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Mise en place d’une barriere hemato-testiculaire in vitro

comme methode alternative et complémentaire
a I’expéerimentation animale.
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Chez le male, la fonction de reproduction est assuree par le
testicule, au niveau des tubules seminiferes. La présence
de la Dbarriere hémato-testiculaire (BHT) permet de
protéger la spermatogenese des agressions exterieures
(perturbateurs endocriniens, xénobiotiques...).
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Immunologique

Les 3 étapes possibles successivement parcourues par un toxigue échappant a la BHT in vivo :
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Chez le rat, la BHT se forme a la préepuberte (J18).

3 roles principaux: barriere
~ physico-chimique, barriere N 3 _compartiments distincts
— de pompes a efflux, barriere interstitiel, basal et apical

* Si les molécules parviennent a traverser

les jonctions serrees sertoliennes,
constituant la  barriere  d'exclusion
proprement dite, les cellules germinales
meiotigues et post meiotigues du
compartiment apical sont a leurs tours
exposees.

SP | ou Il : Spermatocyte de type | ou Il
Sp B : Spermatogonie de type B
M B : Membrane basale
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Epithélium séminifére chez le rat

Actuellement, soutenu par la nouvelle reglementation europeenne REACH, le developpement de meéthodes alternatives et compléementaires a
I’expérimentation animale est necessaire pour I'évaluation de la reprotoxicite des substances chimiques.
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Mise au point d 'une BHT in vitro pour I’étude des effets des
perturbateurs endocriniens en utilisant un systeme original de culture
primaire composeé de cellules testiculaires de rats.

Culture polarisée en chambre bicamérale :
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Organisation proche de I'épithélium séminifere chez le rat
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Assurant les 2 grandes fonctions de la BHT :
* Fonction de Barriere (jonctions, P glycoprotéine...)
» Cycle complet de Spermatogenese [1]

Cellules Péritubulaires Cellules Germinales et de Sertoli

Rats males OFA Sprague Dawley agés de 18 jours

Stade de spermatogenese le plus avance = Spermatocyte Zygotene

J-1 : Ensemencement des Péritubulaires au pole basal

!

J-5 : Euthanasie + Dissociation cellulaire des testicules
par digestion enzymatique

J-3 : IP de Bromodésoxyuridine (BrdU) 30mg/kg

Purification
par sélection et trypsinisation

JO : Euthanasie + Dissociation cellulaire des
testicules par digestion enzymatique.
Ensemencement des cellules sur ou dans
une MEC artificielle au pole apical

La culture est effectuée dans un milieu permettant la différenciation des
cellules germinales (vitamines, hormones, sérum, antibiotiques) pendant 22
jours.
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|. Morphologie de la BHT in vitro

Organisation des cellules germinales et sertoliennes différentes
selon le mode de coating
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ll. Fonctionnalité de la BHT In vitro : la barriere

Présence des cellules de Sertoli et des jonctions serrées sertoliennes
caracteéristiques de la BHT in vivo [3]

Claudine 11 : protéine membranaire spécifique des jonctions serrees sertoliennes
Vimentine : protéine cytoplasmique spécifique des cellules de Sertoli
BrdU : noyaux des cellules en phase S (cellules somatiques, Spg proliferantes, SP | en méiose)

Dans les 2
types de culture

Claudine 11

Présence de cellules de Sertoli proliferantes, liées entre elles par des
jonctions serrees et delimitant les structures cord-like.

Presence de cellules non sertoliennes (Germinales ?) au centre des
structures.

Détection d’une résistance intra épithéliale due aux jonctions
serrees sertoliennes

Evolution de la TEER au cours du temps

onm.eme M Bl RS aaln La technique de mesure de la TEER met en évidence
o0 1——F- une permeabilité ionique plus faible dans les cultures
NN e Coated depassant le seuil caractéristique de 25
i . | Ohm.cm?2 et signifiant la présence de jonctions

serrées sertoliennes [4].

Les resultats étant différents selon le mode de
coating, il sera nécessaire de Vérifier la
fonctionnalité des jonctions dans le maintien
de la BHT pour chacun des cas.
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TEER : Transepithelial Electrical Resistance

Corrélation entre 'immunolocalisation des jonctions serrées sertoliennes
et I'apparition d’'une résistance électrique.
Fonctionnalité des jonctions a valider.

En cours de Validation
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| La fonctionnalité de la BHT reste a valider et la mise en évidence du maintien de la spermatogenése est en cours d’analyse par cytométrie de flux. Cette

technigue permettra de classer les cellules selon leur ploidie (4C, 2C, et C) et d'observer I'évolution de la repartition des differentes populations cellulaires

actrices de la spermatogenese durant la totalité de la periode de culture.

" | Une fois mise au point, cette BHT in vitro permettra de tester la toxicité potentielle de molécules a caractére perturbateur endocrinien. Elle participera a

la compréhension de leur mécanisme d’action, en particulier leur interaction avec les ABC transporteurs comme la P glycoprotéine.
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