose in vitro sont tres inferieurs a ceux 
observes in vivo ~ 6 jpp. 

Enfin, dans 6 cas sur 10, pour lesquels nous avons 
poursuivi la culture pendant 21 jours nous avons observe 
quelques rares cellules ressemblant a des 
spermatogonies A (Figure 5D). Comme nous I'avons 
signale plus haut, au dela de 10 jours de culture, les 
cordons commencent a s'effondrer, et, apres 21 jours 
de culture, la plupart d'entre eux sont desorganises. 
Aussi, il est difficile d'assurer que ces cellules sont 
effectivement des spermatogonies sur la base de leur 
Iocalisation dans les cordons comme pour les testicules 
de 10jpp (Figure 5 E) cependant elles ont le meme 
aspect que les spermatogonies A observees in vivo & 
10 jpp. Enfin il faut signaler que nous avons observe de 
tres rares spermatocytes avec une condensation 
chromatinienne caracteristique du stade leptotene dans 
les testicules de 14,5 jpc cultives pendant 21 jours 
(Figure 5 D insert). 
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Figure 1 : Aspect  h is to log ique des test icules 
foetaux de rat et de souris avant et apr~s culture. 

La rdvdlation immunohistochimique de I'AMH a 
dtd rdalisde avant (A, D) et apr~s (B, E) 7 jours de 
culture de testicules foetaux de rat de 13,5jpc (A, 
B) et 4 jours de culture de testicules foetaux de 
souris de 11,S jpc (D, E). Les cultures ont dt~ rdali- 
sdes su r  f i l t re  qu i  f l o t ten t  ~ la sur face  de 
DMEM/Ham F12 ddpourvu de s~rum, d'hormone 
et de tout autre facteur biologique. L'immunohis. 
tochimie de I'AMH a dgalement dtd r~alisde aux 
stades dquivalents in v/vo : 20,5 jpc chez le rat (C) 
et 15,5jpc chez la souris (F). Des coupes colordes 

I'hdmatoxyline-~osine de testicules foetaux de 
rat de 14,5jpc apr~s 9 (G) et 14 (H) jours de cultu- 
re sont prdsentdes. La barre d'dchelle repr~sente 
20 pm. Les t~tes de f/eche d~signent des gonocy- 
tes. 

Figure 2 : Aspect  h is to log ique des test icules 
foataux humains avant et apr~s culture. 

Les testicules de 6 semaines (A, B) ou plus ~g~s 
que 10 semaines (C, D) ont #t~ fixes dans le liqui- 
de de Bouin imm~diatement apres leur pr~l~ve- 
ment (A, C) ou apr~s 4 jours de culture (B, D, E) 
dans du DMEM/Ham F12 d~pourvu de s~rum, 
d'hormone et de tout autre facteur biologique. Les 
cellules de Sertoli (fl~ches) ont #t~ identifi#es par 
r#v#lation immunohistologique de I'AMH ce qui 
permet d'identifier les gonocytes (pointes de fl#- 
ches) non marquis au sein des cordons s~minif~- 
res. Un t~moin n#gati f  de I ' immunomarquage a 
#t~ obtenu en rempla~ant rant icorps anti-AMH 
par du PBS (F). La barre d'#chelle repr~sente 10 
pm. 

32 



Figure 3 : Ddveloppement des gonocytes dans le testicule 
foetal et ndonatal de rat en culture. Les testicules foetaux 
ont dtd prdlevds ~ diffdrents stades foetaux (datds en jour  
post  conception (jpc) ou ndonataux (datds en j ou r  post  
partum (jpp)) et cult ivds sur  des f i l tres f lottants sur du 
milieu. Au moment de I'explantation (in vivo) et aprds 1 
(J1), 2, (J2), 3 (J3) ou 4 (J4) jours de culture, les gonocytes 
contenus dans les testicules ont dtd comptds. Les valeurs 
sont la moyenne + SEM de 6 ~ 10 expdriences. * : P<O,05 et 
�9 * : P<O,01 par rapport aux valeurs ~ I'explantation en utili- 
sant le test " t  "de Student en valeurs apparides. 

