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RESULTATS 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

METHODOLOGIE 
 
 
 

 

Un modèle de barrière hémato -testiculaire in vitro pour 
�O�¶�p�Y�D�O�X�D�W�L�R�Q���G�H���O�D��reprotoxicité  chez le mâle  

CONCLUSION & PERSPECTIVES 
 

Le modèle de BHT in vitro présente de nombreuses similitudes avec �O�¶�p�S�L�W�K�p�O�L�X�P séminifère in vivo. Il se place ainsi comme un système  in  vitro  de choix  pour  �O�¶�p�W�X�G�H de 
la reprotoxicité  de certains  composés  chimiques .  
De cette façon, des études ont été amorcées afin de valider et valoriser le modèle. En effet, des expositions in vitro ont été réalisées pour évaluer l'effet de perturbateurs 
endocriniens de référence (Diéthylstilbestrol, Méthoxychlore et Vinclozoline) sur les fonctions physiologiques (barrière physico-chimique, spermatogenèse�« ) de la BHT in 
vitro. 

Morphologie  
 

Après environ 2 jours de culture, le 
tissu obtenu présente des amas 
sphériques  soumis à des gradients 
morphogénétiques (Figure 1). Leur 
organisation est proche du tubule 
séminifère (TS) in vivo : diamètre  des 
structures équivalents (�“ 158µm) (Figure 
2), polarisation  des cellules  de Sertoli  
(SC) (Figure 3-4).  

Chaque type testiculaire, présent 
initialement dans le modèle in vitro, a été 
identifié par immunodétection et RT-PCR 
(cellules de Sertoli,  cellules 
péritubulaires,  cellules germinales (GC)  
- spermatogonies,  spermatocytes  de 
type  leptotènes  et zygotènes  -). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

OBJECTIF 
 

Dans le contexte de la réglementation REACH et de �O�¶accroissement  des altérations  des fonctions  reproductrices  masculines , le développement de nouvelles 
méthodes  alternatives  à �O�¶�H�[�S�p�U�L�P�H�Q�W�D�W�L�R�Q animale représente une priorité pour les études  de reprotoxicité . Chez le mâle,  la barrière  hémato �±testiculaire  (BHT) 
constitue un système complexe de défense  du testicule  face aux agressions  extérieures .   

 
�/�¶�R�E�M�H�F�W�L�I de notre travail est de développer  un modèle  in  vitro  de la BHT reproduisant  le plus  fidèlement  possible  la composition,  l'organisation  et la fonction 

principale de la BHT de rat : les  fonctions  de barrière  et de spermatogenèse . Ce modèle permettra ainsi de prédire  les effets  toxiques  de certaines molécules 
chimiques sur la fonction de reproduction mâle.   
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Figure 5 : Détection par immnufluorescence de la 
claudine 11, protéine spécifique des jonctions 
serrées entre les SC, identifiée par la présence de 
Vimentine. 

Fig 1: Régularité entre les espaces 
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Fig 3 : Organisation proche des TS in vivo 

Fig 2: Structure sphérique Fig 4: Polarisation des SC,  
Présence des GC et de la MEC 
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Pôle Apical  

Pôle Basal  

Matrice extracellulaire (MEC)  
ou Membrane Basale 

Amas de Cellules de Sertoli et  
de Cellules germinales   

Cellules Péritubulaires 

�2�U�J�D�Q�L�V�D�W�L�R�Q���V�F�K�p�P�D�W�L�T�X�H���G�H�V���F�H�O�O�X�O�H�V���W�H�V�W�L�F�X�O�D�L�U�H�V�����S�p�U�L�W�X�E�X�O�D�L�U�H�V�����6�H�U�W�R�O�L���H�W���J�H�U�P�L�Q�D�O�H�V���������O�¶�p�S�L�W�K�p�O�L�X�P���V�p�P�L�Q�L�I�q�U�H��
in vivo de rat (a) et la Barrière Hémato-Testiculaire reconstituée in vitro dans notre modèle de culture (b). 

Milieu de  
différenciation 

Milieu de différenciation 

(b) 

similitudes 
Jonctions 
serrées 
sertoliennes  
Ou  
entre les cellules 
péritubulaires  
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J-3 
Ensemencement des 
cellules péritubulaires 
purifiées au pôle basal 

J0 
�(�Q�V�H�P�H�Q�F�H�P�H�Q�W���G�¶�X�Q���P�L�[���G�H��

cellules de Sertoli et de 
germinales dans une couche de 

matrice extracellulaire articificielle 
(BD Matrigel) au pôle apical 

Analyse histologique, 
cytologique, 

�G�¶�L�P�P�X�Q�R�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�H�����G�H��
résistance électrique , RT-
PCR, dosage Transferrine 

J22 
Arrêt de la culture 

maintenue tout le long 
dans un milieu adapté à 

la différenciation des 
cellules germinales 
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(cycle de spermatogenèse inachevé, stade le plus avancé �± zygotène).  

 
 
 

Jour de culture
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Jonctions serrées fonctionnelles: 
TEER > 25 Ohm.cm²  

Fonctionnalités  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1. Une barrière  physico -
chimique  

 
La présence de jonctions  
serrées , capable de bloquer le 
passage des molécules in vivo, 
a été mis en évidence entre les 
SC par détection de la 
claudine  11 (Figure 5).  
Leur fonctionnalité a été 
étudiée par mesure de 
résistances électriques (TEER). 
Lorsque les cellules 
péritubulaires  (PC) sont 
présentes dans le modèle in 
vitro (eBHT), elles forment des 
jonctions serrées 
fonctionnelles entre  le 6 et 
17ème jours de la culture.  

 

Vimentine 
Claudine 11 
ADN 

2. Sécrétion  de 
transferrine  

 
La transferrine est 
une protéine 
synthétisée par la SC 
et capable de stimuler 
la différenciation  des 
CG. Détectée au pôle  
apical  des cultures de 
eBHT. cette sécrétion 
est stimulée  par  la 
présence  des PC et 
atteint un maximum  
autour du 16ème jours  
de culture.  
 

Dès le 8ème jour de culture, la détection de cellules 
germinales de type haploïdes,  stade postérieur aux 
cellules zygotènes, démontre la différenciation des 
cellules germinales, confirmant la présence �G�¶�X�Q�H 
spermatogenèse  in  vitro  .  

Figure 9: expression de �O�¶�$�5�1�P 
TP2/16S dans le modèle de eBHT 
in vitro à 8 jours de culture (1) et 
chez le rat adult (2) 
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