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Les nouveaux enjeux de la toxicologie testiculaire

New developments in testicular toxicology
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Des ¢tudes épidémiologiques suggérent que 1’exposition a
des polluants présents dans 1’environnement serait, en
partie, responsable d’altérations de la fonction de reproduc-
tion masculine et de certaines pathologies testiculaires
(diminution du nombre de spermatozoides, cryptorchidie,
hypospadias et cancers) dont le nombre a augmenté au
cours des cinq derni¢res décennies dans les pays industria-
lisés [1]. Des recherches ont ét¢ menées pour déterminer
les effets déléteres possibles dune grande variété de
produits chimiques sur la fertilit¢ masculine. Ces études
ont souligné la nécessit¢ de clarifier les mécanismes
d’action des différentes classes de produits au niveau des
tissus impliqués. Toutefois, I’exploration de ces mécanis-
mes in vivo peut étre difficile dans un environnement
ou les hormones endogénes coexistent avec les composés
chimiques et/ou pharmaceutiques étudiés. De plus, la
toxicologie classique sur animaux éclaire plus sur la toxi-
cité¢ aigu€, a forte dose, que sur les effets chroniques de
faibles quantités de toxiques, et les modifications cellulai-
res intimes qui en résultent. C’est pourquoi, selon Hartung,
« les méthodes pour tester les effets néfastes des substan-
ces, sur ’Homme et sur I’environnement, nécessitent une
refonte radicale, si nous voulons relever les défis d’assurer
la santé et la sécurité » [2].

Depuis le 1°" juin 2007, la mise en place de la réglemen-
tation REACH (reglement sur I’enregistrement, 1’évalua-
tion, l’autorisation et les restrictions des substances
chimiques) a 1’échelle de I’Europe impose d’étudier les
risques liés aux substances chimiques et aux matériaux.
Plus de 30 000 substances chimiques sont concernées par
cette procédure qui est gérée par I’Agence européenne des
produits chimiques (ECHA). En particulier, les substances
mutagenes ou toxiques pour la reproduction sont soumises
a une procédure d’autorisation spéciale. Pour les molécules
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concernées par REACH, il est nécessaire d’effectuer une
batterie de tests physicochimiques, d’écotoxicité et de
toxicité. L’expérimentation animale nécessaire a ces tests
pourrait entrainer 1’utilisation de plusieurs millions d’ani-
maux. Parallélement, il y a une forte demande sociétale
pour réduire le nombre d’animaux sacrifiés et appliquer la
régle des « 3R » (reduce, refine, replace). Or, pour Hartung
et Rovida [3], les tests de toxicité pour la reproduction
représentent a eux seuls « 90 % des animaux et 70 % des
cotits de REACH ».

De plus en plus, les études de toxicologie font appel a la
toxicogénomique sur des lignées de cellules en culture pour
identifier les génes dont ’expression est modifiée par les
toxiques. Cependant, cette approche n’est pas réalisable en
toxicologie testiculaire, car il n’y a pas de lignée de cellules
germinales qui permette de répondre a cette demande,
puisque la différenciation des cellules germinales est
dépendante d’interactions avec les cellules somatiques du
testicule. De surcroit, les molécules chimiques peuvent agir
a différents moments de la vie d’un individu, et notamment
durant la vie feetale qui est une des périodes critiques pour
la mise en place de la fertilit¢ masculine. C’est pourquoi,
des systémes de culture organotypique de fragments de
testicules feetaux humains ou de rongeurs ont été récem-
ment développés [4,5]. Les tissus, ainsi cultivés, gardent
pendant quelques jours leur organisation tridimensionnelle
et leur fonction. Couplés a des études morphologiques,
fonctionnelles et moléculaires, ces systémes permettent
d’analyser, sur une durée de trois a cinq jours, les effets
de substances sur le développement précoce du testicule
et leur impact sur les gonocytes. Ces systémes, cependant,
ne répondent qu’a de fortes concentrations de toxiques. En
outre, ils ne renseignent pas sur les effets éventuels des
molécules lors d’expositions plus tardives, sur les différents
types de cellules germinales qui se mettent en place au
cours des phases de développement néonatal (spermato-
gonies), prépubertaire (spermatocytes) et (post)-pubertaire
(spermatides et spermatozoides), ni sur les relations entre
cellules testiculaires différencic¢es. Par ailleurs, la disponi-
bilité¢ du tissu humain peut limiter une utilisation a grande
échelle de cette approche.
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Depuis plus de 12 ans, notre équipe a développé des
systémes de coculture des cellules germinales de rats males
avec des cellules de Sertoli, dans un milieu de culture sans
sérum, permettant d’étudier ex vivo différentes étapes de la
spermatogenése (la phase mitotique, la totalit¢ de 1’étape
méiotique ainsi que le début de la spermiogenése) sur une
durée allant jusqu’a quatre semaines [6—8]. En effet, ces
cocultures, réalisées en chambres de culture bicamérales,
permettent la (re-)formation et/ou le maintien de la barriére
hématotesticulaire, qui est essentielle au bon déroulement de
la spermatogenése. La fonctionnalité de la barriére hémato-
testiculaire ex vivo est attestée par plusieurs critéres :