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 dtd prdlevds ~ diffdrents jours post 
concept ion (jpc) et placds sur  un f i l t re f lo t tant  sur  du 
milieu comme ddcrit dans la Idgende de la Figure 1. Des 
testicules ont dtd cultivds pendant 3h en prdsence de BrdU 
et le pourcentage de gonocytes BrdU positifs a dtd d~ter- 
mind (graphe du haut : ex vivo). Les testicules de foetus 
~gds de 14,5 jours ont dtd cultivds pendant 2, 3, 5, 9 ou 14 
jours et le pourcentage de gonocytes incorporant le BrdU 
qui dtait ajoutd pendant les trois dernidres heures de cultu- 
re a dtd ddtermind (graphe du bas : in vitro). Les valeurs 
sont les moyennes + SEM de 4-5 expdriences. 

Figure 5 : Incorporation de BrdU dans les testicules de 
rat et de souris en culture. Les testicules ont dtd prdle- 
vds chez des foetus de rat de 14,5jpc (A-D) ou de souris 
de 12,5 jpc (F-J) et cultivds sur des filtres flottants pen- 
dant 2 (G), 3 (A), 5 (B, H), 10 (I, J), 14 (C) ou 21 (D) jours 
et fixds dans le liquide de Bouin, coupds et colords. En 
A ~ C et F a I, le BrdU a dtd ajoutd au milieu pendant les 
trois dernidres heures de culture, et I ' incorporation de 
BrdU dans le noyau a dtd rdvdlde par coloration immu- 
nohisto logique.  Les f leches ouvertes ddsignent des 
gonocytes qui n'ont pas incorpord le BrdU et les fldches 
noires des gonocytes qui ont  incorpord le BrdU. Les 
t~tes de fldches indiquent des spermatogonies de type 
A observdes aprds 21 jours de culture (D) et dans des 
testicules de rat de lO jpp (E) avec une coloration ~ I'hd- 
matoxyline-dosine. La figure additionnelle dans /' insert 
E montre une spermatogonie avec une coloration plus 
Idgdre. L' insert D montre un stade leptot~ne prdcoce 
observd apres 21 jours de culture. J e s t  une coupe obs- 
ervde au faible grossissement d'un testicule de foetus de 
souris de 12,5 jpc apr~s 10 jours de culture qui montre 
raltdration de la structure des cordons sdminifdres. Les 
barres d'dchelle repr~sentent 20 pm. 

33 



Tableau 1 : Comparaison de la proliferation et de la diff~renciation des cellules de Sertoli in v/vo et in vitro. 

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

Cellules de Sertoli BrdU-positives ex vivo (%) 13,5 + 1,2 17,8 + 0,5 21,4 + 1,2 24,1 + 1,3 

Cellules de Sertoli BrdU-positives apres 3 j de 
culture (%) 

13,1 + 1,8 ND 22,4 + 0,8 ND 

Secretion basale d'AMPc ex vivo (pg/testicule/h) < 0,4 

S6cr6tion aigu6 d'AMPc ex vivo en reponse 
une 

stimulation par FSH (pg/testicule/h) 

Secretion basale d'AMPc apres 3 j de culture 
(pg/testicule/h) 

S6cr6tion aigu6 d'AMPc en reponse ~ une 
stimulation par FSH apres 3 j de culture 

(pg/testicule/h) 

3 ,4+0 ,7  6 ,7+0 ,3  16,0+ 1,0 

< 0,4 5,7 + 0,9 20,8 + 2,3 57,3 + 3,8 

2,5 + 0,4 ND 9,2 + 2,1 ND 

4,2 + 1,3 ND 32,5 + 3,4 ND 

SOURIS Age foetal b I'explantation (jpc) 12,5 14,5 17,5 

Cellules de Sertoli BrdU-positives ex vivo (%) 

Cellules de Sertoli BrdU-positives apres 3 j de 
culture (%) 

25,2 + 0,5 35,0 + 1,2 40,3 + 0,6 

26,1 + 3,3 33,7 + 2,6 ND 

Secr6tion basale d'AMPc ex vivo (pg/testicule/h) < 0,4 0,52 + 0,03 1,6 + 0,2 

Secretion aigu~ d'AMPc ex vivo en reponse 
une stimulation par FSH (pg/testicule/h) 

