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Résumé : Congélation et maturation in vitro de tissus testiculaires de rats prépubeéres

La préservation de la fertilité des enfants présentant un cancer est depuis plusieurs années devenue une
étape importante dans la prise en charge de la qualité de vie apres le cancer. La chimiothérapie et la radiothérapie
utilisées dans le traitement du cancer peuvent entrainer une infertilité a I’age adulte. Un protocole de congélation
lente contr6lée mis au point au sein au laboratoire permet actuellement de préserver la structure et la fonctionnalité
du tissu testiculaire de ces enfants. Afin de restaurer la fertilité de ces patients, différentes méthodes de maturation
in vitro du tissu testiculaire prépubere ont vu le jour. La culture organotypique sur gel d’agarose permet d’obtenir
une spermatogenese compléte a partir de tissus testiculaires prépuberes de souris. Cependant, un blocage de la
spermatogenese est observé lorsque ce méme protocole est utilisé chez le rat ou chez I’homme. Le rat, dont la
durée de la spermatogenese est intermédiaire entre la souris et ’homme, représente un modele adéquat pour étudier
ce blocage méiotique.

Apres validation d’une procédure de congélation chez le rat prépubere, nous avons comparé 1’effet de
milieux de culture de composition différente sur la progression de la spermatogenese in vitro. Nos résultats
montrent une incapacité des milieux testés a soutenir une premiere vague complete de la spermatogenese. Des
analyses histologiques ont montré un maintien de la fonctionnalité des tissus testiculaires de rats prépuberes en
culture. Nos résultats suggerent plutét une incapacité des milieux de culture a soutenir la différenciation des
cellules ayant initié leur méiose. Les analyses RNA-seq réalisées sur ces tissus mettent en évidence une
dérégulation importante de I’expression des génes en lien avec la spermatogenese, la stéroidogenese ainsi que le
processus inflammatoire.

Afin de pouvoir envisager une application chez ’homme, il est indispensable de continuer ces travaux
par la réalisation de cultures séquentielles, permettant de mimer au mieux les conditions physiologiques, et par
I’ajout de molécules anti-inflammatoires dans les milieux de culture. Par ailleurs, I’aplatissement des tissus entre
une matrice de PDMS et un gel d’agarose pourrait étre envisagé afin d’assurer une meilleure oxygénation et
diffusion des nutriments au sein des explants tissulaires.

Mots clés : culture organotypique, spermatogenese in vitro, arrét de maturation, testicule prépubere, RNA-Seq

Abstract: Freezing and in vitro maturation of prepubertal rat testicular tissues

Fertility preservation in children treated for cancer has become an important criterion in the management
of quality of life after cancer. Chemo- or radiotherapy treatments used in pediatric cancers can lead to infertility
at adulthood. Protocols implemented in our laboratory currently allow the preservation of the structure and
functionality of testicular tissue in these children by controlled slow freezing. In order to restore fertility in these
patients, methods of in vitro maturation of prepubertal testicular tissue have emerged. The organotypic culture on
agarose gel allows the completion of in vitro spermatogenesis from prepubertal mouse testicular tissues. However,
a spermatogenic arrest is observed when the same protocol is used in rats or in humans. The rat, whose duration
of spermatogenesis is intermediate between mouse and human, represents a suitable model to study this meiotic
arrest.

After validation of the freezing procedures in prepubertal rats, we compared the effect of culture media
of different composition on the progression of in vitro spermatogenesis. Our results show the inability of the tested
media to support a complete spermatogenesis. Tissue analyses showed a maintenance of the functionality of
prepubertal rat testicular tissues in culture. Our results rather suggest the inability of culture media to support the
differentiation of cells that have initiated meiosis. RNA-seq analyses performed on these tissues revealed a
significant deregulation of the expression of genes related to spermatogenesis, steroidogenesis and inflammatory
process.

In order to consider a human application, it is essential to continue this work by performing sequential
cultures to mimic the physiological conditions as closely as possible, and by adding anti-inflammatory molecules
in culture media. Moreover, the flattening of tissues between a PDMS matrix and an agarose gel could be envisaged
to allow a better oxygenation and diffusion of nutrients within the tissue explants.

Keywords: organotypic culture, in vitro spermatogenesis, maturation arrest, prepubertal testis, RNA-Seq
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3p-HSD : 3B-hydroxystéroide déshydrogénase
7B-HSD : 17 -hydroxystéroide déshydrogénase

A

oMEM : Minimum Essential Medium a

A - Au, A aligned spermatogonia, spermatogonie
A alignée

ABP : Androgen-binding protein

A... : Spermatogonie A foncée

ADN : Acide désoxyribonucléique

AKT : AKT serine/threonine kinase 1

AMH : Anti Miillerian hormone

AMP : Assistance médicale a la procréation

A... . A,, A paired spermatogonia, spermatogonie
A appariées

A,.. : Spermatogonie A pale

APC : Anaphase promoting complex

AR : Androgen receptor

ARNm : Acide ribonucléique messagé

A...: A, A single spermatogonia, spermatogonie A
isolée

ATM : ATM serine/threonine kinase

ATP : Adénosine triphosphate

ATR : ATR serine/threonine kinase

arRA : all-trans retinoic acid

AZF : Azoospermia factor

B
bFGF : basic fibroblast growth factor

BHT : Barriere hémato-testiculaire

BLEFCO : Biologistes des Laboratoires d’Etude
de la Fécondation et de la Conservation de I’(Euf
BMP4 : Bone morphogenetic protein 4

BRCA1 : BRCAI DNA repair associated

BrdU : BromodésoxyUridine

BSA : Bovine Serum Albumin

BuOF : Fluide Oculaire Bovin

C

¢-KIT : KIT proto-oncogene receptor tyrosine
kinase

CECOS : Centre d’étude et de conservation des
ceufs et du sperme

CLC : Congélation Lente Controlée

CO : Crossing-over, enjambement

CPA : Cryoprotective agent, Agent cryoprotecteur
CPG : Cellules germinales primordiales

CRBP : Cellular retinol binding protein

CSF-1: Colony stimulating factor 1

CSS : Cellule Souche Spermatogoniale
CYP17A1 : cytochrome P450, family 1, subfamily
A, polypeptide 1

CYP19A1 Cytochrome P450, family 19,
subfamily a, peptide 1

CYP26B1 Cytochrome P450, family 6,
subfamily b, peptide 1

D
DDX4 : DEAD-box helicase 4
DEG : Differentially expressed genes, Genes

différentiellements exprimés
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Abréviations

DHEA : déhydroépiandrostérone

DMC1 : DNA meiotic recombinase 1
DMEM/F12 Modified FEagle,
Medium/Nutrient Mixture F-12

DMSO : Dimethylsulfoxyde

DPBS : Dulbecco's phosphate-buffered saline
DSBs : Double strand breaks, cassures de 1’AND

Dulbecco's

double-brins

E

E2fr : E2F transcription factor 1
EG : Ethyléne Glycol

EGF : Epidermal Growth Factor

ER a : Estrogen receptor a

ER B : Estrogen receptor 3

ERO : Especes réactives de 1’oxygene

F

FAS : Fas cell surface death receptor
FDE : Fibre dense externe

FFER Fédératon Francaise d’étude de la
Reproduction

FGF2 : Fibroblast growth factor 2

FGF9 : Fibroblast Growth Factor 9

FIV : Fécondation in vitro

FoxL2 : Forkhead box L2

FSH : Follicle-stimulating hormone

G

GATAA4 : GATA binding protein 4

GDNF : Glial cell line-derived neurotrophic factor
GnRH : Gonadotropin releasing hormone

GO : Gene ontology

Gy : Grey

H

H2AX : H2A X variant histone

H.O, : Peroxyde d’hydrogene

HBSS : Hanks' Balanced Salt Solution

hCG : human Chorionic Gonadotropin

HEPES : 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid

HHG : (axe) Hypothalamo-hypophyso-gonadique
HSA : Human Serum Albumin

I

ICSI : Intra-cytoplasmic sperm injection
IGF-1 : Insulin-like Growth Factor-1
IL-1 : Interleukine 1

IL-6R : Interleukine 6 receptor

In : Intermédiaire

INSL3 : Insulin-like factor 3

ITS : Insuline-Transferrine-Selnium

J

JED : Journées de 1’école doctorale

JNRB Journée Normande de Recherche
Biomédicale

Jpc : Jours post-coitum

Jpp : Jours post-partum

K

K.HPO, : Hydrogénophosphate de potassium
KCl : Potassium Chloride

KH.PO. : Phosphate monopotassium

Ki67 : marker of proliferation Ki-67

KO : Knock-out
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Abréviations

KSR : knock-out serum replacement

L

L-15 : Leibovitz L-15

LAMAL1 : Laminin subunit alpha 1
LH : Luteinizing hormone

LIF : Leukemia inhibitory factor
LN. : Azote

LPA : acide lysophosphatidic
LPC : lysophosphatidylcholine
LysoPC : lysophosphatidylserine

M

M : Molaire

MC : Milieu de Culture

Min : minutes

MIS : Miillerian Inhibitory Substance
MLH1 : MutLL homolog 1

MSCI : Meiotic sex chromosome inactivation

MSCU Meiotic silencing of unsinapsed
chromosomes
N

NaCl : Sodium Chloride

ND : pas d'information

NF«B : Nuclear factor kappa-B
NGF : Nerve growth factor

(0]
O/N : Overnight, Sur la nuit

P
P450scc : P450 side chain cleavage

PBS : Phosphate Buffered Saline

PC : pachytene checkpoint

PDMS : Polydiméthylsiloxane

PLK : Phosphoinositide 3-kinase

PROH : 1,2-propanediol

PTEN : Phosphatase and tensin homolog
PVP : Polyvinylpyrrolidone

R

RADS1 : RADS51 recombinase

Raff : Raffinose

RAR : retinoic acid receptor alpha

RARE : Retinoic acid response element

RBP4 : Retinol binding protein 4

rEDF : recombinant human epidermal growth
factor

RIA : Radio-immuno assay

ROSI : Round spermatid injection

RPMI : Roswell Park Memorial Institute Medium
Rspol : R-spondin-1

RT : Room Temperature, température ambiante

RXR : retinoid X receptor alpha

S

SAC : Spindle assembly checkpoint

SALF : Société d’ Andrologie de Langue Francaise
SF1 : Splicing factor 1

Sohlh2 : Spermatogenesis And Oogenesis Specific
Basic Helix-Loop-Helix 2

Sox9 : SRY-box transcription factor 9

SPO11 : SPO initiator of meiotic double stranded
breaks

Sry : Sex determining region of the Y chromosome
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Abréviations

SSV : Solid Surface Vitrification, vitrification sur
surface solide

Stab : stabilisation

StAR : Steroidogenic Acute Regulatory protein
Stra8 : Stimulated by retinoic acid 8

Suc : sucrose

SVF : Sérum de veau feetal

SYCP1 : synaptonemal complex protein 1

SYCP3 : synaptonemal complex protein 3

T
Tex11 : testis expressed 11

TIRA : Transferrine -Insuline-Acide rétinoique

TLR2 : Toll like receptor 2

TLR4 : Toll like receptor 4

TNF-a : Tumor necrosis factor 1

TNFR1 : Tumor necrosis factor receptor 1
Treh :Trehalose

TSPO : translocator protein

TUNEL : terminal deoxynucleotidyl transferase
(TdT) mediated dUTP nick-end labeling

A\

WB : Water Bath, Bain marie
Wnt : Wingless-type MMTV integration site family
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Formation Différenciation
de la créte génitale du sexe Développement de la gonade

f ] \f .
Testicule

FGF9
</ , Amh Développement
| sox9 < —> testiculaire

Aut
Gonade bipotentiella + Sry C énelsl Irrelgles g
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Figure 1 : Détermination génétique du sexe gonadique chez le rat

Le geéne Sry est exprimé a partir de 12 jpc dans les cellules somatiques de la gonade bipotentielle
XY pour atteindre son maximum a 13 jpc. Le gene Sry active le géne Sox9 dont les boucles
d’autorégulation vont permettre 1’amplification et le maintien de son expression. Sox9 va
induire I’expression de I’Amh et de divers autres génes permettant la masculinisation de la
gonade. L.’absence de Sry lors du développement de la gonade XX laisse place aux genes Wnt4,
FoxL2 et Rspol permettant un développement ovarien. Amh, hormone anti-Miillerienne (Anti
Miillerian Hormone) ; FGF9, Fibroblast Growth Factor 9 ; FoxL2, Forkhead box L2 ; jpc, jours
postcoitum ; Rspol, R-spondin-1 ; SF1, Splicing factor 1 ; Sox9, Sry-related HMG box gene 9
; Sry, Sex-determining Region of Y chromosome ; Wnt4, Wingless-type MMTYV integration site
Jamily member 4 (Adapté de Kashimada and Koopman, 2010; Clement et al., 2011)

16



Etude bibliographique — Chapitre 1 — Le testicule

Chapitre 1. Structure et fonction du
testicule

1.1. Mise en place et développement du testicule

1.1.1. Périodes embryonnaire et feetale

Les ébauches gonadiques, aussi appelées crétes génitales, se forment a partir de la face
interne du mésonéphros par multiplication des cellules de I’épithélium ccelomique et du
mésenchyme. Cette gonade embryonnaire est qualifiée d’indifférenciée ou bipotentielle, faisant
référence a sa capacité de s’orienter vers un destin de gonade male ou femelle, en fonction des

chromosomes sexuels (X ou Y) recu lors de la fécondation.

Chez le rat, les premieres cellules germinales primordiales (CGP) apparaissent autour
de 8.5 jours postcoitum (jpc) et migrent de 1’épiblaste vers les crétes génitales entre 10,5 et
11,5 jpc. Au 12+ jpc, les CGP sont majoritairement présentes a la surface ventro-médiane
mésonéphrotique des crétes génitales et commencent une expansion massive (Kemper and
Peters, 1987; Kobayashi et al., 2020). Ces étapes sont identiques a travers plusieurs especes

mais présentent une chronologie différente (Tableau 1).