® |’organisation tridimensionnelle des cellules présente,
au cours de la culture, une distribution complexe, pola-
risée, trés proche de 1’organisation tubulaire dans le
testicule [9] ;

® la présence des protéines de jonctions de type tight ou
gap entre cellules de Sertoli et gap entre cellules de
Sertoli et cellules germinales est observée tout au long de
la culture, et on peut mettre en évidence leur implication
dans les processus de prolifération, de différenciation et
de survie de ces cellules [10,11] ;

e la transferrine, sécrétée par les cellules de Sertoli,
s’accumule dans le compartiment apical de la chambre
bicamérale (dont on ne renouvelle jamais le milieu
pendant toute la culture), pour devenir six a huit fois
plus concentrée que dans le compartiment basal (dont
le milieu est renouvelé tous les deux jours) ; cela indique
une « ségrégation » entre les deux compartiments de la
chambre de culture [9].

Ces systémes de coculture originaux permettent ainsi
d’étudier :

la physiologie de la barriére hématotesticulaire ;

la survie et la mort des cellules somatiques et germinales ;
la prolifération des cellules de Sertoli et des spermatogonies ;
les divisions méiotiques ;

les caractéristiques cytogénétiques des cellules germinales ;
les premiers stades de la spermiogeneése ;

le role de la matrice extracellulaire ;

I’expression de genes spécifiques dans les cellules germi-
nales ou somatiques (transcriptome) ;

le profil d’expression et de sécrétion des protéines et des
peptides exprimés par les différentes cellules (protéome).

Deux aspects importants des résultats obtenus en utilisant
des modéles ex vivo sont leur pertinence par rapport a
la situation in vivo (physiologique) et leur reproductibilité.
Les systémes de coculture, que nous avons établis, répon-
dent a ces exigences ; ils ont été validés du point de vue
physiologique, sur de nombreux aspects, au cours des
12 dernieres années [11]. IIs permettent, en conséquence,
d’étudier les processus physiologiques impliqués dans la

@ Springer

spermatogenése. Ils sont aussi pertinents pour rechercher
les mécanismes des effets toxiques de substances chimiques
sur le testicule. Soulignons qu’il est ainsi possible d’étudier
les effets d’une substance ajoutée dans le compartiment
basal de la chambre bicamérale, et donc de mimer ce qui
pourrait se produire dans le testicule. En effet, les jonctions
cellulaires, entre les cellules de Sertoli et entre les cellules
de Sertoli et les cellules germinales, sont maintenues ou
reformées dans ces cultures. Par conséquent, avant d’attein-
dre les cellules germinales, les composés doivent traverser
la barriére constituée par les jonctions intersertoliennes,
composante principale de la barriére hématotesticulaire.
En revanche, en culture classique, un composé peut étre
toxique pour les cellules germinales différenciées, car placé
directement en contact avec celles-ci, tandis que in vivo
il peut ne pas avoir accés au compartiment des tubes
séminiféres ou résident ces cellules germinales. Dans une
étude récente [12], des cocultures ont été réalisées pendant
16 jours, en présence ou en absence de 1, 10 ou 100 micro-
grammes par litre de chrome (VI), correspondant a
des concentrations que 1’on peut trouver dans le sérum
d’hommes sains, non exposés ou de travailleurs exposés
au chrome ; cela dans une démarche que nous pourrions
qualifier de physiotoxicologie testiculaire. Les résultats ont
montré que :

® le nombre d’anomalies cytogénétiques des cellules
germinales augmente avec la concentration de chrome
(VI) [multiplication par 2, 3 ou 4 a 1, 10 et 100 micro-
grammes par litre, respectivement, par rapport a la condi-
tion sans chrome] ;

® le chrome (VI) diminue, méme a faible concentration, le
nombre de spermatides rondes formées au cours de la culture.

Ces résultats démontrent que ce type d’approche permet
d’effectuer une analyse fine, nécessaire pour appréhender
le mécanisme de I’effet d’un produit toxique sur la
spermatogenese.

Nous assistons depuis plusieurs années a un accroisse-
ment de la diversit¢ des molécules présentes dans notre
environnement, lesquelles peuvent entrainer des effets
déléteres sur I’organisme, méme a des doses trés faibles
(micropolluants). Aussi devient-il indispensable de mieux
connaitre leur impact sur la santé humaine et sur I’environ-
nement. Les systémes de coculture développés dans notre
laboratoire, couplés a des méthodes analytiques performan-
tes, sont un outil pertinent pour étudier la physiologie de
la spermatogenése ; a notre connaissance, il n’y a pas d’autre
systéme qui ait été aussi largement validé. Ils permettent
également de rechercher, notamment dans le cadre de
REACH, l’effet toxique potentiel sur le testicule, des
substances utilisées dans la vie courante, sur une période
de temps relativement longue, tout en réduisant de 10 a
20 fois le nombre d’animaux requis pour ces études.
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