Secretion basale d'AMPc apres 3 j de culture 
(pg/testicule/h) 

Secr6tion aigue d' AMPc en r6ponse & une 
stimulation par FSH apres 3 j de culture 

(pg/testicule/h) 

< 0,4 1,1 + 0,1 4,0 + 0,3 

ND 1,2 + 0,2 ND 

ND 2,9 + 0,4 ND 

L'activit~ mitotique des cellules de Sertoli a ~t~ ~valu~e par I'incorporation de BrdU pendant 3 h. La diff~renciation des 
cellules de Sertoli a ~t~ ~valu~e par la mesure de I'AMPc produit en r~ponse ~ une stimulation aigu# par FSH. Les ana- 
lyses ont ~t~ realis~es avec des testicules foataux de rat et de souris avant et apr~s une culture de 3 jours sur un filtre 
flottant. Les valeurs sont les moyennes + SEM de 3 ~ 8 experiences. ND = non d~termin#. 
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b) Souris 

Le nombre de gonocytes par testicule augmente in vivo 
jusqu'a un maximum ~ 14,5 jpc (Figure 6). Dans notre 
systeme de culture organotypique, le hombre de 
gonocytes augmente egalement dans les testicules 
explantes a 12,5 jpc, mais reste inferieur a la valeur de 
I'~ge correspondant in vivo. Avec des testicules explantes 

13,5 jpc, le hombre de gonocytes reste constant au 
cours de la culture alors qu'il augmente considera- 
blement au cours du developpement in vivo. Avec des 
testicules explantes a 14,5 ou 15,5 jpc, le nombre reste 
stable au cours de la culture, b I'instar du developpement 
in vivo (Figure 6). 

Comme chez le rat, nous avons determine le 
pourcentage de gonocytes qui incorporent le BrdU au 
cours d'une incubation ex vivo de 3 heures. Le profll est 
similaire b celui du rat avec deux periodes d'activite 
mitotiques (l'une faetale de 12,5 a 15,5 jc et I'autre 
neonatale & partir de 0 jpp) separees par une periode 
quiescente (Figure 7). Nous avons explante les 
testicules a 12,5 jpc et mesure le pourcentage de 
gonocytes incorporant le BrdU pendant un pulse de 3h 
apres differents temps de culture. Ce pourcentage 
diminue pendant les 2 premiers jours de culture a I'instar 
de I'evolution in vivo. Puis, les gonocytes entrent dans 
une phase de quiescence. Enfin, ils reprennent 
spontanement une activite mitotique entre 5 et 10 jours 
de culture ce qui correspond & la periode pendant 
laquelle se produit la reprise des mitoses in vivo (Figure 
7). La revelation immunohistochimique de I'incorporation 
de BrdU est illustree Figure 5 F-I. II est interessant de 
souligner que, bien que I'organisation en cordons 
seminiferes du testicule soit fortement alteree apres 10 
jours de culture (Figure 5J), ceci n'empeche pas les 
gonocytes de reprendre leur mitose. 

c) Homme 

Nous avons evalue le nombre de cellules germinales 
par testicule ainsi que leur activite mitotique apres 4 
jours de culture et compare ces valeurs avec celles 
obtenues au moment de I'explantation. Pour les 
testicules explantes avant 8 semaines, le nombre de 
cellules germinales reste le meme au cours de la culture, 
alors qu'il diminue de 1,8 fois avec les testicules plus 
~ges (Figure 8 A). La proliferation, mesuree par la 
detection de Ki67, augmente au cours de la culture 
pour les testicules les plus &ges (Figure 8 B). L'activite 
apoptotique des cellules germinales mesuree par la 
revelation immunohistochimique de la caspase 3 clivee, 
tend & augmenter en culture & tousles ~ges, mais cette 
augmentation n'est significative qu'avec les stades les 
plus ~ges (Figure 8 C). 

d) Conclusions 

Notre systeme in vitro permet de maintenir un profil de 
developpement de la lignee germinale comparable 
celui observe in vivo, bien que le nombre de cellules 
germinales obtenues in vitro soit tres inferieur a la valeur 
correspondante in vivo. La gametogenese in vitro est 
plus facile a maintenir chez le rat que chez la souris et 
I'homme. I_es cultures a long terme avec les testicules 
fcetaux humains sont en cours de realisation dans notre 
laboratoire. 

3. Application de ce systeme de culture aux souris 
dont un gene vital a ete invalide 

L'analyse du r61e d'un gene dans le developpement du 
testicule est impossible b conduire par la strategie 
d'invalidation genique Iorsque cette invalidation est 
letale. II est possible de contourner cet obstacle en 
explantant in vitro le testicule foetal preleve avant la 
mort de I'animal. 

Ainsi, les souris homozygotes pour une inactivation de 
p63, une proteine de la famille p53, meurent a la 
naissance par deshydratation du fair de I'absence de 
formation de la peau en I'absence de p63 fonctionnel 
[44]. A 18,5 jpc, le hombre de gonocytes est legerement 
superieur chez les foetus p63-/- en comparaison avec 
les foetus sauvages mais la difference n'est pas 
significative. Pour analyser I'effet de I'inactivation de 
p63 sur les activites mitotiques et apoptotiques des 
gonocytes neonataux, nous avons preleve les testicules 
chez les foetus p63-/- et sauvages b 18,5 jpc (c'est-b- 
dire 1 jour avant la naissance) et cultive ces testicules 
pendant 3 jours. A la fin de la culture, le nombre de 
gonocytes est 38 % plus eleve dans les testicules p63- 
/- que chez les testicules sauvages (Figure 9 A). A la 
fin de la culture, 37 % des gonocytes incorporent le 
BrdU ce qui indique que ces cellules ont repris 
normalement leur activite mitotique in vitro. Ce taux est 
inchange apres invalidation de p63 (Figure 9 D-F). En 
revanche, I'activite apoptotique des gonocytes, qui 
reprend egalement spontanement en culture, est reduite 
d'un facteur 3 apres invalidation de p63 (Figure 9 G- 
I). Ainsi, la complementarite d'une approche in vivo 
(invalidation de p63) et in vitro (culture organotypique) 
nous a permis de mettre en evidence le rSle apoptotique 
fondamental de p63 dans I'apoptose naturelle post- 
natale des gonocytes. 

IV. DISCUSSION 

Dans cet article, nous avons caract6ris6 un modele de 
culture organotypique de la gametogenese foetale et 
neonatale en comparant le developpement de la lignee 
germinale in vivo et in vitro dans trois especes. Cette 
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Figure 6 : D~veloppement des gonocytes clans le testicule 
foetal de souris en culture. Les testicules ont ~t~ pr~leves 
diff~rents stades foetaux dates en jou rs  pos t  concept ion 
(jpc) ou n~onataux dates en jours post  partum Opp) et culti- 
v~s sur  des fi l tres flottants sur  du mil ieu synth~tique. Au 
moment de I'explantation (in vivo) et apr~s 3 jours de cultu- 
re (J3), les gonocytes contenus dans le testicule ont ~t~ 
compt~s. Les valeurs sont  les moyennes +_ SEM de 4 ~ 5 
experiences. ** : 1=<0,01 par rapport aux valeurs ~ I'explanta- 
tion en uti l isant le test " t  "de  Student en valeurs appari~es. 
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Figure 7 : Index d'incorporation du BrdU dans les gonocytes 
de testicules foetaux et n#onataux de souris ex vivo et in 
vitro. Les testicules de Souris ont #t~ prelev~s a diff~rents 
jours post conception (jpc) ou post partum Opp) et plac#s sur 
un filtre flottant sur du milieu comme d~crit dans la I~gende 
de la Figure 1. Des testicules ont #t# cultiv~s pendant 3h en 
presence de BrdU et le pourcentage de gonocytes BrdU 
positifs a #t~ d~termin# (graphe du haut : ex vivo). Les testi- 
cules de foetus #g~s de 12,5jpc ont #t# cultiv~s pendant 1, 2, 
5, 8 ou 10 jours et le pourcentage de gonocytes incorporant 
le BrdU qui #tait ajout~ pendant les trois dernieres heures de 
culture a #te d~termin~ (graphe du bas : in vitro). Les valeurs 
sont les moyennes +_ SEM de 4-5 experiences. 
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Figure 8 : Ddveloppement des gonocytes dans le testicule 
foetal humain en culture. Les testicules ont dtd prdlevds ~ 6 
ou 7 semaines ou ~ 8-10 semaines. Un test icu le a dt~ 
immddiatement fixd dans le Bouin et I'autre testicule du 
m~me foetus a dtd cultivd pendant 4 jours sur un filtre flot- 
tant sur  du mil ieu sans sdrum ni hormone ou facteur de 
signal isat ion.  Au momen t  de I 'explantat ion (in vivo) et 
aprds 4 jours de culture, les gonocytes contenus dans les 
testicules ont dte comptds (A), leur prolifdration a dtd ~va- 
luee par  la rdvdlation de Ki67 (B) et leur activitd apopto- 
tique a dtd mesurde par la revelation immunohistochimique 
de la caspase 3 clivde (C). Les valeurs sont les moyennes + 
SEM de 3 a 6 expdr iences.  * : P<O,05 par  rappor t  aux 
valeurs in v/vo en u t i l i san t  le test " t " de Student  en 
valeurs apparides. 