Stade du développement

Eveénement Rat Souris Homme
Premiere détection des CPG 8.5 jpc 6 jpc 4 sem
Formation de la gonade indifférenciée =~ N/D 10 jpc 4 sem
Colonisation des crétes génitales 12,5 jpc 10,5 — 11,5 4-5sem
ipc
Formation des cordons séminiferes 13 - 14 jpc 12,5 jpc 6 -7 sem
Différenciation des cellules de Leydig 14,5 jpc 12,5 jpc 8 sem
Régression des canaux de Miiller 15,5 jpc 14 jpc 8 sem
Masculinisation des organes génitaux N/D 16 jpc 9 - 10 sem
externes
Migration testiculaire dans les bourses 28 sem
Début 15 jpp
Fin 18,5 jpp
Début de la prophase méiotique 15 jpp Sipp

Tableau 1 : Différenciation des gonades et du tractus génital male chez la souris, le rat et
I’homme. Jpc, Jours post-coitum ; jpp, jours post-partum ; CPG, Cellules germinales primordiales ;
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> 15,5 jpc

Sry

Mésonéphros
O Cellule germinale /\L Vaisseau sanguin £ Cellule myoide péritubulaire
£ : B Cellule somatique O Cellule de Sertoli <> Cellule de Leydig

Figure 2 : Développement précoce du testicule chez le rat

Des 12 jpc, la présence du gene Sry induit une différenciation de la gonade par la formation de
cordons séminiferes entourant les cellules germinales. Les cellules du tissu interstitiel et de
I’épithélium vasculaire se mettent en place. (D apres Ross and Capel, 2005)

Ipc, jours postcoitum ; Sry, Sex-determining Region of Y chromosome.

Gonades
Canal de Miiller Canal de Wolff
S M IL
mus \\N'
Différenciation
. AMH
Q s QO
Trompe XX XY,
\_ysr
Oviducte Epididyme
. Testicule
Ovaire
@ Canal déférent
Testostérone

Vésicule séminale

Utérus
Vagin

Pénis

Figure 3 : Mise en place du sexe phénotypique

Pour les individus XY, sous I’action du gene Sry, la gonade bipotentielle se différencie en testicule, les
canaux de Miiller régressent tandis que les canaux de Wolff permettent la formation de I’épididyme, du
canal déférent et des glandes accessoires (vésicule séminale). Pour les individus XX, on observe la
formation d’une paire d’ovaires, et un développement des voies génitales femelles a partir des canaux
Miiller ; les canaux de Wolff régressent. Les organes génitaux externes se développent en conséquence.
AMH : hormone anti-Miillerienne (Anti Miillerian Hormone) ; Sry : Sex-determining Region of Y
chromosome ; + : stimulation ; - : inhibition.

18



Etude bibliographique — Chapitre 1 — Le testicule

Suite légende Tableau 1 > sem, semaines (d'aprés Lucas-Herald and Bashamboo, 2014; Tanaka and
Nishinakamura, 2014).

La différenciation des crétes génitales en gonades embryonnaires méles est controlée
par le sexe chromosomique de I’individu. Le gene Sry (Sex determiming Region of the Y
chromosome) présent sur la bras court du chromosome Y, va étre exprimé dans les cellules
somatiques des crétes génitales et entraine leur différenciation en cellules de Sertoli immatures
(Albrecht and Eicher, 2001). A partir de 13,5 jpc, ’expression de SRY va activer une cascade
de signalisation faisant intervenir les geénes Sox9 (SRY-box transcription factor 9) , SfI (Splicing
factor 1) et Fgf9 (Fibroblast growth factor 9), impliqués dans la différenciation des voies
génitales vers un destin male (Sekido and Lovell-Badge, 2008; Kashimada and Koopman,
2010; Clement et al., 2011) (Figure 1). Les cordons séminiferes délimités par une lame basale
résultent de 1’agrégation des cellules de Sertoli différenciées, colonisées par les CGP
dorénavant appelées gonocytes (Olaso and Habert, 2000). Ces structures sont les précurseurs
des futurs tubes séminiferes. Les cellules de Sertoli établissent des jonctions entre elles et se
mettent a produire de protéines de la matrice extracellulaire afin de définir la structure primaire
de ces cordons. Cette structure est consolidée par la migration autour des cordons de cellules
se différenciant en cellules myoides péritubulaires ainsi que par des interactions avec les
cellules endothéliales (Combes et al., 2009). La différenciation des cellules de 1’espace
interstitiel en cellules de Leydig foetales est une des conséquences induites par la différenciation
des cellules de Sertoli (Rotgers et al., 2018) (Figure 2). A partir de 14,5 jpc, les premieres
enzymes stéroidogéniques sont détectées (Livera et al., 2000), permettant la synthese de

testostérone a partir de 15,5 jpc (Warren et al., 1973).

En réponse a I’expression du gene Sox9, les cellules de Sertoli immatures produisent
I’AMH (AntiMiillerian hormone) responsable de la régression des canaux de Miiller (Rotgers
etal.,2018) a 15,5 jpc (Xavier and Allard, 2003). Les cellules de Leydig feetales vont sécréter
de la testostérone responsable du maintien des canaux de Wolff et de la différenciation du
tractus génital interne et externe (Figure 3), mais aussi INSL3 (insulin-like factor 3) permettant

la descente des testicules dans le scrotum apres la naissance (Adham ez al., 2000).

Les gonocytes entrent en quiescence a 18 jpc jusqu’a I’entrée en mitose des cellules
souches spermatogoniales (CSS) quelques jours apres la naissance. Ce repos cellulaire fait
intervenir des facteurs produits par les cellules de Sertoli tels que CYP26B1 (Cytochrome P450,
SJamily 26, subfamily b, peptide 1), ayant pour fonction de dégrader I’acide rétinoique, inhibant

ainsi ’expression de Stra8 (Stimulated by retinoic acid 8) impliqué dans 1’entrée en méiose.
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Cette inhibition est aussi supportée par d’autres facteurs locaux indépendants de la voie de
I’acide rétinoique (Guerquin et al., 2010; Childs et al., 2011). La prolifération des cellules de

Sertoli est maximale a 20 jpc et se prolonge jusqu’a la naissance (Orth, 1982).
1.1.2. De la naissance a la puberté

A la naissance, chez le rat, les testicules sont composés des cordons séminiferes,
comprenant les gonocytes et les cellules de Sertoli, et du tissu interstitiel incluant les cellules

de Leydig feetales.

Le développement sexuel post-natal du rat a été décrit comme €tant divisé en 4 étapes :
la période néonatale allant de 0 a 7 jpp, la période infantile de 8 a 21 jpp, la période juvénile
entre 21 et 35 jpp, et la période péri-pubertaire de 35 a 60 jpp. La fin de cette derniere période

correspond a la présence de spermatozoides dans I’épididyme (Ojeda et al., 1980).

Durant la période néonatale (0 a 7 jpp), les cellules de Sertoli en prolifération sous
I’action de la FSH (Follicle-Stimulating Hormone) vont stimuler la prolifération des gonocytes
les faisant passer d’un état quiescent (induit lors du développement feetal) a un stade de
spermatogonie en prolifération (Rossi and Dolci, 2013). Cette entrée en activité est estimée

entre 3 et 5 jpp (Olaso and Habert, 2000).

La période infantile (8 a 21 jpp) est caractérisée par une forte activité des 3 principaux

types cellulaires :

- Les premieres cellules de Leydig progénitrices apparaissent au 8= jpp et entrent en
prolifération, remplacant les cellules de Leydig feetales. Ces cellules commencent a
produire un androgene primaire, 1’androstérone (Haider, 2004), sous 1’action de la LH
(Luteinizing Hormone).

- Les cellules de Sertoli atteignent leur densité maximale entre le 14 et le 16~ jpp. Une
augmentation du poids testiculaire est ainsi observée, résultant des multiplications
cellulaires successives, associé a I’apparition de la lumiere au sein des cordons
séminiferes, qui deviennent alors les tubes séminiferes. La taille des tubes et du testicule
est corrélée au nombre total de cellules de Sertoli résultantes de la phase de prolifération
(Orth et al., 1988). Les cellules de Sertoli vont mettre en place des jonctions serrées
entre elles afin de constituer la barriere hémato-testiculaire (BHT), contemporaine de

|’apparition des premiers spermatocytes (Pryor et al., 2000; Setchell, 2008).
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Cordon spermatique

Arteére testiculaire
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Figure 4 : Anatomie du testicule adulte

Les testicules, situé dans le scrotum, sont les organes permettant la production de spermatozoides. Ils
sont entourés d’une membrane de protection appelée albuginée, et sont soumis a une importante
thermorégulation réalisée par le plexus pampiniforme. Les spermatozoides sont produits dans les tubes
séminiferes et vont étre évacués vers le rete testis, zone de rassemblement des tubes séminiferes. Les

spermatozoides vont par la suite étre dirigés dans 1’épididyme, lieu de leur maturation.
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- Entre le 15~ et le 18~ jpp, les CSS vont se différencier en spermatogonies A,
intermédiaires et B. Va suivre rapidement la division des spermatogonies B, 1’ apparition
des premieres cellules méiotiques (pré-leptotene, leptotene et zygotene) (Picut et al.,
2015). La descente testiculaire par le canal inguinal se produit de maniere simultanée a

I’apparition des premiers spermatocytes I (Picut ez al.,2015).

La période juvénile (21 a 35 jpp) est en comparaison plus faible en termes de
prolifération cellulaire des cellules intratubulaires. Les spermatides rondes de la premiere vague
de la spermatogenese sont produites et une augmentation du diametre des tubes est observée
suite 2 la croissance du nombre de cellules intratubulaires. A partir de 25 jpp, les cellules de
Leydig immatures vont commencer a produire progressivement de la testostérone, stimulant la

spermatogenese (Picut et al., 2015).

Durant la période péri-pubertaire (35 a 60 jpp), la maturation des cellules de Leydig
induit une production massive de testostérone, correspondant au niveau observé chez 1’adulte
(Gupta et al., 1975). Les premicres spermatides en cours d’élongation et allongées sont
observées a 45 jpp, permettant la détermination des stades de 1’épithélium séminifere. La

densité cellulaire va progressivement augmenter afin d’étre comparable a celle de ’adulte.
1.2. Période adulte

1.2.1. Anatomie du testicule

Chez le rat, les testicules migrent dans le scrotum en position exorchide apres la
naissance, maintenus par le cordon spermatique. Ils sont enveloppés par une membrane dense,
I’albuginée (tunica albuginea) dont la surface interne est recouverte d’un tissu conjonctif
richement vascularisé (Figure 4). Le testicule est compartimenté en de nombreux lobules
séparés par des parois septales (septula testis). Les lobules sont eux-mémes composés de tubes
séminiferes enchevétrés, zones principales de l’activité testiculaire, séparés par du tissu
interstitiel. Les tubes séminiferes se regroupent dans la partie supérieure du testicule sous forme
d’anastomose tubaire appelée rete testis. Les canaux efférents partant du rete festis en direction
de la téte de I’épididyme se regroupent sous le nom du canal épididymaire. L’épididyme est

composé de trois parties : la téte, le corps, la queue et est responsable de la maturation et du
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— Tube séminifere
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Figure 5 : Tissu interstitiel de rat

Le tissu interstitiel de rat est présent entre les tubes séminiferes et est composé principalement d’ilots
de cellules de Leydig, productrices de testostérone, de vaisseaux sanguins et cellules du systeme
immunitaire. Les cellules de Leydig sont partiellement entourées d’une couche de cellules endothéliales,
permettant un contact étroit avec I’espace lymphatique (D’aprés Fawcett et al., 1973).
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stockage des spermatozoides produits par le testicule. L’épididyme est prolongé par une
succession de canaux, reliés aux glandes accessoires, sollicités lors de 1’accouplement (Saint-

Dizier et al.,2014).

Le testicule est un organe richement vascularisé, irrigué par une artere testiculaire, se
subdivisant pour irriguer les lobules testiculaires et 1’épididyme. Le réseau vasculaire produit
lors du rassemblement des arteres et veines reliés au testicule porte le nom de plexus

pampiniforme, responsable de la thermorégulation du testicule (Saint-Dizier et al., 2014).

Le testicule assure 2 fonctions fondamentales réparties entre les compartiments
testiculaires, les tubes séminiferes et 1’espace interstitiel (ou tissu interstitiel). Les tubes
séminiferes exercent une fonction exocrine, par la production de spermatozoides. L’espace

interstitiel exerce une fonction endocrine.
1.2.2. Tissu interstitiel

L’espace interstitiel, situé autour les tubes séminiferes, est composé d’un tissu
conjonctif lache, hautement vascularisé et innervé (Figure 5). Il contient de nombreux
capillaires sanguins, responsables du trafic hormonal périphérique et testiculaire, des éléments
figurés du sang, des fibroblastes, des macrophages et les cellules de Leydig. Chez le rat,
I’endothélium lymphatique est tres développé, discontinu, entourant partiellement les cellules

de Leydig périvasculaire (Fawcett et al., 1973).
A) Cellules de Leydig

Les cellules de Leydig sont localisées autour des capillaires sanguins. Cette
conformation péri-vasculaire permet des échanges actifs entre I’environnement testiculaire et
la circulation générale. Ces cellules occupent 1 a 5% du volume testiculaire. Elles présentent
un cytoplasme abondant, contenant des inclusions lipidiques, sources de cholestérol (Fawcett
et al., 1973). En effet, les cellules de Leydig ont une fonction endocrine et paracrine,
responsable de la production d’androgeénes nécessaires a la masculinisation des organes
androgéno-dépendants durant le développement et la stimulation de la spermatogenese. INSL3,
impliqué dans la descente testiculaire est produit spécifiquement par les cellules de Leydig. De
par la présence de son récepteur dans les cellules germinales, on lui attribue un réle potentiel
au cours de la spermatogenese, cependant celui-ci n’est pour I’instant pas élucidé (Sansone et

al.,2019).
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Figure 6 : Biosynthese de la testostérone par les cellules de Leydig chez le rat adulte.

La voie A4 de la biosynthese de la testostérone est majoritaire chez le rat. Cette voie passe par la
transformation de la prégnénolone en progestérone dans le réticulum endoplasmique lisse tandis que la
voie A5, majoritaire chez ’homme passe par la DHEA. La testostérone est aromatisé en oestradiol dans
les cellules de Sertoli, les cellules de Leydig et par certaines cellules germinales (Adapté de Saint-Dizier
etal.,2014).

CYP17A1 : cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1 ; DHEA : déhydroépiandrostérone
; P450scc : P450 side chain cleavage ; StAR : Steroidogenic Acute Regulatory protein ; TSPO :
translocator protein ; 3 3-HSD : 33-hydroxystéroide déshydrogénase ; 173-HSD : 173 -hydroxystéroide
déshydrogénase.
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Parmi toutes les molécules produites par les cellules de Leydig, la testostérone est celle
qui a été la plus étudiée de par son rdle indispensable dans la régulation de la spermatogenese
(Zhou et al., 2019). La production de testostérone par les cellules de Leydig consiste en un
recrutement du cholestérol contenu dans les gouttelettes lipidiques stockées au sein de la
cellule. Ce cholestérol va étre transporté dans les mitochondries ou il va étre transformé en
prégnénolone. Celle-ci va subir une cascade de réactions enzymatiques au sein du réticulum
endoplasmique lisse conduisant a la production de testostérone (Aghazadeh et al., 2015)

(Figure 6).

A 1’age adulte, les cellules de Leydig vont commencer 4 synthétiser des cestrogénes, par
aromatisation de la testostérone. L’cestradiol produit va induire un rétrocontrdle sur la
production de LH mais aussi sur les cellules testiculaires présentant les récepteurs ERa et 3

(Estrogen Receptor o/p) (Carreau and Hess, 2010).
B) Autres types cellulaires

Outre les cellules de Leydig, le tissu interstitiel est composé de nombreux autres types
cellulaires : des cellules nerveuses et des cellules associées au systeme immunitaire telles que
les macrophages et lymphocytes. Ces cellules vont permettre une sélectivité de I’entrée des
molécules au sein des compartiments du testicule. Le réseau lymphatique va permettre un
drainage du tissu tandis que les cellules immunitaires vont détruire les cellules présentant des
antigenes étrangers (Schuppe and Meinhardt, 2005). Il a été observé la mise en place d’un
« sanctuaire immunitaire » par 1’action combinée des propriétés immunosuppressives des

cellules de 1’espace interstitiel et celle des tubes séminiferes via la BHT.
1.3.3. Tubes séminiferes

Les tubes séminiferes ont un diametre de 150 a 200 ym et représentent 60 a 80% du
volume testiculaire. Chaque tube est bordé par des cellules péritubulaires appelées aussi cellules
myoides, accolées a la membrane basale (lamina propria) (Figure 7). Les cellules de Sertoli et

les cellules de la lignée germinale forment le contenu cellulaire intratubulaire (Sertoli, 2018).
A) Cellules péritubulaires

De par leur nature myofibroblastique, les cellules myoides ont la capacité de générer

une contraction des tubes séminiferes qu’elles entourent. Ces cellules sont a 1’origine des
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Figure 7 : Structure des tubes séminiferes

Les tubes séminiféres sont composés d’une association complexe de cellules de Sertoli et cellules
germinales. Des jonctions serrées mises en place entre les cellules de Sertoli permettent de différencier
deux compartiments : le compartiment basal, constitué des spermatogonies et des spermatocytes pré-
leptoteénes, et le compartiment adluminal, regroupant les spermatocytes différenciés, les spermatides et
spermatozoides. Le compartiment adluminal est prolongé par la lumiére tubulaire, au centre de la
structure, lieu de relargage des spermatozoides. Les tubes séminiféres sont entourés de cellules myoides
péritubulaires, cellules contractiles permettant le maintien des tubes ainsi que le transport des
spermatozoides (D’apres Oatley and Brinster, 2012).
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contractions péristaltiques jouant un rdle dans le transport des spermatozoides testiculaires et
du fluide tubaire vers le rete testis (Wang et al., 2018). Les cellules myoides produisent
différents facteurs impliqués dans la contractilité cellulaire, la prolifération ou encore des
especes réactives de 1’oxygene et exercent donc une activité paracrine sur les types cellulaires

environnants (Mayerhofer, 2013; Zhou et al., 2019).

De nombreux cas d’infertilité ont montré une altération de la structure de la membrane basale
et des cellules myoides (Mayerhofer, 2013). Via la sécrétion de LIF (Leukemia Inhibitory
Factor), les cellules péritubulaires pourraient induire une prolifération des spermatogonies et
agir directement sur la spermatogenese (Dorval-Coiffec et al., 2005). Les cellules myoides
expriment le récepteur aux androgenes (AR, androgen receptor), qui lorsqu’il est activé, induit
la production de GDNF (Glial cell Line-Derived Neurotrophic Factor) dans les cellules
myoides. Le GDNF va transiter au sein des tubes séminiferes et par son action sur les cellules
de Sertoli et les CSS, stimuler 1’auto-renouvellement des CSS (Potter and DeFalco, 2017). Une
invalidation du gene codant pour le récepteur aux androgeénes dans les cellules myoides
péritubulaires induit une réduction de la population de cellules germinales et une stérilité a I’age
adulte chez la souris (Welsh et al., 2009). Une altération de la production d’androgenes
entrainerait quant a elle, une variation du nombre de récepteurs aux androgenes présents au sein

de ces cellules chez la souris (Mayer et al., 2018).

B) Cellules de Sertoli

La cellule de Sertoli adulte est une cellule polarisée, présentant de nombreuses
extensions cytoplasmiques ramifiées et jonctions cellulaires, a I’origine de la BHT. Son noyau
est reconnaissable de par sa forme géométrique, la plupart du temps allongée et
anatomiquement proche de la lame basale. Elle est en contact permanent avec plusieurs
générations de cellules germinales via son cytoplasme, s’étendant de la lame basale jusqu’a la
lumiere tubulaire. Ses nombreux prolongements cytoplasmiques s’adaptent pour permettre le
développement des cellules germinales qui I’entourent (Franca et al., 2016). La cellule de
Sertoli est la seule cellule testiculaire capable de communiquer avec tous les types cellulaires
présents au sein des tubes séminiféres, permettant ainsi une régulation fine des cellules
environnantes. Son appellation de « cellule nourriciere » vient de sa relation morphologique
avec les cellules germinales en développement. Elle est le support structural, biochimique,
ionique, métabolique et est a 1’origine de la synchronisation de 1’activité de I’ensemble des

cellules intra-tubulaires (Franga et al., 2016). L activité phagocytaire des cellules de Sertoli est
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nécessaire afin d’éliminer les cellules germinales apoptotiques et les corps résiduels issus des
spermatides allongées. La cellule de Sertoli est a I’origine de la production de fluide tubulaire,
et de multiples autres composés. Ce fluide, en plus d’un apport ionique et nutritif, permet le
transport de molécules produites par les différents types cellulaires allant de la lame basale a la
lumiere du tube. Il a aussi un rdle dans le transport des spermatozoides non mobiles jusqu’au
rete testis puis 1’épididyme (Rato et al., 2010). Ces différents rdles de soutien, nutrition et
sécrétion font de la cellule de Sertoli un élément essentiel pour la survie des cellules germinales

et le déroulement de la spermatogencse.

Les cellules de Sertoli sont régulées par différents facteurs, influant de ce fait sur la
spermatogenese. Des la naissance, cette cellule est sous le contrdle de la FSH, facteur mitogene
responsable de leur intense prolifération via la voie insuline/IGF1 (Pitetti ef al., 2013). A la
puberté, la stimulation par la FSH va induire la production de la protéine PTEN (Phosphatase
and tensin homolog), antagoniste majeur de la voie PI3K/AKT (Phosphoinositide 3-
kinase/AKT serine/threonine kinase 1) rendant la cellule de Sertoli réfractaire a 1’effet mitogene
de la FSH (Dupont et al., 2010). La production d’androgenes par les cellules de Leydig, de
molécules impliquées dans la formation de la matrice extracellulaire par les cellules
péritubulaires et de facteurs par les cellules germinales, tels que le NGF (Nerve growth factor)
et le bFGF (basic fibroblast growth factor), sont responsables de variations de I’activité
sertolienne (Jégou, 1993). La résorption des corps résiduels des spermatides pourrait aussi
induire des changements fonctionnels des cellules de Sertoli, entrainant une activation des
processus de division et de différenciation des spermatogonies et spermatocytes (Syed et al.,

1995).
C) Barriere hémato-testiculaire

Les cellules de Sertoli sont les principaux éléments anatomiques définissant la BHT. Il
s’agit d’un réseau complexe, composé de nombreuses jonctions cellulaires (serrées, d’ancrage
et communicantes) entre les cellules de Sertoli. Elle constitue une barriere physique sélective
au sein du tube séminifere par I’établissement d’une ségrégation des spermatogonies et jeunes
spermatocytes primaires dans le compartiment basal de I'épithélium séminifere, et des
spermatocytes ayant initi€ leur méiose et des cellules post-méiotiques dans le compartiment
adluminal. Son role de filtration des molécules passant d’un compartiment tubulaire a 1’autre

induit la formation d’un gradient ionique, nécessaire pour [’établissement du
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microenvironnement testiculaire propice a la spermatogenese. Sa composition et sélectivité

varient en fonction des cycles spermatogéniques (Mruk and Cheng, 2015; Franca et al., 2016).

Classiquement décrite comme étant la protection principale des cellules germinales face
aux molécules étrangeres et réponse immunitaire du « soi », la BHT n’est pas réductible aux
seules cellules de Sertoli. Elle est complétée par 1’endothélium vasculaire (présence de
nombreuses jonctions serrées), des vaisseaux lymphatiques permettant le drainage des
molécules et les cellules myoides péritubulaires (présence de jonctions serrées). Cette
association de barriere et de cellules du compartiment interstitiel permet la mise en place d’un
« sanctuaire immunitaire », ayant role de protection des cellules germinales méiotiques et post-
méiotiques, ainsi que le maintien de 1’homéostasie par constitution et entretien du
microenvironnement testiculaire (Mruk and Cheng, 2015). Une altération des constituants ou
des régulateurs de la BHT peut causer des dommages immunologiques ou autres aux cellules

méiotiques et post-méiotiques, pouvant conduire a une infertilité (Jiang et al., 2014).
D) Lignée germinale

Contrairement aux cellules de Sertoli, les cellules germinales ne commencent a
proliférer qu’a partir de la puberté, jusqu’a la sénescence. A 1’dge adulte, elles représentent la
majorité des cellules présentes au sein de 1’épithélium séminifére. Leurs nutrition et soutien
sont assurés par les cellules de Sertoli. Les CSS, a I’origine des différentes cellules germinales,
sont localisées a la base du tube séminifere, accolées a la membrane basale. Ces cellules vont
subir plusieurs vagues de prolifération/différenciation afin de générer des cellules haploides
hyperspécialisées appelées spermatozoides. Les CSS vont se différencier en spermatogonies A,
intermédiaires et B. Les spermatogonies vont ensuite devenir des spermatocytes I puis Il via le
processus de méiose, pour aboutir a la formation de spermatides et spermatozoides. Les
spermatozoides sont libérés dans la lumiere tubulaire, et par contraction des cellules myoides,

redirigés vers le rete testis puis 1’épididyme (Saint-Dizier et al., 2014)

30



Etude bibliographique — Chapitre 2 — Partie 1 — La spermatogenése, Généralités

Phase mitotique

Spermatogonie

Spermatocyte I
Préleptotene P 4

Leptoténe

Spermiogenese
@ Spermatozoide

Pachytene
précoce

Pachyténe tardif —

Phase
méiotique

Spermatide

Figure 8 : Spermatogenése

Le processus de spermatogenese résulte de la succession de 3 étapes de division et différenciation : la
mitose spermatogoniale, la méiose spermatocytaire et la spermiogenese des spermatides, induisant des
modifications de structure et fonctionnalité de la cellule.
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Chapitre 2. La spermatogenese

Partie 1 - Généralités

La spermatogenese correspond a 1’ensemble des phases successives de division et
différenciation cellulaires aboutissant a la formation et libération de spermatozoides dans la
lumiere des tubes séminiferes. C’est un processus complexe, nécessitant une longue préparation
commencant lors du développement embryonnaire et s’initiant de facon pleinement active a la
puberté. La production de gametes, chez le male, est continu de la puberté a la sénescence,
grace au renouvellement et différenciation des CSS. Elle peut cependant varier en fonction des
conditions environnementales ou hormonales de 1’individu, I’age étant un facteur prépondérant

dans I’altération de la qualité des gametes (Neto et al., 2016).

La spermatogenese est divisée en 3 phases principales, permettant la production de 3
types cellulaires distincts, chacun étant a I’origine du type cellulaire suivant : la phase mitotique
permettant la production de spermatogonies différenciées, la phase de méiose des
spermatocytes permettant la production de spermatides et la phase de spermiogenese,
permettant une modification morphologique des spermatides en spermatozoides (Neto et al.,

2016) (Figure 8).

La méiose permet d’obtenir des cellules haploides a partir d’une cellule diploide, par
I’association d’une réplication unique de I’ADN (Acide DésoxyriboNucléique) suivie d’une
double division chromosomique. Cette réduction de ploidie permet de compenser son
doublement lors de la fécondation. Ce mécanisme permet d’accroitre la diversité génétique par
le réassortiment aléatoire des chromosomes d’origines paternels et maternels, et par les
recombinaisons homologues créant de nouvelles combinaisons génétiques. Contrairement a la

femelle, la méiose chez le male a lieu de la puberté a la sénescence.

La premiere division de méiose, dite réductionnelle, consiste en une séparation des
chromosomes homologues, permettant une réduction de la ploidie. La deuxieme division, dite
équationnelle, s’apparente a une division mitotique, faisant intervenir une séparation des
chromatides sceurs de chaque chromosome. Comme pour chaque division cellulaire, les
divisions méiotiques sont constituées des étapes suivantes : prophase, métaphase, anaphase et
télophase (Figure 9). La prophase I, représente la phase la plus importante et la plus longue de

la méiose. En effet, elle dure environ 19 jours chez le rat et 23 jours chez I’homme, tandis que
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Figure 9 : Etapes de la méiose

Au cours de la méiose, une unique étape de réplication de I’ADN est suivie de deux étapes de divisions
successives, la méiose I et la méiose I conduisant théoriquement a la production de 4 cellules haploides
a partir d’une cellule diploide (d’apres Saint-Dizier et al., 2014).
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la fin de la méiose ne dure que quelques heures chez le rat a moins d’une journée chez ’homme.
Durant cette longue phase, les chromosomes vont se condenser, s’individualiser puis de fagon

transitoire, on observe la formation du complexe synaptonémal.

La méiose est un mécanisme hautement régulé et soumis a plusieurs points de contrdles
qui permettent de s’assurer de la qualité des cellules produites (Burgoyne et al., 2009).
Cependant, il peut arriver que certaines aneuploidies (nombre anormal de chromosomes),
persistent au sein des gametes produits et se transmettent a la descendance. Un grand nombre
d’autres anomalies résultant de défauts méiotiques ou de I’environnement testiculaire peuvent
entrainer des arréts ou blocages temporaires, affectant la qualité et le rendement des cellules

germinales produites.

Les principaux événements en lien avec la spermatogenese, tout comme sa régulation

seront développés dans cette premicre partie.
2.1. Déroulement de la spermatogenese

2.1.1. Prolifération spermatogoniale

Plusieurs générations de spermatogonies ont été décrites d’apres la condensation et la
position de la chromatine nucléaire et leur position dans les tubes séminiferes (Clermont, 1963).
Les spermatogonies sont réparties en trois catégories selon leur fonction : les spermatogonies
souches, les spermatogonies prolifératives et les spermatogonies en différenciation situées dans

le compartiment basal de I’épithélium séminifere (Zhou and Griswold, 2008).

Chez le rat, les spermatogonies isolées de type A (A...., A, A single spermatogonia) qui restent
accolées a la membrane basale des tubes séminiferes. Les CSS représentent peu de cellules dans
le testicule adulte (Oatley and Brinster, 2012). Deux types de division sont observées chez les
CSS : (i) la division symétrique, ayant pour but de restituer le pool de CSS, principalement
apres exposition toxique et (ii) la division asymétrique, permettant le renouvellement du stock
de CSS tout en permettant I’entrée en différenciation d’une des cellules filles produites
(Morrison and Kimble, 2006). Durant la spermatogenese, les divisions asymétriques des A,
donnent naissance aux spermatogonies A appariées (A..., A,, A paired spermatogonia). Ces
dernieres vont réaliser des divisions mitotiques successives afin de former un pool de

spermatogonies alignées de type A (A..., A., A aligned spermatogonia). Les spermatogonies
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A, vont se diviser et se différencier en spermatogonies de type Al-4 puis en spermatogonies de

type intermédiaire (In). Apres une derniere division, les spermatogonies In se différencient en
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Figure 10 : Prolifération et différenciation spermatogoniale
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Les CSS ou spermatogonies A , ont la faculté de s’auto-renouveler pour maintenir leur stock cellulaire

initial et d’entrer dans une voie de différenciation des cellules germinales. Ces cellules sont a I’origine

du processus de spermatogenese (adapté de Chen and Liu, 2015).

A : Spermatogonie de type A alignée ; Ap{ : Spermatogonie de type A apparié€e ; A : Spermatogonie de

type A isolée ; CSS : Cellule Souche Spermatogoniale.
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spermatogonies B qui entreront en prophase de premiere division méiotique (Oatley and
Brinster, 2012) (Figure 10). Ces différentes transitions sont régulées par divers facteurs externes
aux spermatogonies (GDNF, acide rétinoique, BMP4 (Bone morphogenetic protein 4) ...) et
régulateurs de transcription (Stra8 [Stimulated By Retinoic Acid 8], Sohlh2 [Spermatogenesis
And Oogenesis Specific Basic Helix-Loop-Helix 2], RAR/RXR [retinoic acid receptor alpha/

retinoid X receptor alpha] ...), permettant leur prolifération et différenciation (Xie et al., 2021).
2.1.2. Méiose spermatocytaire

Les spermatocytes sont accolés a la lame basale ou peuvent en étre séparés par une
rangée de spermatogonies et sont reconnaissables par la condensation de leur chromatine,
caractéristique de chaque stade (Clermont, 1963). La méiose comporte une phase de réplication
de I’ADN au sein du spermatocyte primaire au stade pré-leptotene, suivie de deux divisions
cellulaires successives. Chaque division cellulaire est composée de quatre étapes

principales : prophase, métaphase, anaphase et télophase.

La premiere division de méiose, ou méiose I, voit apparaitre des changements
morphologiques importants des chromosomes en lien avec les processus d’appariement et
dissociation, li€s aux enjambements (CO ou crossing-over) qui ont lieu durant le stade

pachyteéne de la prophase.

La prophase I de méiose, ayant lieu au sein des spermatocytes I, est subdivisée en

plusieurs stades successifs :

- Le stade leptotene, durant lequel on observe un début de condensation et une
individualisation des chromosomes. Les chromatides sceurs sont associées par des
complexes protéiques appelés cohésines et s’ancrent progressivement sur un axe
protéique : I’élément axial commence a se structurer (Figure 11). Les cassures de I’ADN
double-brin (DSBs, Double Stand Breaks) nécessaires aux recombinaisons méiotiques
se forment et sont associées a des marques de réparation de I’ADN. Au moment de la
transition leptoténe/zygotene, les télomeres se rassemblent sous forme de bouquets,
associés a I’enveloppe nucléaire (Zickler and Kleckner, 1998).

- Le stade suivant est le stade zygotene ; il est marqué par la formation progressive, initiée

mais non complete, du complexe synaptonémal. Il s’agit d’une structure protéique
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Figure 11 : Formation et structure du complexe synaptonémal

(A) Le complexe synaptonémal (CS) joue le role d’une fermeture éclair moléculaire permettant le
rapprochement des chromosomes homologues durant la prophase I de méiose. Les chromatides sceurs
sont maintenues associées entres elles par les complexes cohésines. Au stade leptoteéne, la condensation
de la chromatine débute et se met en place autour d’un axe protéique appelé élément axial. En zygoténe,
les éléments axiaux des chromosomes homologues s’apparient, suivi de la polymérisation du filament
transverse reliant les éléments latéraux et I’élément central. Au stade pachyténe, les chromosomes sont
appariés sur toute leur longueur. (B) Lors du stade diploténe, le CS est dépolymérisé et seuls les
chiasmata, représentant les zones de crossing-over, permettent le lien entre les chromosomes
homologues. (C) Photo de microscopie confocale du marquage SYCP3 sur spermatocyte I (d’apres
Saint-Dizier et al.,2014)
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tripartite sous forme d’échelle, composée des éléments axiaux (maintenant appelés
éléments latéraux) reliés par des filaments protéiques transverses. La zone
d’appariement des chromosomes homologues est appelée synapsis. La réparation des
DSBs est initiée (Hann et al., 2011).

- Le stade pachyteéne est caractéris€ par une association compléte des chromosomes
homologues - sous forme de bivalents -, avec synapsis de I’ensemble des bivalents
chromosomiques. La mise en place des nodules de recombinaison marque les zones de
CO. Les recombinaisons génétiques se terminent avec la fin du stade pachyténe (Hann
etal.,2011).

- Une dépolymérisation rapide du complexe synaptonémal est observée au stade
diploténe. Les bivalents sont uniquement retenus par les chiasmas, structures en X issue
des CO préalablement réalisés.

- En diacinese, les chromosomes continuent de se condenser et sont localisés pres de

I’enveloppe nucléaire.

Cette étape, spécifique de la méiose, est la plus longue du cycle. Elle permet la séparation
des chromosomes homologues ainsi que le brassage génétique. La premiere division est
qualifiée de réductionnelle, associant la réduction du nombre de chromosomes et de la quantité

d’ADN, produisant les spermatocytes secondaires (Neto et al., 2016).

En métaphase I, la condensation des chromosomes est maximale et 1’enveloppe
nucléaire disparait (Hermo et al., 2010a). Le fuseau méiotique se fixe aux bivalents via les
kinétochores présents au niveau de leur centromere. Ces kinétochores sont mono-orientés par

chromosome mais bipolaires pour chaque bivalent.

Au cours de I’anaphase I, 1a cohésion des bras des chromosomes est réduite, permettant
une séparation des chromosomes homologues et une séparation des chiasmata. La cohésion
centromérique étant maintenue au sein de chaque chromosome, les chromatides sceurs restent
attachées entre elles. La tension produite par le fuseau induit une séparation puis une migration

des chromosomes homologues, de part et d’autre de la cellule.

Lors de la télophase I, I’enveloppe nucléaire se reforme. Les spermatocytes II haploides
formés a I’issue de cette premiere division sont composés de 21 chromosomes a 2 chromatides

chez le rat et 23 chromosomes a 2 chromatides chez ’homme.
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Figure 12 : Formation de la coiffe acrosomiale

La spermiogenese permettant la formation d’un spermatozoide a partir d’une spermatide ronde est
divisée en 4 phases : (i) Phase de Golgi (1-3), les granules pro-acrosomiques fusionnent, (ii) Phase du
capuchon acrosomial (4-7), les granules acrosomiques deviennent la coiffe acrosomiale qui recouvre le
tiers supérieur de la spermatide, (iii) Phase de I’acrosome (8-14), le noyau et la coiffe s’allongent, les
granules acrosomiques deviennent I’acrosome, (iv) Phase de maturation (15-19), la cellule complete sa
différenciation, la piece intermédiaire est formée, la gouttelette cytoplasmique est résorbée au stade 19
(Adapté de Leblond et Clermont, 1952).
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La deuxieme division de méiose, ou méiose II, est dite équationnelle et s’apparente a
une division mitotique sans synthese d’ADN préalable. Les kinétochores bi-orientés permettent
une séparation des chromatides sceurs lors de 1’anaphase II et 2 cellules haploides, appelées
spermatides, a 1 seule chromatide sont produites par spermatocyte II. Chez le rat, chaque
spermatide est dotée de 21 chromosomes haploides (20 autosomes et 1 chromosome sexuel) a
une seule chromatide. Cette étape est I’'une des plus rapides de la spermatogenese et n’est que

tres peu visible sur les coupes histologiques (Perey et al., 1961).
2.1.3. Spermiogenese

Les spermatides produites a la suite de la méiose sont présentes sur 3 a 4 assises
cellulaires au sein de 1’épithélium séminifere et bordent la lumiere tubulaire. La spermiogenese
est un processus complexe, nécessitant une différenciation morphologique et fonctionnelle afin
de produire des cellules mobiles hautement spécialisées : les spermatozoides. Cette étape est
constituée de 4 grandes phases (Hess et Renato de Franca, 2008) appelées phase de Golgi, phase
du capuchon acrosomial, phase de 1’acrosome, et phase de maturation, elles-mémes réparties
en 19 sous-étapes (Leblond et Clermont, 1952). Ces phases ont été décrites a partir de la

morphologie de I’acrosome et de la forme du noyau de la spermatide (Figure 12).

Durant la spermiogenese, 1’appareil de Golgi va progressivement produire diverses
molécules et enzymes, impliquées dans la formation du contenu de 1’acrosome, structure
vésiculaire accolée au noyau cellulaire de la spermatide (Figure 13) (Hermo et al., 2010b).
L’acrosome va se développer jusqu’a recouvrir les deux tiers supérieurs du noyau spermatique.
La coiffe acrosomiale est indispensable lors de la fécondation de 1’ovocyte, nécessitant la

libération des enzymes protéolytiques qui y sont contenues (Hermo et al., 2010b).

Le noyau va subir un important remaniement de sa structure et de sa forme, associé a la
compaction progressive de la chromatine. Le noyau va réduire en taille et s’allonger du fait du
remplacement des histones par des protéines dites de transition elles-mémes remplacées par des
protamines, protéines nucléaires basiques permettant une compaction maximale de I’ADN
spermatique. Ce processus est appelé « transition histones-protamines » et est indispensable a

la protection du génome paternel.

Lors du réarrangement nucléaire, les centrioles vont migrer a la base du noyau, a
I’opposé de la coiffe acrosomiale et vont former le flagelle, structure tubulaire permettant la

locomotion du futur spermatozoide. Dans le spermatozoide mature, ce flagelle sera composé
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Figure 13 : Spermiogenese chez le rat

A, B, C et D représentent la spermatide en allongement aux stades 6, 12, 16 et 19 de la formation de la
coiffe acrosomiale, respectivement. A : La vésicule acrosomiale commence a recouvrir le noyau et
I’appareil de Golgi se rapproche du noyau. B : Le noyau et I’acrosome commencent a s’allonger,
I’appareil de Golgi se déplace dans la partie distale du cytoplasme et les mitochondries commencent a
se rassembler autour de I’axonéme. C : Le noyau continue de s’allonger, s’alignant sur I’axonéme de la
piece intermédiaire. D : Le corps résiduel, contenant les organites et déchets cytoplasmiques, se forme
au niveau du col du spermatozoide avant d’étre phagocyté par les cellules de Sertoli (adapté de Hermo
et al.,2010Db).

Ac : Acrosome ; Ax : Axoneme ; CR : Corps Résiduel ; D : Déchets cytoplasmiques; G : Appareil de
Golgi ; M : Mitochondrie ; N : Noyau ; VA : Vésicule Acrosomiale.
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de 3 parties, relié a la téte du spermatozoide par le col, contenant le centriole proximal. Chacune
des parties contient en son centre 1’axoneme, composé de 9 doublets externes de microtubes

reliés a 2 doublets internes (Linck et al., 2016).

- La piece intermédiaire contenant les mitochondries (responsables du métabolisme
énergétique) regroupées autour de fibres denses externes (FDE), entourant
I’axoneme.

- La piece principale composée d’une gaine fibreuse entourant les FDE et I’axoneme.

- La piece terminale composée uniquement de 1’axoneme.

A la fin de la spermiogenese, la réduction cytoplasmique est telle que pres de 90% du
cytoplasme est éliminé de la cellule. Ce corps résiduel est phagocyté par les cellules de Sertoli
et pourrait avoir un role dans le métabolisme et I’homéostasie testiculaire. Le spermatozoide
produit est libéré par les cellules de Sertoli dans la lumiere tubulaire au cours du processus de

spermiation (Hess et Renato de Franca, 2008).
2.2. Evenements méiotiques

2.2.1. Recombinaisons méiotiques

La recombinaison méiotique est un mécanisme responsable de la connexion physique
entre chromosomes homologues, qui assure le bon alignement des chromosomes homologues
sur la plaque métaphasique, puis leur ségrégation a travers la formation de chiasmata. Il permet
les échanges réciproques d’information génétique entre chromosomes homologues, créant une
diversité génétique. Ce processus est initié par la réalisation programmée de DSBs lors du stade
leptotene. La protéine SPO11 (SPOI11 initiator of meiotic double stranded breaks) est une
enzyme catalytique permettant la formation irréversible de cassures de I’ADN. La présence de
cette protéine a I’extrémité des brins rompus permet le recrutement de diverses protéines telles
que les kinases qui vont promouvoir la phosphorylation du variant d’histone H2AX (H2A X
variant histone) en YH2AX, utilisé pour repérer les DSBs. L’histone YH2AX va recruter les
membres de la machinerie de réparation de I’ADN, entrainant un détachement de SPOI11,
remplacé par des complexes protéiques comprenant les recombinases RAD51/DMC1 (RADS51
recombinase/ DNA meiotic recombinase 1) en début de synapsis (Baudat et de Massy, 2007).
Dans le cas de CO, la réparation du brin d’ADN clivé est réalisée a partir du brin homologue.

Les CO sont achevés a la fin du stade pachyteéne et visibles via les chiasmata formés lors du
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Figure 14 : Conséquences des asynapsis dans la méiose male

A : Asynapsis limitée chez les males. Chez les souris présentant des réarrangements chromosomiques,
I’inhibition de geénes cruciaux - due aux asynapsis - est susceptible d'€tre une cause majeure de
défaillance spermatocytaire ou post-méiotique ; un chromosome surnuméraire peut contrebalancer cet
effet par I’apport des génes manquants. Certains réarrangements sont associés a une fréquence accrue
d'univalence, ce qui entrainera une certaine perte en métaphase I. B : Asynapsis étendue chez les
hommes. La séquestration de la protéine de réponse aux dommages de ' ADN BRCA1 aux nombreuses
cassures non appariées abroge la réponse d'inhibition transcriptionnelle des chromosomes non-appariés,
entratnant 1'échec de l'inactivation méiotique des chromosomes sexuels. Cela conduit a I'apoptose des
spermatocytes pachyténes. Chr, Chromosome; DSB, cassures de I’ADN double brin; ind, indispensables
(d’apres Burgoyne et al., 2009).
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stade diplotene. Ce mécanisme permet la formation d’au moins 1 CO par paire de chromosomes
homologues et serait a I’origine de leur appariement, permettant une association stable et la
formation du complexe synaptonémal (de Massy, 2013; Zickler et Kleckner, 2015; Carofiglio
etal.,2018).

2.2.2. Inactivation des chromosomes sexuels

Lors de la prophase de méiose I, un mécanisme de silencing transcriptionnel des
chromosomes X et Y se met en place : 'inactivation méiotique des chromosomes sexuels
(MSCI, Meiotic Sex Chromosome Inactivation). Le MSCI a lieu au stade pachytene, a partir du
synapsis complet des autosomes et est associé a un remodelage de la chromatine des
chromosomes sexuels. Les geénes des chromosomes sexuels sont exprimés au stade
spermatogonie, spermatocyte leptoteéne/zygoténe et sont transcriptionellement éteints lors du
stade pachytene. Les chromosomes XY sont compartimentés dans un sous-domaine nucléaire
appelé le corps sexuel, ou corps XY (Turner, 2015). Cela se traduit par une inhibition totale de
I’expression génique, affectant tous les genes codant pour des protéines dans les zones
chromosomiques asynapsées aux stades pachyteéne et diplotene. Le stade pachyténe est une
période tres riche en activité transcriptionnelle, en prévision de la compaction de I’ADN
(Monesi, 1965; Yan et McCarrey, 2009). Il a été mis en évidence que le MSCI était une version
spécialisée de I’inactivation des chromosomes asynapsés (MSCU, Meiotic Silencing of
Unsinapsed Chromosome), entralnant un silencing transcriptionnel pour toute zone

chromosomique non appariée, conservé apres la méiose (Turner et al., 2000).

Le chatnon principal du MSCI est le variant d’histone H2AX (Fernandez-Capetillo et
al., 2003). Une premiere vague de phosphorylation de cette histone est observée lors des
recombinaisons méiotiques, I’histone H2AX étant recrutée aux sites de cassures, sa
phosphorylation entrainant le recrutement des protéines nécessaires a la réparation de I’ADN
au stade zygotene. Lors de la transition zygoténe/pachyténe, la deuxieme vague de
phosphorylation se produit, uniquement sur les régions non-synapsés des chromosomes X et Y.
L’histone YH2AX est présente sur ces chromosomes du stade pachyténe au stade diploténe puis
est déphosphorylée lors de la transition diplotene/métaphase 1 (Turner et al., 2004). D’autres
histones ayant subi des modifications post-transcriptionnelles permettent de maintenir le MSCI

jusqu’a la fin de la spermatogenese (Turner, 2007) (Figure 14).
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2.2.3. Checkpoints méiotiques

La méiose est un processus hautement régulé afin de produire des gametes de la
meilleure qualité possible. Lors des différentes phases qui la composent, différents points de
contrdle, appelés checkpoints, sont présents afin de bloquer la maturation des cellules
aberrantes, évitant ainsi les aneuploidies. Le meiotic replication checkpoint va permettre le
maintien du potentiel de réplication de I’ADN afin d’éviter la formation de DSBs tant que la
réplication est en cours. Il permet ainsi de s’assurer que les CO aient lieu entre chromosomes
répliqués. Un autre checkpoint permet la régulation du nombre de DSBs par chromosome afin
d’éviter la présence de plusieurs CO au méme locus. Cependant, beaucoup de ces checkpoints
sont étudiés chez des modeles tels que la levure ou le ver plat, ne permettant pas forcément une
transposition chez les mammiferes. En effet, les génes impliqués dans les divers checkpoints

varient d’une espece a I’autre (Subramanian et Hochwagen, 2014).

D’autres checkpoints, tels que le Pachytene checkpoint (PC) et le Spindle Assembly
Checkpoint (SAC) sont présents chez les mammiferes et ont un réle fondamental dans la
progression méiotique. Le PC, aussi nommé DNA damages checkpoint, intervient lors de la
réparation des DSBs induits lors des recombinaisons méiotiques et de la détection des
asynapsis. La rétention des kinases ATM/ATR (ATM serine/threonine kinase/ATR
serine/threonine kinase) aux sites de cassure de I’ADN agit comme une prévention de la
division cellulaire, suivie par une amplification de ce signal faisant intervenir la protéine
BRCA1 (BRCAI DNA repair associated) et 1’histone H2AX. Il permet d’informer la cellule de
la persistance des DSBs sur des fragments de chromosomes asynapsés. Certaines données ont
montré que ce checkpoint permettait le passage des cellules au stade suivant via un seuil de 20
foci YH2AX (Deckbar et al., 2007). La présence, quant a elles, de nombreux asynapsis induit
un défaut de recrutement des protéines ATR et BRCA1 sur les sections asynapsés des
chromosomes sexuels. Une rétention de ces protéines sur les asynapsis des autosomes entraine
donc un défaut de I‘inactivation des chromosomes sexuels et une apoptose cellulaire
(Mahadevaiah et al., 2008). Le PC étant tres stringent, un défaut de réparation de I’ADN ou la
présence d’asynapsis induit un arrét de maturation et une apoptose cellulaire (Burgoyne et al.,

2009).

Le SAC intervient apres le PC, lors de la transition métaphase/anaphase I via une
inhibition du complexe de promotion de 1’anaphase (APC, Anaphase-promoting complex).1l a

pour role de vérifier I’alignement correct des chromosomes via la liaison aux kinétochores du
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Figure 15 : Cycle de I’épithélium séminifére chez le rat

Composition des 14 associations cellulaires présentes au sein de 1’épithélium séminifere. La succession
de ces associations forme le cycle de 1’épithélium séminifere, dont la durée est d’environ 13 jours chez
le rat. La fleche rouge indique le moment hypothétique ou le rétinol est requis pour les transitions
cellulaires chez le rat. Les temps correspondent a la durée de chaque stade (Adapté de Perey et al.,
1961).

Les chiffres romains indiquent le stade de 1’épithélium tandis que les chiffres arabes désignent le stade
de la spermatide en élongation. A : spermatogonies de type A ; A, : spermatogonies de type A en mitose
; B : spermatogonies B ; B, : spermatogonies B en mitose ; Di : spermatocytes diploténes ; h : heures ;
In : spermatogonies intermédiaires ; In, : spermatogonies intermédiaires en mitose ; L : spermatocytes
leptoteénes ; P : spermatocytes pachyteénes ; Pl : spermatocytes pré-1éptoténes ; SII : spermatocytes
secondaires ; Z : spermatocytes zygotenes.
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fuseau de division, afin d’éviter une ségrégation précoce des chromosomes durant la premiere
division de méiose (Musacchio, 2015; Lane et Kauppi, 2019). Lorsque 1’attachement des
microtubes du fuseau a tous les kinétochores est complet, le SAC leve son inhibition sur I’APC
induisant une destruction protéolytique de la cycline B1 et de la sécurine permettant une entrée
en anaphase (Pines, 2006). L attachement des microtubes a tous les kinétochores est essentiel,
le signal généré par un seul kinétochore libre étant suffisant pour maintenir le checkpoint actif
(Musacchio, 2015). Il est cependant a noter que le SAC ne reconnait pas uniquement
I’attachement aux kinétochores, mais aussi la tension exercée sur celui-ci, reflétant la qualité
de celui-ci en terme de stabilité (El Yakoubi et Wassmann, 2017). Des erreurs de ségrégation

ou d’alignement entrainent un arrét prématuré du cycle cellulaire et la mort des spermatocytes

(Gorbsky, 2015).
2.3. Cinétique de la spermatogenese

La spermatogenese est caractérisée par une évolution coordonnée de plusieurs cellules
germinales associées entre elles. Cette synchronisation du développement cellulaire est permise
par des ponts cytoplasmiques, liant les cellules germinales au méme stade. L’association
transversale de cellules germinales définit un stade de I’épithélium séminifére. Pour chaque
stade, 4 a 5 associations de cellules germinales sont observées (Perey et al., 1961). Chez le rat,
les 14 premiers stades de différenciation des spermatides permettent de différencier les
différents stades de 1’épithélium séminifere (Figure 15). La succession des différents stades
pour revenir a celui de départ correspond au cycle de 1’épithélium séminifere. La durée du cycle
correspond a l'intervalle de temps entre 2 entrées des spermatogonies en différenciation.
Chaque étape de la spermatogenese a une durée fixe, mais varie en fonction de I’espece. Ainsi,
chez le rat, on observe 14 stades de I’épithélium avec un cycle de 13 jours pour une
spermatogenese de 52-54 jours (Perey et al., 1961). Chez ’homme, 6 stades sont observés avec
un cycle de 16 jours, pour une durée totale de la spermatogenese de 74 jours. Les stades de
I’épithélium apparaissent dans un ordre précis. Ils se succedent I’un apres 1’autre d’un segment
de tube au suivant chez le rat, tandis que chez ’homme, les stades se succéderaient selon un

mode hélicoidal (Amann, 2008).
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Figure 16 : Régulation endocrine de la spermatogenese

La GnRH, sécrété par I’hypothalamus, stimule la sécrétion de LH et FSH par I’anté-hypophyse. La FSH
agit au niveau des cellules de Sertoli permettant d’assurer leur role de soutien de la spermatogenese. La
LH va stimuler les cellules de Leydig et leur production de testostérone. La testostérone peut soit agir
directement sur les cellules de Sertoli, ou se lier a 1’ ABP, afin de faciliter son transport dans la circulation
sanguine générale. La testostérone est a I’origine d’un rétrocontrole négatif sur la production de GnRH
et de LH. Les cellules de Sertoli produisent également 1’inhibine qui régule la production de FSH.
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2.4. Régulation de la spermatogenese

2.4.1. Régulation hormonale
A) Axe hypothalamo — hypophyso — gonadique

Le controle endocrine de la spermatogenese est dirigé par 1’axe hypothalamo-
hypophyso-gonadique (HHG) (Figure 16). La gonadolibérine (GnRH, Gonadotropin Releasing
Hormone) a ’origine de cette régulation est une neurohormone produite par les neurones a
GnRH situés dans le noyau arqué de I’hypothalamus. Ce décapeptide est relargué de facon
pulsatile dans le systeme porte hypothalamo-hypophysaire et agit par fixation sur ses récepteurs
présents a la surface des cellules gonadotropes de I’hypophyse antérieure. Cette fixation va
induire la libération et sécrétion des gonadotrophines, LH et FSH présentes dans les mémes
granules sécrétoires des cellules gonadotropes. Durant la période périnatale, I’axe HHG va étre
brievement activé, permettant une sécrétion pulsatile de FSH et LH, nécessaire au
développement gonadique et a la différenciation du tractus génital. Il s’ensuit une période de
quiescence (chez I’homme) jusqu’a la réactivation lors de la puberté et de I’initiation de la
premiere vague de la spermatogenese. Chez les rongeurs, ce controle neuroendocrine est

présent immédiatement apres la naissance (Ramaswamy et Weinbauer, 2014).

L’arrivée de la FSH et LH dans le testicule se fait via le systeme vasculaire périphérique.
Leur action sur la spermatogenese est indirecte. En effet, la FSH va agir sur les cellules de
Sertoli, tandis que la LH cible les cellules de Leydig productrices de testostérone. L. action
combinée de la FSH et de la testostérone sur les cellules de Sertoli permet 1’initiation et le
maintien de la spermatogenese. Sous 1’action de la FSH, les cellules de Sertoli vont produire
I’inhibine B, qui en synergie avec la testostérone, va entrainer un rétrocontrole négatif sur 1’axe
HHG, diminuant la sécrétion de GnRH et des acteurs suivants (Smith et Walker, 2014; Santi et
al.,2020).

B) Régulation de la spermatogenése par la testostérone et

I’ estradiol

Le rétrocontrdle négatif induit par la testostérone permet le maintien de 1’homéostasie
testiculaire, régulant a la fois la libération de GnRH et de la LH. M&me si de nombreux facteurs

sont impliqués dans le processus de spermatogenese, la testostérone, produite par les cellules
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de Leydig, est la seule hormone essentielle a son accomplissement. L.’invalidation du récepteur
aux androgenes chez la souris produit des animaux stériles, présentant un arrét de maturation
au stade spermatide ronde. En effet, la testostérone est indispensable pour le maintien de la
BHT, la réalisation de la méiose, 1’adhésion spermatide/cellule de Sertoli et la libération des

spermatozoides produits dans la lumiere tubulaire (Smith et Walker, 2014).

Chez le mammifere, il a ét¢ mis en évidence au sein des cellules somatiques et
germinales du testicule, la présence de I’enzyme aromatase (CYP19A1, cytochrome P450,
Jamily 19, subfamilly a, polypeptide 1), permettant la synthese d’cestrogenes a partir
d’androgenes (Carreau et Hess, 2010). Contrairement a la testostérone, aucun consensus sur la
fonction précise des cestrogenes dans le testicule n’a été établi. Cependant, leur role certain dans
la physiologie testiculaire est maintenant admis. Les récepteurs aux cestrogenes ayant été
retrouvés au niveau des cellules de Sertoli, des cellules de Leydig et certaines cellules
germinales, I’cestradiol semble représenter un élément supplémentaire du réseau de régulation
paracrine au sein du testicule (Dostalova et al., 2017). En effet, I’ cestradiol inhibe I’action de la
LH, induisant une diminution de la production de la testostérone (O’Donnell et al., 2001).
L’cestradiol semble indispensable a la stimulation de la spermatogenese via les cellules de
Sertoli et serait impliqué dans la prolifération des spermatogonies, le développement et
I’apoptose des spermatocytes pachyténes, spermatides et spermatozoides ainsi que dans la

résorption du fluide tubaire (Dostalova et al., 2017).
2.4.2 Régulation paracrine : la « niche » spermatogoniale

Le maintien de la spermatogenese de la puberté a la sénescence est permis grace a la
population de CSS présente au sein de 1’épithélium séminifere. Les CSS sont accolées a la lame
basale et maintenues au sein de ce qu’on appelle « la niche » par les cellules de Sertoli qui les
entourent. Il s’agit d’un microenvironnement avec une spécialisation anatomique consistant en
des cellules de support et d’un milieu contenant des facteurs influencant la biologie de la cellule
souche. Pour préserver leur fonction, les CSS possedent la capacité de s’auto-renouveler afin
de préserver un pool de CSS et de générer des cellules progénitrices qui vont s’engager dans la
voie de différenciation des cellules germinales. Cette capacité de division est régulée par la
niche spermatogoniale. Les facteurs composant la niche varient en fonction du cycle de
1’épithélium séminifere, modulant le destin de la CSS en fonction des besoins physiologiques

(Oatley et Brinster, 2012).
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De nombreux types cellulaires, tels que les cellules de Sertoli, les cellules de Leydig,
les cellules myoides, les macrophages et les cellules vasculaires endothéliales, contribuent au
support de la niche spermatogoniale par la production de facteurs paracrines (Chen et Liu, 2015;
Potter et DeFalco, 2017). Les facteurs tels que le GDNF, produit en partie par les cellules de
Sertoli et les cellules myoides ou CSF-1 (Colony Stimulating Factor 1) produit par les cellules
de Leydig et les cellules myoides permettent 1’auto-renouvelement des CSS (Meng et al., 2000;
Oatley et al., 2009). Des études menées in vitro ont permis de mettre en évidence qu’une
association des facteurs GDNF, FGF2 (Fibroblast Growth factor 2) et 1GF-1 (Insulin-like
Growth factor 1) ou GDNF et LIF (Leukemia Inhibitory Factor) permettait une meilleure survie
et prolifération des cellules spermatogoniales indifférenciées en culture (Kubota et al., 2004;
Wang et al., 2014a). Contrairement aux autres facteurs, seul CSF-1 qui soutient le processus
d’auto-renouvelement sans affecter la prolifération des progéniteurs peut €tre considéré comme
un régulateur spécifique des CSS (Oatley et Brinster, 2012). D’ autres facteurs sécrétés, tels que
BMP4, la Neuroréguline 1 ou le rétinol sont des inducteurs de différenciation des
spermatogonies, les dirigeant vers une entrée en méiose (Oatley et Brinster, 2012; Mikeli et

Hobbs, 2019).

Le rétinol, appelé aussi vitamine A, est apport¢ a I’homme uniquement par son
alimentation sous forme de caroténoide par les plantes et de rétinyl ester par les animaux. Apres
absorption, le rétinol est stocké dans le foie puis transporté via une liaison a la protéine de
transport RBP4 (Retinol Binding Protein 4) vers les tissus cibles par le systeéme vasculaire. Le
complexe rétinol-RBP4 va se fixer au CRBP (Cellular Retinol Binding Protein) présent a la
membrane des cellules de Sertoli. Le rétinol va par la suite étre métabolisé en arRA (all-trans
Retinoic Acid), qui est le métabolite actif du rétinol. L arRA va étre soit utilisé directement par
la cellule de Sertoli, soit redistribué vers les cellules germinales cibles. Il va alors s’associer
aux récepteurs aux rétinoides RAR et RXR puis se fixer sur des régions d’ADN spécifiques
appelées RARE (Retinoic Acid Response Element), recrutant des co-activateurs ou co-
répresseurs induisant des changements transcriptionnels. Plusieurs enzymes présentes dans le
cytoplasme des cellules de Sertoli ainsi que dans 1’espace interstitiel sont responsables de la
dégradation du rétinol, permettant sa régulation. L’atfRA est responsable de la différenciation
des spermatogonies indifférenciées, son action induisant I’expression de Stra8, impliqué dans
I’entrée en méiose des spermatogonies (Griswold, 2016; Endo et al., 2019). Il est cependant a
noter que I’expression de Stra8 n’est pas forcément corrélée avec la présence de I’arRA. Des

études récentes ont aussi montré une implication de la voie de signalisation du rétinol au niveau
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des spermatocytes pachyténes, des spermatides rondes et dans le processus de spermiation
(Endo et al., 2017; Teletin et al., 2019). De par son action localisée au sein de 1’épithélium
séminifere, le rétinol est a I’origine de la cyclicité de I’épithélium séminifere et de I’entrée en

méiose asynchrone des spermatogonies.
2.4.3. Régulation thermique

Chez les especes exorchides, pour qu’une spermatogenese optimale ait lieu, la
température testiculaire doit €tre maintenue entre 3 et 4°C en dessous de la température
corporelle (Waites, 1970). Le maintien de cette température implique une adaptation
physiologique du systeme vasculaire apportant le sang chaud. Le plexus pampiniforme, formé
d’un réseau veineux entourant I’artere testiculaire permet le refroidissement du sang artériel
descendant et le réchauffement du sang veineux ascendant par un mécanisme d’échange de
température. La présence de glandes sudoripares au niveau du scrotum et la mobilité testiculaire
via le muscle crémaster permettent une modulation de la température intra-testiculaire

(Durairajanayagam et al., 2015).
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Figure 17 : Classification phénotypique de la spermatogenése humaine

A, B, C, D et E sont des coupes histologiques de tissus testiculaires humains apres coloration par
hémalun-éosine. A : Tissu présentant une spermatogenese complete et un tissu interstitiel de taille
normale. B : Tissu présentant une hypospermatogenese, caractérisée par une réduction du nombre de
cellules germinales a chaque stade. C : Tissu présentant un arrét de maturation. D : Tubes contenant
uniquement des cellules de Sertoli, appelés Sertoli cell-only. E : Tissu testiculaire présentant une
hyalinisation de ses tubes, correspondant a une dégénérescence tissulaire et 1’apparition d’une fibrose
testiculaire (Adapté de Cerilli et al., 2010).
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Partie 2 - Arreéets de maturation au cours de la

spermatogenese

La spermatogenese est un processus complexe, régulé par de nombreux parametres. La
perturbation de 1’'un d’eux peut entrainer des dommages menant a la formation de cellules

germinales altérées ou a un arrét de maturation et a I’apoptose des cellules germinales.
2.5. Caractérisation phénotypique des arréts de maturation

L’azoospermie non-obstructive, aussi appelée sécrétoire, est définie par I’absence de
spermatozoides dans le sperme (Salonia et al., 2017). Les causes de cette pathologie peuvent
étre divisées en 2 catégories : pré-testiculaire et testiculaire. Les causes pré-testiculaires de cette
infertilité¢ sont imputées a 1’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique, par une dérégulation
hormonale influant sur la spermatogenese. Les causes testiculaires sont des défauts primaires
du testicule. Elles peuvent étre congénitales ou inhérentes aux conditions environnementales

ou a une maladie (Cerilli et al., 2010).

Du point de vue histologique, une classification du phénotype histologique de la
spermatogenese a été mise en place, cinq phénotypes sont observables (Cerilli et al., 2010;

Salonia et al., 2017) (Figure 17) :

- Biopsie testiculaire normale, avec une spermatogenese complete au sein du testicule
et un tissu interstitiel de taille normale,

- Hypospermatogenese, tous les stades de la spermatogenese sont présents mais en
nombre réduit, avec une hétérogénéité entre les différents tubes

- Arrét de maturation, avec un arrét complet a un stade spécifique (spermatogonie,
spermatocyte, spermatide ronde)

- Sertoli cell-only, les tubes contiennent uniquement des cellules de Sertoli, avec une
absence totale de cellules germinales

- Hyalinisation des tubes séminiféres, avec un épaississement de la membrane

péritubulaire, et apparition de fibrose et dégénérescence des tubes séminiferes.
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Figure 18 : Liste des genes impliqués dans des arréts de maturation des cellules germinales
et dans ’hypospermatogenese
Ces genes sont issus de modeles souris de défaut de la spermatogenese (D’apres Matzuk et Lamb, 2008).
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Du fait de la multiplicité des origines possibles des arréts de maturation, il est encore
difficile de déterminer leur origine exacte face aux nombreux genes impliqués dans la
spermatogenese et sa régulation (Schultz et al., 2003; Kui et al., 2019). Afin d’en comprendre
les mécanismes, de nombreux modeles génétiques d’azoospermie ont été générés chez la souris
(Matzuk et Lamb, 2008). Différents arréts de maturation, correspondant a chacun des différents
stades de la spermatogenese ont été identifi€s : arrét au stade spermatogonie, spermatocyte,
spermatide. En plus de cela, des genes conduisant a la formation de tubes Sertoli cell-only ont
été identifiés ainsi que des geénes entrainant d’autres altérations de la fertilité¢ (Figure 18). Des
analyses menées chez I’homme présentant une azoospermie non-obstructive ont permis de
mettre en €évidence d’autres phénotypes d’arréts de maturation au stade spermatocyte
pachytene, appelés de type I ou type II, associés a des modifications de la chromatine dans les
cellules germinales, visibles apres coloration histologique (Jan et al., 2018). Ces arréts, au stade
spermatocyte pachyténe sont caractérisés par une disparition (type I) ou non (type II) du corps

sexuel (Figure 19).

Des caractérisations plus précises du stade cellulaire correspondant aux arréts de
maturation sont possibles, mais nécessitent des analyses plus poussées des types cellulaires
présents. Cela est notamment réalisé dans le cadre des arréts au stade spermatocyte par 1’analyse
de la mise en place du complexe synaptonémal ainsi que la formation du corps XY (Park et al.,
2016). Ces analyses cytologiques permettent aussi d’identifier d’autres anomalies comme les
arréts en métaphase I, qui semblent plus présents chez les hommes diagnostiqués pour une

azoospermie (Enguita-Marruedo et al., 2019).
2.6. Etiologies

2.6.1. Causes génétiques

L’une des premieres causes induisant une spermatogenese altérée est génétique. Qu’il
s’agisse d’une insertion, délétion ou translocation, la modification de I’expression d’un gene
intervenant directement ou non dans la spermatogenese peut impacter son efficacité tout autant
que sa qualité. En plus des inversions nucléotidiques, les aneuploidies ainsi que les micro-
délétions de sections de chromosomes sont a 1’origine d’arréts méiotiques et par extension,

d’infertilité (Flannigan et Schlegel, 2017).
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Figure 19 : Coupes histologiques de sections de testicule de patients présentant un arrét
de maturation en prophase I de méiose

La localisation de YH2AX sur les sections testiculaires d’hommes fertiles (f) et de patients avec des
arréts de maturation révele deux types distincts d’arrét de prophase méiotique : type I (1) et type 1I (/1).
Le patient possédant le type I montre une distribution altérée du marquage YH2AX, avec une absence
du corps XY. Le patient ayant le type II présente un phénotype normal. La colonne de droite est un
agrandissement de celle de gauche. La fleche indique des spermatocytes apoptotiques. A ,
Spermatogonie de type Am; A, Spermatogonie de type A ; Es, Spermatide allongée; Ser, cellule de

Sertoli; SP, spermatocyte. Barre d’échelle : 3 ym (gauche) et 10 ym (droite) (Jan et al., 2018)
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Les anomalies génétiques telles que la présence d’un chromosome X surnuméraire,
appelée syndrome de Klinefelter, ou les micro-délétions du chromosome Y sont bien connues
et identifiables via la réalisation d’un caryotype ou par analyse en biologie moléculaire,
respectivement. La présence de chromosomes surnuméraires au sein du génome induit des
asynapsis lors de la prophase I de méiose et mene a 1’apoptose des spermatocytes produits ;
tandis que les délétions du bras long du chromosome Y peuvent se traduire par une
normozoospermie autant qu’une azoospermie, en fonction de la région AZFa (AZF,
Azoospermia Factor), AZFb ou AZFc déplétée (Krausz et Riera-Escamilla, 2018). Cela est
d’autant plus vrai que de nombreuses mutations présentes sur d’autres chromosomes induisent
une perturbation de la spermatogenése et des arréts de maturation allant du syndrome Sertoli
cell-only aux anomalies de maturation et d’acquisition du pouvoir fécondant du spermatozoide

(de Rooij et de Boer, 2003; Matzuk et Lamb, 2008).
2.6.2. Perturbations hormonales

Les hormones sécrétées par 1’axe HHG sont des éléments essentiels de la régulation
hormonale de la spermatogenese. Celui-ci pouvant étre altéré par des mutations génétiques ou
des conditions environnementales anormales. La déplétion totale des hormones hypophysaires

(LH et FSH) induit des perturbations séveres de la spermatogenese.

Chez le primate non humain, une déficience en gonadotrophines induit une diminution
de la population spermatogoniale ainsi qu’une rétention de spermatides allongées. A long
terme, une disparition des stades les plus avancés de la spermatogenese est observée, allant
jusqu’a son arrét total en I’absence de traitement pour rétablir la production de LH/FSH
(Ramaswamy et Weinbauer, 2014). Des résultats similaires sont observés chez 1’homme
(McLachlan et al., 2002; Prior et al.,2018). Dans le modele rongeur, une azoospermie due a la
rétention des spermatides est aussi observée en cas d’absence de gonadotrophines a long terme.
Cependant, contrairement aux tissus de primates, le tissu testiculaire de rat semble répondre
différemment : les spermatocytes pachytenes et les spermatides rondes semblent les premiers a
étre affectés avec la manifestation précoce de dégénérescence cellulaire tandis que les
spermatides sont bloquées au stade 19 sans parvenir a €tre libérées dans la lumiere tubulaire.
L’apoptose cellulaire se déclenche spécifiquement aux stades VII et VIII de 1’épithélium
séminifere. A long terme, un maintien des spermatocytes ainsi que des spermatides rondes est

observé en 1’absence de LH et FSH (McLachlan et al., 2002; Prior et al., 2018).
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De méme, une augmentation des taux circulants de gonadotrophines et de testostérone
a été montrée comme faisant partie des causes d’infertilité liée a une azoospermie chez I’homme

(Gangwar et al., 2020).

A) Role de la FSH

La FSH est I’une des deux hormones hypophysaires agissant sur le tissu testiculaire. Par
son action sur les cellules de Sertoli, elle va indirectement stimuler la spermatogenese.
L’invalidation chez la souris d’un gene codant pour le récepteur a FSH ou pour la sous-unité
beta de la FSH induit une réduction d’efficacité de la spermatogenese, sans pourtant €tre a
’origine d’un arrét de celle-ci (Abel et al., 2000; Kumar, 2018). Une réduction des populations
de cellules germinales et somatiques intratubulaires ainsi qu’une réduction de la taille du
testicule sont observées. La production de spermatozoides étant toujours présente, la
perturbation du mécanisme d’action de la FSH implique une diminution du rendement
spermatique, sans affecter la fertilité de I’individu. En cas de surproduction de cette hormone,
la prolifération des spermatogonies est stimulée, induisant une augmentation de la taille du
testicule, chez le primate non-humain (Ramaswamy et Weinbauer, 2014) ou chez I’homme,
suite a un adénome hypophysaire (Bercovici et al., 1985; Dahlqvist et al., 2010). Lorsque la
procédure d’orchidectomie unilatérale pouvant étre utilisée chez 1’homme, est appliquée chez
le rat, une augmentation des taux de FSH est observé. Cependant, aucun changement n’est

observé dans le testicule controlatéral (Rombaut et al., 2016).
B) Role de la voie LH/testostérone/eestradiol

La LH stimule la spermatogenese via son action sur les cellules de Leydig. Une
inhibition de I’action de la LH - par invalidation de son récepteur chez la souris -, sur le tissu
testiculaire entraine une diminution drastique de la concentration en testostérone ainsi que
I’absence d’une spermatogenese effective. En contrepartie, la concentration en cestradiol est
augmentée dans le sérum. Une diminution du poids et de la taille des éléments du tractus génital
est observée (Lei et al., 2001). Une activité normale des testicules est reprise lorsque la

production de testostérone est restaurée dans les testicules (Oduwole et al., 2014).

Afin d’étudier la fonction de la signalisation androgénique dans le testicule, des souris
KO (Knock-Out) conditionnelles pour le gene AR (AR-KO) ont été générées (Smith et Walker,
2014). L’invalidation de ce gene dans les cellules péritubulaires (Welsh et al., 2009), les
cellules de Leydig (Xu et al., 2007) et les cellules de Sertoli (De Gendt et al., 2004) induit un
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arrét de la spermatogenese ainsi qu’une azoospermie. A contrario, aucun effet n’est observé
quand le gene AR est invalidé dans les cellules germinales (Tsai ef al., 2006) ou dans
I’endothélium vasculaire (O’Hara et Smith, 2012). Dans le cas d’une augmentation de
I’expression de AR dans les cellules de Sertoli, une perturbation du développement des cellules
testiculaires est observée, se traduisant par une accélération de la cinétique de maturation
cellulaire et une diminution du nombre de cellules germinales post-méiotiques et de cellules de
Leydig (Hazra et al., 2013). En plus de la production des androgenes, une altération de la
concentration de la protéine de transport associée, [’Androgen-Binding Protein (ABP), a montré
un effet délétere sur la spermatogenese via une réduction du nombre de cellules post-méiotiques
(Jeyaraj et al., 2002). De plus, il a été montré qu’un exces de testostérone induit une apoptose
des cellules germinales (Zhou et al., 2001), ainsi qu’une azoospermie (World Health
Organization Task Force on Methods for the Regulation of Male Fertility, 1996), tandis qu’une
concentration faible induit une augmentation de 1’activité des caspases ainsi que de la
fragmentation de I’ADN dans les cellules de Sertoli (Tesarik et al., 2002). La perturbation de
la signalisation androgénique induit donc une altération de la spermatogenese se traduisant par

un arrét de maturation des cellules germinales.

Une inhibition de la réponse induite par la signalisation cestrogénique via la réalisation
d’un double KO des récepteurs a et  aux cestrogenes induit une infertilité chez la souris adulte.
Cela est dii a une incapacité des spermatozoides produits, en faible quantité, a féconder des
ovocytes lors d’une fécondation in vitro (Couse et al., 2001). Ce défaut est accompagné d’une
augmentation des taux de LH, de testostérone et d’cestradiol et d’une hyperplasie des cellules
de Leydig. Au niveau histologique, une atrophie de 1’épithélium séminifere ainsi qu’une
dilatation de la lumiere tubulaire, du rete festis et des canaux efférents sont observées (Eddy et
al., 1996; Couse et al., 2001). Malgré ce phénotype tres marqué, le récepteur ERa ne semble
pas nécessaire a la différenciation des cellules germinales et interviendrait alors,
préférentiellement dans la fonctionnalité des cellules somatiques (Hamilton et al., 2014). Un
phénotype partiellement identique est obtenu lorsque 1’enzyme aromatase codée par le gene
CYPI9 est déplétée dans les tissus, entrainant cependant un arrét de maturation au stade
spermatide ronde (Simpson, 2000). L’exposition a des doses non physiologiques de composés
cestrogénique durant le développement néonatal est un facteur de risque accentuant les
possibilités d’infertilité. La présence de ces xéno-cestrogenes entraine chez le rongeur une
diminution de la production de testostérone ainsi que de LH et FSH, accompagnée d’une

diminution du poids testiculaire et d’'une augmentation de 1’apoptose des cellules germinales.
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Apres la puberté, la morphologie et la fonctionnalité des spermatozoides semblent toujours étre

altérées (Delbes et al., 2006).

2.7. Troubles de ’homéostasie testiculaire

2.7.1. Température

La thermorégulation est un des mécanismes essentiels au maintien de 1’activité et de
I’intégrité nucléaire des cellules germinales. Des défauts dans les échanges de température entre
le systtme veineux et le systeme artériel contribuent a I’augmentation de la température
testiculaire. Les conditions environnementales ou génétiques peuvent aussi étre a 1’origine de
cette augmentation de température. Des pathologies telles que la varicocele ou la cryptorchidie
induisent une hyperthermie testiculaire pouvant conduire a une infertilité (Durairajanayagam et
al., 2015). Dans le cas de la cryptorchidie, modele classique d’étude du réchauffement
testiculaire, le maintien des cellules germinales a la température corporelle induit 1’apparition
de mutations, conduisant a une altération des CSS, la formation de tumeurs et une déplétion
progressive des cellules germinales (Cobellis et al.,2014). Une augmentation de la température
scrotale induite par I’environnement affecte également négativement la spermatogenese
(Hjollund et al., 2000; Kastelic et al., 2019). Cela peut se traduire par une diminution du
rendement spermatique (Hjollund et al., 2002), ou par un arrét de maturation des cellules

germinales ou azoospermie (Lue et al., 2002).

Parmi les cellules germinales, les cellules en prophase I de méiose sont les plus sensibles
aux différences de température. En effet, lors d’une hyperthermie transitoire, les cellules aux
stades spermatocyte pachytene, diplotene mais aussi les spermatides rondes semblent les plus
susceptibles d’entrer en apoptose (Chowdhury et Steinberger, 1970; Lue et al., 1999; Rockett
et al., 2001). En plus de I’apoptose des cellules germinales, d’autres mécanismes tels que la
réponse au stress (Paul et al., 2009), I’autophagie (Zhang et al., 2012), les dommages a I’ADN
(Yin et al., 1997) et la génération ERO (Especes réactives de I’oxygene) (Peltola ef al., 1995)
sont aussi observés. Une altération de la fonction des cellules de Sertoli (Cai et al., 2011) et de
Leydig (Kanter et Aktas, 2009) a été mise en évidence, ainsi que la dérégulation de la
signalisation androgénique au sein du testicule (Shiraishi et al., 2010; Shen et al., 2019), les

rendant inaptes a accomplir leur role de soutien de la spermatogenese.
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2.7.2. Facteurs métaboliques et nutritionnels

Le testicule étant un lieu a forte activité de division cellulaire, I’apport de nutriments et
le maintien du métabolisme sont des facteurs déterminants pour le déroulement correct de la
spermatogenese. En effet, il a été tres tot démontré que 1’absence de vitamine A, non synthétisée
par les cellules et apportée uniquement par 1’alimentation, entrainait une apoptose des cellules
entrant en méiose ainsi qu une desquamation de 1’épithélium séminifere (Morales et Cavicchia,
2002). II a ainsi été observé la présence de tubes ayant une apparence dite « Sertoli cell-only »
mais aussi certains tubes avec une persistance des spermatogonies a la base des tubes ainsi que
quelques spermatocytes pré-leptotenes. Des analyses plus poussées ont montré une perturbation
de la barriere hémato-testiculaire, responsable de 1’apoptose des cellules germinales en
différenciation (Morales et Cavicchia, 2002). Des résultats similaires ont été obtenus suite a des
régimes sans vitamine B (Pastén-Hidalgo et al., 2020) ou D (Fu et al., 2017), mais avec des
effets moindres. Une carence en ces vitamines induit une altération de la spermatogenese qui
se traduit par une perturbation des parametres spermatiques (Fu et al., 2017; Pastén-Hidalgo et
al., 2020) et parfois par une baisse importante des taux sériques et intratubulaires de
testostérone (Fu et al., 2017). Malgré leur importance dans le maintien d’une spermatogenese
normale, une ingestion en exces de vitamines impacte négativement ce processus. Dans le cas
de la vitamine A, une dégénérescence des tubes, une altération des parametres spermatiques,
mais surtout la présence de vacuoles au sein de 1’épithélium séminifére et une production
excessive de testostérone par les cellules de Leydig ont pu étre observés (Yokota et al., 2019).
De maniere plus générale, I’apport et la qualité des nutriments sont des facteurs essentiels de la

régulation de la spermatogenese (Benatta et al., 2020).

Les différentes vitamines font partie du métabolisme testiculaire et ont un role essentiel
dans sa régulation (Godoy-Parejo et al., 2020). Une altération du métabolisme, comme il est
observé dans le syndrome métabolique, induit une toxicité sévere au sein du testicule. Chez le
rat, il a été€ observé une inhibition de la stéroidogenese, induisant une réduction de la quantité
de testostérone produite et par conséquent une diminution du rendement spermatique, de la
mobilité spermatique ainsi qu’une augmentation des anomalies morphologiques des
spermatozoides (Rahali et al., 2020). Les mémes observations ont été réalisées chez le lapin
(Marchiani et al., 2015). Ces altérations sont les conséquences du stress oxydatif et du
mécanisme d’inflammation déclenché par la modification du métabolisme (Leisegang et al.,

2019; Rahali et al., 2020).
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Figure 20 : Régulation de la spermatogenése par les cytokines.

Les cytokines produites par les macrophages lors de la réponse inflammatoire, s’accompagne par la
production d’ERO pouvant entrainer une apoptose cellulaire en cas de surproduction. Les cytokines
régulent la stéroidogenese par une modulation des niveaux physiologiques de testostérone ainsi que la
perméabilité de la BHT. Une dérégulation de la BHT peut conduire a une apoptose des cellules
germinales. BHT, Barri¢re hémato-testiculaire ; ERO, Espéces réactives de I’oxygene ; N, Noyau.
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2.7.3. Inflammation

Le processus inflammatoire est une réponse du systéme immunitaire a une intervention
extérieure considérée comme hostile. Les cytokines, produites en réponse a 1’inflammation
régulent la nature, l’intensité, la durée de la réponse inflammatoire et modulent la
communication entre les différentes cellules du syst¢eme immunitaire (Loveland et al., 2017).
Les cytokines, telles que I'IL-1 (Interleukine I) et le TNF-o (Tumor necrosis factor «), sont en
partie produites par les macrophages afin de promouvoir le processus inflammatoire, et
s’accompagnent de la production d’ERO ou de chimiokines (Syriou et al., 2018). Elles sont
également produites par les cellules de Leydig et Sertoli en réponse a une stimulation par les
gonadotrophines hypophysaires (Huleihel et Lunenfeld, 2004). De plus, il a été mis en évidence
que les cytokines régulent la stéroidogenese des cellules de Leydig, via 1a modulation du niveau
physiologique de testostérone produite (Hedger et Meinhardt, 2003; Winter ez al., 2014). Leurs
influences sur la production de testostérone en font des régulateurs de 1’homéostasie
testiculaire, en plus de leur fonction de modulation de I’inflammation (Zhao et al., 2014). De
plus, il leur est attribuée une fonction de régulation de la perméabilité de la BHT (Yan et al.,
2008; Lie et al., 2011; Pérez et al., 2014) permettant le passage des spermatocytes dans le
compartiment adluminal via une restructuration des Gap junctions (Lui et Cheng, 2007,

Chojnacka et al., 2016).

Comme dans de nombreux processus biologiques, un maintien du niveau physiologique de
ces molécules est indispensable au bon déroulement de la spermatogenese. En cas
d’inflammation, on observe un recrutement de cellules immunitaires produisant de grandes
quantités de cytokines, perturbant I’environnement immunitaire du testicule. En effet, les
cellules germinales possedent des récepteurs aux cytokines tels que TNFR1 (Tumor necrosis
factor receptor 1), 1L-6R (Interleukine-6 receptor) et FAS (Fas cell surface death receptor),
activés par les cytokines pro-inflammatoires et conduisant a une entrée en apoptose des cellules
germinales et a une infertilité (Jacobo et al., 2011). La stéroidogenese étant régulée par TNF-a
dans les cellules de Leydig (Mealy et al., 1990; van der Poll et al., 1993), on observe une
diminution de la production de testostérone, via 1’activation du récepteur TLR2 (Toll like
receptor 2) (Wu et al., 2016), et via I’activation du NFxB (nuclear factor kappa-B), qui va
inhiber la transactivation de récepteurs nucléaires orphelins, responsables de la régulation de la
stéroidogenese (Hong ef al., 2004) (Figure 20). Les modulations des niveaux de cytokines

peuvent alors avoir un effet immédiat par une régulation négative de la fonction de reproduction
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Figure 21 : Chaine respiratoire mitochondriale et prise en charge de ’anion superoxyde

Lors de la production d’ATP par la chaine respiratoire des mitochondries, il peut y avoir des fuites
d’électrons et la production d’anion superoxyde (O-) par le complexe I et le coenzyme Q. O, est par la
suite pris en charge par la superoxyde dismutase (SOD) et transformé en peroxyde d’hydrogene (H.O.).
11 peut étre décomposé en H.O par le glutathion peroxydase (GPx1), se transformer en radical hydroxyle
(‘OH) par la réaction de Fenton et diffuser a travers la membrane mitochondriale externe et procéder a
I’oxydation de diverses molécules. -OH peut également peroxyder les lipides et altérer 1’ADN
mitochondrial. Son action peut étre limitée par des antioxydants tels que le coenzyme Q et la vitamine
E (Adapté de Carriere et al., 2006).

I : complexe I ; II : complexe II ; III : complexe III ; IV : complexe IV ; V : complexe V ; ADP:
adénosine di-phosphate ; ADN : acide désoxyribonucléique : ATP : adénosine tri-phosphate ; e- :
électron ; FAD : flavine adénine dinucléotide oxydée ; FADH., : flavine adénine dinucléotide réduit ;
GPx1 : glutathion peroxydase ; GSH : glutathion réduit ; GSSH : glutathion oxydé ; H : hydrogene ; H.O
: eau ; HO. : peroxyde d’hydrogéne ; NAD+ : nicotinamide adénine dinucléotide oxydé ; NADH :
nicotinamide adénine dinucléotide réduit ; O, : dioxygeéne ; O.- : anion superoxyde ; OH: : radical
hydroxyle ; Pi : pyrophosphate ; Q : coenzyme Q ; SOD : superoxyde dismutase ; VitE : vitamine E.
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male, pouvant conduire a une infertilité via une hypospermatogenese ou un sperme de qualité

moindre (Leisegang et al., 2019).
2.8. Altérations des cellules germinales

2.8.1. Altérations induites par le stress oxydant

Les ERO, appelées aussi radicaux libres, sont des especes chimiques portant un ou
plusieurs électrons non appari€s sur leur couche externe, les rendant instables. La source la plus
importante d’ERO est la mitochondrie, responsable de la production d’énergie pour la cellule
sous forme d’adénosine triphosphate (ATP). Au sein de la membrane interne de la
mitochondrie, différents substrats sont soumis a des réactions d’oxydo-réduction par la chaine
respiratoire, conduisant a la formation d’un flux d’électrons se terminant par la synthese d’ATP
et la réduction d’oxygene en eau (Carriere et al., 2006; Baskaran et al., 2020). Lors de ce
processus, une partie de I’oxygeéne subit une réduction mono-électronique conduisant a la

formation d’ions superoxyde (Figure 21).

Pour limiter une accumulation d’ERO, la cellule posséde des syst¢mes permettant de

contrer 1’oxydation (Carriere et al., 2006) :

- En inhibant leur formation, par séquestration des métaux de transition et inhibition
de la réaction de Fenton.

- En les métabolisant grice a des enzymes comme la superoxyde dismutase, la
catalase ou la glutathion peroxydase, neutralisant leur effet d’oxydation

- Par la mise en place de pieges de radicaux libres tels que le glutathion, les vitamines
C, E et le coenzyme Q. Dans le cas des vitamines, la Vitamine C piege les radicaux
d'oxygene dans la phase aqueuse, tandis que la vitamine E piege les radicaux
d'oxygene dans les membranes. La Vitamine C régénere la Vitamine E en réduisant
les radicaux de Vitamine E formés (Niki, 1987).

- Par réparation des dommages oxydatifs, par des molécules capables de réduire les
résidus cystéine préalablement oxydés, telles que le glutathion et la thiorédoxine

réduite

Dans le testicule, les ERO agissent comme des médiateurs cellulaires et sont requis pour
une spermatogenése normale. Ils interviennent également dans la régulation du métabolisme,

sont des médiateurs de 1’effet de I’hypoxie et sont impliqués dans le vieillissement cellulaire
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(Carriere et al., 2006). Les ERO sont indispensables au maintien du pool de CSS dans le
testicule de souris, une 1égere augmentation stimulant la prolifération cellulaire. Cependant, une
concentration élevée en H.O, (Péroxyde d’hydrogene) entraine une réduction de la croissance
cellulaire (Morimoto et al., 2013). Lors de la spermiogenese, les ERO agissent sur I’ADN
spermatique en facilitant la condensation de la chromatine lors de la phase finale de maturation
cellulaire (Baskaran et al., 2020). Les ERO sont produits en partie lors de la stéroidogenese, et
dans la limite des niveaux critiques, jouent un role dans sa régulation (Tai et Ascoli, 2011).
Lors de la spermatogenese, par modulation de la voie de signalisation des récepteurs a domaines
de mort et de la mitochondrie, les ERO permettent une apoptose des cellules germinales
surnuméraires ou déficientes, afin de respecter un nombre constant de cellules germinales par
cellule de Sertoli (Chetra er al., 2000; Shaha et al., 2010; Mathur et D’Cruz, 2011; Redza-
Dutordoir et Averill-Bates, 2016).

Les ERO sont produits durant divers processus tels que dans 1’inflammation, ou sous
conditions de stress par trouble de 1’homéostasie. Il est possible d’observer un exces de
production d’ERO dans le cas d’un apport excédentaire en substrat énergétique, tout comme
1’ajout de biomolécules et agents pharmacologiques. En condition physiologique, la production
d’ERO est réalisée par les leucocytes phagocytaires ainsi qu’une partie des cellules germinales

(Carriere et al., 2006; Mathur et D’Cruz, 2011).

Un maintien de la production d’ERO est indispensable pour le bon déroulement de
divers processus biologiques. Cependant, une perturbation de 1’homéostasie testiculaire peut
avoir des effets néfastes, notamment par une production excessive d’ERO. Un niveau excessif
en ERO renverse la balance d’oxydo-réduction vers un état d’oxydation qui va altérer la
fonction physiologique des protéines, entraine une peroxydation lipidique et une oxydation de
I’ ADN conduisant a des dommages cellulaires (Bardaweel et al., 2018). Au sein du testicule,
les spermatogonies et spermatocytes sont particulierement sensibles aux ERO de par leur forte
activité mitotique et méiotique, respectivement (Oldereid et al., 1998). Les spermatozoides
possedent une membrane riche en acides gras polyinsaturés, ce qui accroit leur sensibilité aux
ERO. Leur cytoplasme étant tres réduit, ils ne possedent que tres peu d’antioxydants (Aitken,
1999; Agarwal et al., 2014a, b). Le processus de stéroidogenese est une cible directe des ERO,
ceux-ci ciblant ’enzyme CYP50scc, la rendant inactive et inhibant ainsi la production de
testostérone (Quinn et Payne, 1985; Peltola et al., 1996). Chez ’homme, des altérations de
I’intégrité de I’ADN sont observées apres un stress oxydant, avec une augmentation du taux de

fragmentation de I’ADN spermatique. Une oxydation des protamines entraine un niveau
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moindre de compaction de I’ADN, le rendant encore plus sensible a 1’oxydation (Santi et al.,

2018).

2.8.2. Fragmentation de I‘ADN

La fragmentation de I’ADN consiste en une accumulation de cassures de I’ADN simple
ou double brin. Ces cassures de I’ADN peuvent étre physiologiques, comme celles produites
lors de la méiose au stade spermatocyte I, puis sont réparées par divers mécanismes. Une
fragmentation de I'ADN survient également en fin d'apoptose, ce mécanisme permettant
d’éliminer 1’exceés de cellules produites durant les phases de prolifération et de cellules

potentiellement nuisibles (Gunes et al., 2015).

Il existe trois causes possibles de formation de cassures de I’ADN dans le testicule

(Gunes et al., 2015; Muratori et De Geyter, 2019) :

- Les ERO, produits suite a divers évenements perturbant I’homéostasie testiculaire,
oxydent I’ADN, pouvant entrainer sa fragmentation.

- Par défaut de maturation de I’ADN spermatique, suite a un échec de réparation des
cassures de 1’ADN produites pour favoriser la transition histones-protamines dans
les spermatides. Ces défauts de condensation de la chromatine permettent un acces
a I’ADN favorisant I’apparition de cassures.

- L’apoptose cellulaire, qui est considérée comme physiologique ou non, ainsi que
I’apoptose abortive qui se produit dans le testicule et qui résulte en la production et
le relargage de spermatozoides présentant des caractéristiques apoptotiques dans le

liquide séminal.

Différentes conditions environnementales peuvent étre a I’origine de la fragmentation
de I’ADN. C’est notamment le cas du stress thermique (Kaushik et al., 2019), de I’exposition
a divers produits chimiques (Simon et al., 2019), ou a des radiations ionisantes (Cordelli et al.,

2012).
2.8.3. Anomalies méiotiques

La méiose est un processus complexe, hautement régulé et soumis a plusieurs points de
contrdle. Une perturbation de ces différents mécanismes peut entrainer une altération de la

qualité des gametes produits ou un arrét de la spermatogenese (Hann ef al., 2011).
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Au sein des cellules germinales, le processus de recombinaison méiotique est essentiel
au bon déroulement de 1a méiose. Des anomalies telles que des asynapsis peuvent compromettre
la progression méiotique et sont associées a une apoptose des spermatocytes au stade pachytene,

avec pour conséquence une hypofertilité ou une infertilité (Burgoyne et al., 2009).

Il existe deux causes possibles a 1’entrée en apoptose des spermatocytes présentant des
asynapsis : I’intervention des DSBs et des points de contrdle méiotique, ou le défaut de

silencing des chromosomes sexuels (Burgoyne et al., 2009) (Figure 14).

Les DSB sont produites durant le stade spermatocyte leptotene, pour in fine participer a la
formation des CO, et sont réparées lors de la transition zygotene-pachytene. Lorsque les
mécanismes de réparation ne sont pas opérationnels, il est possible que certaines des cassures
induites ne soient pas réparées, entrainant un asynapsis. Une accumulation des protéines
BRCALI et ATR est alors observée au niveau des zones non-synapsées des chromosomes, y
compris au niveau des zones non appariées des chromosomes X et Y (Turner et al., 2004). La
persistance du signal issu des DSB non réparées va étre alors détectée par les points de controle
méiotique, qui vont entrainer une apoptose (Burgoyne et al., 2009). Comme il a été
précédemment mentionné, il est possible que des spermatocytes présentant des régions
chromosomiques non appariées puissent passer le point de contrdle si le nombre de foci YH2AX
est inférieur a 20 (Deckbar et al., 2007). Chez les patients diagnostiqués pour une azoospermie
non-obstructive, une diminution du nombre ou une absence de recombinaisons méiotiques,

augmente la fréquence des aneuploidies ou arréts de la spermatogenese (Hann et al., 2011).

La deuxieme voie d’apoptose des spermatocytes est liée a I’échec d’inactivation de la
transcription des gonosomes (Burgoyne et al., 2009). Lors de la réactivation de la transcription
a la transition zygotene-pachytene, les chromosomes X et Y sont soumis a une répression
transcriptionnelle. La modélisation de cette inhibition est visible sous la forme du corps XY au
stade spermatocyte pachytene, repérable par une accumulation massive de 1’histone H2AX et
de la protéine BRCA1 (Turner et al., 2004). La présence de ces protéines est essentielle au bon
déroulement de la méiose. L’invalidation de gH2AX entraine un échec de I’inactivation
transcriptionnelle des chromosomes X et Y et un échec de la condensation de la chromatine
(Fernandez-Capetillo et al., 2003). En présence d’une forte proportion d’asynapsis entre les
bivalents, il a été observé une baisse du recrutement des protéines BRCA et ATR aux
gonosomes et une rétention aux sites d’asynapsis (Mahadevaiah et al., 2008). Une perturbation

de I'inactivation des chromosomes sexuels conduit a une transcription partielle des génes du
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chromosome X, et une apoptose des cellules germinales au stade spermatocyte pachytene

(Homolka et al., 2007; Turner, 2007).

Le deuxieme point hautement régulé est I’alignement et la ségrégation des
chromosomes homologues. Durant le cycle cellulaire, le SAC s’assure de la fidélité de la
ségrégation des chromosomes. Contrairement a la mitose, la méiose permet la production de
gametes haploides et nécessite donc la ségrégation des chromosomes homologues. La
formation des bivalents, grace a I'intervention des CO, est une étape essentielle (Hughes et
Hawley, 2020). La perte prématurée de la cohésion centromérique ainsi que l’absence de
chiasmas/CO génerent toutes deux des configurations chromosomiques anormales détectées

par le SAC (Lane et Kauppi, 2019).

Le SAC assure la surveillance des liaisons microtubes-kinétochores et controle la
progression de la métaphase vers l'anaphase. Une altération de sa fonction peut conduire a la
formation de gametes aneuploides (Gorbsky, 2015). Le déséquilibre génétique qui en découle
peut conduire a une apoptose du spermatocyte, ou dans le cas de survie, a la production de
gametes aneuploides, qui apreés fécondation, conduisent a un arrét du développement

embryonnaire (Lane et Kauppi, 2019).
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Partie 3. Apport de la transcriptomique dans la
compréhension de la spermatogenese normale

et pathologique

L’avancée des techniques de biologie moléculaire, permet actuellement de mieux connaitre
les mécanismes de régulation intracellulaires. Depuis le développement du séquencage de
I’ ADN par Sanger en 1977, les méthodes de séquencage ainsi que les techniques de biologie
moléculaire ont beaucoup évolué. Il est maintenant possible de séquencer le génome entier d’un

organisme ainsi que d’obtenir le transcriptome d’une cellule a un temps donné.
2.9. Principe de base du séquencage haut débit

Les ARN sont le reflet de la vie cellulaire. En regardant le transcriptome d’une cellule, nous
pouvons dorénavant déterminer sa fonction, mais aussi de nombreux parametres en lien avec
les expressions de geénes. Le transcriptome correspond a I’ensemble des ARN produits, issus de
la transcription du génome. Ce transcriptome peut varier en fonction du type cellulaire, de son

état de différenciation ou encore des conditions environnementales.

Afin de pouvoir analyser les ARN d’intérét, différents protocoles sont disponibles :
isolement des ARN messagers, ARN ribosomaux, micro-ARN, et autres ARN non codants ...
Classiquement, les ARN totaux sont extraits des échantillons concernés puis envoyés aux
plateformes de séquencage. Des ADNc seront synthétisés a partir des ARN transmis. Afin de
former les banques a ADN, aussi appelées librairies, 4 étapes principales sont

nécessaires (Hrdlickova et al., 2017):

- La fragmentation des ADN est indispensable, la taille des fragments formés étant
dépendante de la technologie de séquencage utilisée. Elle peut étre réalisée soit par
réaction enzymatique, soit par sonication.

- Une réparation des extrémités peut €tre réalisée, la sonication n’entrainant pas la

formation de cassures franches de I’ADN.
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Figure 22 : Préparation des librairies et séquencage selon la technologie d’Illumina

(A) La préparation des librairies est généralement composée des étapes couplées a sa quantification
avant le séquencgage. (B) Les adaptateurs comportent des régions PS5 et P7 permettant leur fixation a la
surface de la FlowCell. Les index permettent d’identifier chaque insert. Les régions PS1 et PS2 sont des
zones de fixation des amorces de séquencage. (C) La FlowCell est composée de lamelles de verre
comportant des canaux, ou se produit la chimie du séquencgage. (D) La génération d’amplifiats est le
processus par lequel chaque fragment de la librairie est cloné en milliers de copies identiques. Apres
hybridation sur la FlowCell, les molécules a brin unique s’hybrident aux amorces adjacentes. