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ETUDE IN VITRO DES INTERACTIONS ENTRE LES CELLULES
DE SERTOLI ET LES CELLULES GERMINALES DU RAT

B. Le Macueresse*, F. Le Gac**, M. Lor**, B. JEcou*

Introduction

En raison de son rdle dans D'architecture de Dépithélium séminifere,
dans la constitution dun « microenvironment » favorable 3 la méose et 3
la spermiogenese et parce qu’elle est le relais cellulaire 4 Paction de FSH et
de la testostérone sur les cellules germinales, la cellule de Sertoli apparait
comme la cellule clef dans le contrdle local de la spermatogensse. (Voir Ia
revue de RrTzin et al., 1981). Ce contrdle s’exerce notamment par la sé
crétion de facteurs inhibiteurs et activateurs de la méiose (Bysxov et Saxen,
1976), de l'activateur du plasminogéne (LAcrorx et al., 1977), d’un facteur
mitogene (FEIG et al., 1980), du lactate et du pyruvate (JurTE et al., 1982;
Le GAc et al., 1983), du fluide testiculaire (JEcouU et al., 1982, 1983). Ce-
pendant, des études récentes suggérent indirectement que Pactivité des cel-
lules de Sertoli peut en retour subir Pinfluence des cellules serminales. Ainsi,
ParviNer (1982) montre une modulation de Pactivité sertolienne en fonction
des stades d’association de Pépithélium séminifére, D’autre part, le groupe
de de KreTSER (RIcH et de KrETSER, 1979; KERR et al., 1979; RISBRIDGER
et al., 181 a et b; JEcou et al., 1984) observe que tout traitement détruisant
les cellules germinales (irradiation, déficience en vitamine D, cryptorchidie,
ligature des canaux efférents, chauffage local des testicules), entraine une
décroissance de la fonction sécrétoire sertolienne. De plus STEFANINI et al.
(1980) notent que I'élimination des cellules germinales, contaminant une
culture primaire de cellules de Sertoli, par un traitement hypotonique, abaisse
la production de I'Androgen-Binding Protein (ABP), protéine spécifique ser-
tolienne. Enfin, WeLscH et TREISSMAN (1984) suggérent que des prépara-
tions membranaires de spermatocytes pachyténe stimulent I'adénylate cyclase
sertolienne.

A la suite de ces travaux, nous avons cherché i mettre en évidence, par
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une approche directe, Pinfluence des différentes populations germinales et
des corps résiduels sur les cellules de Sertoli en culture.

Matériel et méthodes

Préparation des différents types cellulaires

Isolement des cellules de Sertoli: les cellules de Sertoli sont isolées 2
partir de testicules de rats Sprague-Dawley de 20 jours, par un traitement
enzymatique séquentiel 2 la trypsine puis 4 la collagénase, selon la méthode
de DORRINGTON et al. (1975).

Préparation des cellules germinales: I’isolement, puis Ienrichissement
des cellules germinales se font 4 partir de testicules de rats Sprague-Dawley
adulies, selon les techniques de MEISTRICH et al. (1981).

Une suspension brute de cellules germinales est obtenue par trypsini-
sation, elle est ensuite séparée en 3 populations enrichies (spermatocytes pa-
chyténe, spermatides rondes, corps résiduels) par &lutriation centrifuge 2
Paide d’un rotor Beckmann JE-6. Les corps résiduels (C.R.) sont la partie
cytoplasmatique des spermatides Agées qui se détache de ces cellules lors de
la spermiation. Ils sont ensuite phagocytés par les cellules de Sertoli (KErRr
et de KRETsER, 1975). La purcté des populations est estimée a 80-85%
pour les spermatocytes et de 75 4 80% pour les spermatides rondes et les
corps résiduels. La viabilité cellulaire, testée & Pérythrosine, est comprise
entre 90 et 95%.

Préparation des cellules épithéliales (LEC): les cellules épithéliales
utilisées pour les cocultures proviennent d’une lignée obtenue 2 partir de
foie de rat. Cette lignée qui n’exprime pas de fonctions hépatocytaires, est
entretenue 4 'J.N.SER.M. de Rennes et nous a été aimablement fournie
par le Dr. C. Gueuen-GuiriLovzo.

Cultures cellulgires

Culture primaire de cellules de Sertoli

Les cellules de Sertoli sont distribuées dans des chambres de culture
(NUNC, diametre 35 mm) a taison de 2 ml par chambre, soit 10° cellules de
Sertoli dans du milieu de culture. Les cultures sont incubées 4 32° C dans
une atmosphére humidifiée contenant 509% CO: et 95% d’air. Les cellules
subissent une préincubation de 48 heures (Jo-J:) dans du milieu de base
d’Eagle (Gibco), supplémenté en IHepes (25 mM), en acides aminés non
essentiels (196), en glutamine (0,3 g/litre), en antibiotiques-antimycotiques
(196) et en sérum de veau foetal (SVF ; 109% ; Gibco). Le traitement hypo-
tonique est réalisé au terme de la préincubation selon la méthode décrite
par STEFANINI et al. (1970): les cultures sont incubées pendant 2 min en
présence d’une solution de Tris-HCl 20 mM a pH 74. Ce traitement est
suivi de deux ringages par du milieu de culture et les boites sont remises 2
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incuber 2 32° C dans 1 ml de milieu de culture. La stimulation par FSH
NTH-FSH-S15) est effectuée, soit directement 4 lissue de la préincubation,
soit 4 heures apres le traitement hypotonique.

Cocultures cellules de Sertoli-cellules germinales

A lissue de la préincubation ou 4 heures aprés le traitement hypotoni-
que, les milieux sont changés et les cellules de Sertoli rincées par du milien
neuf sans SVF. Puis, 1 ml d’'une suspension de cellules germinales brutes ou
élutriées de concentration définie et contenant ou non FSH, est ajouté par
chambre de culture. Les cocultures sont remises 2 incuber 2 32° C. Les mi-
lieux sont ensuite renouvelés toutes les 48 heures.

Cocultures cellules de Sertoli-LEC

Aptes 24 heures de préincubation, les milieux sont remplacés par 1 ml
d’une suspension de LEC (1.10° cellules) dans du milicu enrichi en SVE
(109%) et la préincubation se poursuit encore 24 heures. Au terme des 48
heures, les milieux sont changés, les cultures rincées par du milien neuf et
1 ml de milieu contenant ou non FSH est ajouté. Les cocultures sont alors
remises 2 incuber a 32° C et les milieux sont renouvelés toutes les 48 heures.
Les exigences particulieres des LEC en SVF nous ont amenés, lors des études
comparatives sur Pinfluence des cellules germinales et des LEC, 4 réaliser
les cocultures cellules de Sertoli-cellules germinales dans les mémes condi-
tions que les cocultures cellules de Sertoli-LEC.

Techniques cytologiques

Microscopie photonique

En fin de culture et une fois les milieux prélevés, les cellules sont co-
lorées au May-Griinwald-Giemsa.

Microscopie a balayage

Les préparations de cellules isolées et de cellules en culture sont fixées
a la glutaraldéhyde (2,5%) puis au tétroxyde d’osmium (19 ), enfin déshy-
dratées & I’alcool (cellules en cultures), on 2 Pacétone (cellules isolées). Les
cellules en culture subissent une déshydratation par la méthode du point
critique tandis que les cellules isolées sont séchées a Iair. Les préparations
sont alors recouvertes d’or par évaporation avant d’étre observées.

Microscopie électronigue

Les cellules en culture sont fixées a la glutaraldéhyde (2,5%) puis au
tétroxyde d’osmium (196) avant d’étre déshydratées i [’alcool et incluses
dans 'epon. Des coupes fines sont réalisées, puis colorées a I'acétate d’uranyle
et au citrate de plomb avant d’étre observées.
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Dosage de I'androgen-binding-protéin (ABP)

I’ABP contenue dans les milieux de culture de Sertoli et dans les mi-
lieux de coculturc est dosée par dialyse 4 I'équilibre (Frarz et al., 1976) et
par électrophotése 4 I'équilibre sur gel de polyacrylamide (RrTzEN et al.,
1974). A l'aide de ces techniques, nous avons aussi vérifié que les cellules
germinales et les LEC ne produisaient pas de protéine de liaison des an-
drogénes.

Résultats

Influence du traitement hypotonique sur les cellules de Sertoli

Le traitement d’unc culture de cellules de Sertoli par un milieu hypo-
tonique permet de réduire le nombre des cellules germinales contaminantes.
Apres 4 jouts de culture, la contamination n’est plus que de 5% dans ces
conditions, alors qu’elle atteint 15% chez les contrdles (P1. I A). Immédia-
tement apres le traitement, de trés nombreuses vacuoles apparaissent, en
microscopie photonique, dans le cytoplasme des cellules de Sertoli. Ces va-
cuoles régressent ensuite en nombre, mais restent visibles en microscopie

Fipure |

| :] Mon &aité
m Chec hypotenique

0.2 —

ABP ‘(pipoles / boite de culture)

NN -
NN

- E5H + FSH
Figure 1

électronique 2 jours aprés le traitement (Pl. II A-B). Le traitement hypoto-
nique entraine aussi une baisse de la production I’ABP de 25%, lorsque les
ccllules de Sertoli sont cultivées en 'absence de TSH et de 50% en présence
de cette hormone (Fig. 1). Dans ce dernier cas, les cellules ne sont plus
stimulables par FSH.
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Planche I - Culture de cellules de Sertoli et cocultures cellules de Sertoli-cellules germinales
{4 -de culture) en microscopie photonique aprés coloration au May-Griinwald. (x 300)

A: Cellules de Sertoli. Al: sans traitement hypotonique; —s cellules germinales.
A2: aprés traitement.

B: Coculture cellules de Serioli-spermatocytes pachyténe.

o

Coculture cellules de Sertoli-spermatides rondes,
Coculture cellules de Sertoli-corps résiduels.

>
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Planche IT - Ultrastructure de cellules de Sertoli (J4 de culture) avec ou sans traitetent hy-
potonique. {x 4 500)

A : Non traitée

Noyau (N)

Nucléole (m)

Jongtipns entre cellules
( - )
mitochondries {m)}
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Influence d’'une préparation brute de cellules germinales sur la production

d"ABP

L’addition d’une préparation brute de cellules germinales 3 une culture
de cellules de Sertoli entraine une stimulation significative de la production
d’ABP en absence de FSH (P < 0,05 pour 3 ou 6.10° cellules ajoutées)
comme en présence de cette hormone (P < 0,05 poir 3.10° cellules ajoutées)
(Fig. 2).

] -Fsu
— + FSH

1.3

SN I
N / /

Figure 2

Aspects cytologiques des cocultures cellules de Sertoli-populations germinales
étutriées

Les cellules de Sertoli ainsi que les 3 populations germinales élutrides
sont représentées sur la Planche III. Nos images de coculture en microscopie
photonique (Pl. I B-C-D) montrent que les spermatocytes, tout comme les
spermatides ou les C.R., peuvent adhérer dans des proportions variables a
la monocouche sertolienne. Ainsi, lorque 4.10° de spermatocytes de C.R. ou
de spermatides, sont ajoutés, nous ohservons une adhésion des cellules de
90%, 809 et 40% respectivement.

Influence des populations germinales élutribes et des LEC sur la production

d’ABP

L’addition de spermatocytes pachyténe aux cultures de cellules de Ser-
toli entraine une stimulation dose-dépendante de la production d’ABP en
absence, comme en présence de FSH (Fig. 3 et 4). L’ajout de 1.25.10° sper-
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matocytes ¢leve d'environ 209% les niveaux d’ABP (P < 0,01). Au-deld de
cette concentration, la stimulation est encore accrue (P < 0,001) et la pro-
duction d’ABP est doublée en présence de 10.10° spermatocytes ajoutés par
culture (Fig. 3).

-
+ FSH
0.7 |- 1 sPERMATOCYTES
a.5 |-
__,_-% SPERMATIDES
)
2
3 03t
3
o L L 1 1 . L ]
%' Q 2.3 3 7.5 10
£
S
]
-
Q
E
=
% .09 - - FSH
<
SPERMATOCYTES
CORPS RESIDUELS
__.___..__-_,T SPERMATIDES
0.3
L
0.l &= L L ! ] ‘
3 2.5 5 7.5 Té

NOMBRE DE CELLULES AJOQUTEES (x 106)
Figure 3
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Planche III - Cellules de Sertoli (J4 de culture) er cellules germinales élutriées en microscopie
: ‘balayage,

A: Cellules de Sertolt (S) en monocouche: noyau (N); prolongements cytoplasmiques (—s)
(x 1000}

B: Spermatocytes pachyitnes. (x 5000)
C: Spermatides rondes. (x 5000)
D: Corps résiduels. (x 5 000)
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En Pabsence de FSH, I'addition des spermatides stimule aussi la pro-
duction I’ABP (Fig. 3 et 4): elle est augmentée de 33% pour 3.75.10° sper-
matides ajoutées (P < 0,05) et de 489% pour 7.5.10° (P < 0,01) (Fig. 3).
Par contre, selon les expériences, en présence de FSH, les spermatides &3-
vent (Fig. 4) ou n’élevent pas (Fig. 3) les niveaux d’ABP.

Les corps résiduels stimulent la production ’ABP de 209% pour 2.10°
C.R. ajoutés (P < 0,05) et de 43% pour 4.10° (P < 0,01) (Fig. 3). En
présence de FSH, P'ajout de C.R. est sans effet sur cette production (Fig. 3
et 4),

Enfin, en coculture, les cellules épitheliales élevent les productions
d’ABP, basale et stimulée, 4 un niveau comparable & celui observé lors. des
cocultures en présence de spermatides ou de C.R. (Fig. 4).

& ol [ -Fsm
% B - rs1
d / i e
-

B . /
om0
IR

D % . /4_ %

+
-
™
[a
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Figure 4
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Influence du traitement hypotonigue sur la production d’ABP par les cellu-
les de Sertoli en coculture avec les spermatocytes pachyténe

Les spermatocytes pachyténe constituant un contaminant majeur des
cultures de cellules de Sertoli, nous avons testé Peffet de I’ajout de sperma-
tocytes 4 une culture primaire traitée. Nos résultats (Fig. 5) confirment ceux
de la Figure 1 et montrent que le traitement hypotonique altre significati-
vement (P < 0,001) les productions d’ABP basale (Témoin Hypo.) et sti-
mulée (Iypo. + FSH). Ils montrent aussi que l’ajout de 5 ou de 10.10°
spermatocytes aux cultures traitées, sans FSH (Témoin Hypo.) restaure la
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Figure 5

production d’ABP au niveau des témoins. En revanche, en présence de FSH,
'addition de 10° spermatocytes ne suffit pas & ramener la production d’ABP
des cultures traitées (Hypo. 4+ FSH) au niveau des contrbles stimulés
(+ FSH).

Discussion et conclusion

La premitre approche de notre étude sur les interactions cellules de
Sertoli-cellules germinales in vitro chez le rat a été indirecte et a consisté
en I'élimination des cellules germinales contaminant une culture de cellules
de Sertoli, selon la méthode décrite par STEFANINY et al. (1980). Nos résultats
sont en accord avec ces auteurs sur deux points: nous obtenons la dispari-
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tion de la plupart des cellules germinales contaminantes et la production
d’ABP est fortement abaissée. Cependant, ces auteurs montrent, contraire-
ment 4 nos observations, que les vacuoles qui apparaissent dans le cytoplasme
des cellules de Sertoli 4 la suite du traitement hypotonique, se résorbent dans
les 4 heures qui suivent le traitement. De méme, aprés traitement hypotoni-
que, ils observent que les cellules de Sertoli restent stimulables par FSH bien
que la production d’ABP soit réduite. Deux hypothéses peuvent étre avancées
pour expliquer Ja baisse du niveau d’ABP: la premitre est que 1'absence des
cellules germinales diminue fortement lactivité sécrétrice des cellules de
Sertoli; cette these est défendue par I'équipe de STEFANINT (1980). La deuxie-
me est que le traitement lui-méme alteére la métabolisme des cellules de Se-
toli. Cette seconde hypothese est étayée par nos résultats de coculture cellules
de Sertoli-spermatocytes pachyténe: la restauration du niveau contrdle né-
cessite I'ajout de 5.10° spermatocytes, or la contamination, par les éléments
getminaux, d’une culture primaire non traitée au J» de culture représente
15%, soit moins de 200 000 cellules germinales (spermatocytes principa-
lement).

Ces deux hypothéses cependant ne s’excluent pas et pour mieux définir
les interrelations cellules de Sertoli-cellules germinales, nous avons préféré
une approche directe et originale: la cocultute cellules de Sertoli-cellules ger-
minales. Nos résultats montrent que I'addition d’une préparation brute de
cellules germinales 4 une cultute primaire éléve significativement les niveaux
d’ABP. Nous avons également démontré, grice aux séparations de cellules
par €lutriation centrifuge, que les spermatocytes pachyténe étaient les princi-
paux responsables de cette stimulation, tandis que les spermatides et les
cotps résiduels exercaient un effet stimulateur faible, voire nul, sur la sé-
crétion d’ABP. Les effets des spermatocytes et des spermatides, apparaissent
proportionnels 4 leur capacité d’adhésion aux cellules de Sertoli. Ces résultats
rejoignent ceux de GALDIERI et al. (1983) montrant que les spermatocytes
pouvaient adhérer & une monocouche sertolienne et en recouvrir jusqu’a
909% de la sutface alors que les spermatides ne recouvraient jamais plus de
20% de la monocouche. Ces auteurs ont également suggéré que des jonctions
s’établissaient, de novo, entre les spermatocytes et les cellules de Sertoli et
que leurs interactions faisaient appel i des glycoprotéines membranaites.

Dans notre étude, 'effet des spermatides pourrait résulter de la con-
tamination de cette fraction par les spermatocytes pachyténe. Cette éventua-
lité sera vérifiée lorsque nous disposerons de populations de spermatides pu-
rifiées 2 plus de 90% en couplant les séparations cellulaires par &lutriation
centrifuge aux séparations par gradiénts de Percoll tel que cela a été décrit
par MEISTRICH et al. (1981).

Les corps résiduels stimulent peu la production d’ABP bien que notre
étude montre, pour la premitre fois, qu’ils adhérent en grand nombre aux
cellules de Sertoli en culture, ROOSEN-RUNGE (1952) et Lacy (1962) ont
suggéré un rdle important des C.R. dans la synchronisation de la spermato-
génese. Ce role n’est pas exclu, mais d’autres expériences sont nécessaires
pour le mettre en évidence. Tl est également possible que les C.R., tout
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comme les spermatides exercent des effets sur des aspects de Pactivité serto-
lienihe, autres que la production d’ABP.

Enﬁn en coculture, les LEC élévent la production d’ABP. Tunc et
FriTZz en 1980, de méme HuTson et STocco en 1981, ont également observé
une telle stimulation de Pactivité sertolienne en présence de cellules péritu-
bulaires, mais aussi de cellules non testiculaires telles que les fibroblastes
embryonnaires ou des cellules épithéliales d’origine rénale. Les cellules épi-
théliales testées dans notre étude sécrétent, en coculture avec des hépato-
cytes de rat, de la fibronectine ainsi que différents types de collagéne (Gu-
GUEN-GUILLOUZO et al., 1983). Les LEC pourraient donc en coculture avec
les cellules de Sertoli, j ]ouer un rdle de soutien anatomique et fonctionnel.

En conclusion, cette étude montre principalement que les spermatocytes
pachyténe stimulent trés significativement P'activité sécrétoire des cellules de
Sertoli iz vitro. Cette observation renforce I’hypotheése d’une régulation lo-
cale de la spermatogenése.
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