Figure 9 : Effet de I'invalidation de p63 sur le ddveloppement des cellules germinales. Les testicules P63+/+ (B, E, H) et 
P63-/- (C, F, I) de foetus ~ 18,5jpc (JO) ont etd cultiv~s pendant 3 jours (J3). Le nombre total de cellules germinales par 
testicule a dt~ determind apr~s immunordvdlation de GCNA I (A, B, C). Le pourcentage de gonocytes ayant incorpor~ le 
BrdU (noyau rouge) a ~td mesurd apr~s marquage des cellules de Sertofi par rdvdlation de I'AMH (marron) (D, E, F). Le 
pourcentage de gonocytes contenant la caspase 3 cfivde a dtd mesurd (G, H, I). Les colonnes reprdsentent les moyen- 
nes + SEM d'un nombre n d'expdriences indiqud sous chaque colonne. ** P< 0,01 and *** P<O, O01 dans le test de Stu- 
dent. ND, non ddtectable. La barre d'dchelle repr~sente 20 pm et le m~me grossissement a dtd utilisd pour chaque 
image. Les gonocytes marquds pour le BrdU ou la caspase 3 cfivde sont indiqu~s par des fleches blanches et les gono- 
cytes non marquds par des fl~ches noires. 

approche a permis d'etablir la validite et les limites du 
modele. Dans d'autres articles, nous avons d~montre 
que ce modele permet 6galement de mimer le 
developpement normal de la st6ro'idogenese testiculaire 
chez le rat a tousles stades et chez la souris et I'homme 
aux stades jeunes, mais qu'il est necessaire d'ajouter 
de la LH chez la souris et I'homme aux stades ~g6s [17, 
25, 32, 34, 37, 39, 40, 58]. 

Les fonctions des cellules de Sertoli (organisation en 
cordons seminiferes, production d'AMH, production 
d'AMPc en reponse & la FSH) se d6veloppent ou se 
maintiennent correctement dans notre systeme in vitro 
pour les foetus de tous les  &ges ~tudi~s, mais 
I'organisation des cellules peritubulaires et des cellules 
de Sertoli en cordons s6miniferes est alt6r6e apr~s 10 
jours de culture chez le rat et la souris. 

Notre systeme permet le developpement ou le maintien 
de la lignee germinale mais le nombre de gonocytes 
formes ou maintenus in vitro est tr~s inf6rieur aux valeurs 
observ6es in vivo en particulier chez la souris a 13,5 jpc 
et chez I'homme. Chez I'homme, le nombre de 
gonocytes augmente au cours du premier semestre [8] 
alors que dans notre systeme de culture le nombre de 
gonocytes est seulement maintenu (foetus de 7 
semaines ou moins) ou m~me diminue (foetus de plus 
de 7 semaines). Malgre ces limites, notre systeme de 
culture est tr~s performant. II est le premier qui rapporte 
une survie des gonocytes de rat et de souris pendant 
10 ou 14 jours. En systeme de culture cellulaire, 
seulement 5% des gonocytes survivent apres 24 h de 
culture [11]. 

Aussi bien chez le rat que chez la souris, les gonocytes 
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reprennent leur mitose dans les testicules cultives au 
meme moment qu'in vivo apres une periode de 
quiescence correspondant a la periode de quiescence 
observee in vivo. Ceci est une decouverte importante 
car les cellules germinales sont des cellules difficiles 
maintenir et faire evoluer in vitro. On peut noter qu'il est 
surprenant que les perturbations morphologiques de 
I'organisation testiculaire observee apres de Iongues 
periodes de culture, n'empechent pas les gonocytes 
de reprendre leurs mitoses et de se differencier en 
spermatogonies. Ainsi, ces etapes de la differenciation 
gonocytaire semblent pouvoir etre realisees 
independamment, au moins partiellement, d'une 
organisation tres stricte au sein des cordons ce qui peut 
expliquer la capacite des gonocytes a donner des 
cellules germinales adultes Iorsqu'ils sont transplantes 
dans les tubes seminiferes d'une souris receptrice [47]. 

Le maintien du developpement des cellules de Sertoli 
et des gonocytes dans notre systeme in vitro confirme 
que ces processus sont largement independants des 
facteurs extratesticulaires [28, 48]. Nos resultats 
soulignent egalement I' importance du maintien de 
I'architecture testiculaire et des relations intercellulaires 
pour optimiser le developpement in vitro de la 
gametogenese. En effet les gonocytes isoles ont une 
survie tres faible aussi bien en culture de gonocytes 
purifies qu'en systeme disperse [11, 67]. 

Nos analyses du developpement des cellules de Sertoli 
et des gonocytes in vivo confirment les donnees 
bibliographiques pour le rat [12, 43, 48, 51] et la souris 
[5, 19, 45, 68]. En outre, nous demontrons ici pour la 
premiere fois que I'activit~ (secretion basale) et le niveau 
de differenciation (secretion stimulee par FSH) de 
chaque cellule de Sertoli individuellement diminue avec 
I'&ge foetal chez le rat comme chez la souris. Chez le 
rat, nous avons rapporte ici qu'entre 16,5 et 21,5 jpc la 
secretion d'AMPc en conditions basales ou stimulee 
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 secretion 
d'AMPc en conditions basale ou stimulee 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 meme periode (valeur calcul6e & partir des 
donnees des references [5] et [45]): Nous avons d~crit 
le meme declin pour les cellules de Leydig [37] et il 
reste & rechercher si son origine est la meme que celui 
des cellules de Sertoli. 

V. CONCLUSION 

Cette ~tude montre que la gamdtogen~se peut se 
d(~velopper in vitro avec une ~volution comparable 

celle observee in vivo en utilisant un syst~me de 
culture organotypique dans lequel le testicule est 
placd sur un filtre qui flotte sur un milieu synthdtique 
ddpourvu de facteurs biologiques et de s(~rum. 
Cependant ce syst~me est plus performant pour le 
rat que pour la souris et I'homme qui, a certains 
stades, montrent un faible maintien in vitro de la 
lignde germinale. Cette caractdrisation du module 
est potentiellement tr~s intdressante. 

En effet, ce module peut ~tre utilisd pour poursuivre 
le ddveloppement du tesUcule in vitro chez les souris 
porteuses d'une invalidation Idtale d'un g~ne comme 
illustrd dans cet article avec le g~ne p63. Ce module 
permettra d'dtudier I'effet sur la gamdtogen~se de 
nombreux facteurs exog~nes en fonction de I'&ge 
du testicule, de la durde de I'exposition ou de la 
concentration du facteur. Ces facteurs peuvent ~tre 
des hormones, des facteurs para/autocrines, des 
facteurs de signalisation, des perturbateurs 
endocriniens, des rayonnements ionisants. Ce 
module permet dgalement d'dtudier le r61e 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, Rend FRYDMAN, 
Hervd COFFIGNY, Catherine PAIRAULT, Bdatrice 
PETRE-LAZAR, Stdphanie G, MORENO, Virginie 

ROUILLER-FABRE, Rend 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 
test icu lar  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 synthet ic  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 cul ture model can be used to study post-natal  
development of the germ cell l ineage 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 eff iciency 
at younger stages than at older stages. 

In conclusion, testicular architecture and intercellular 
communicat ions are suff ic ient ly 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 
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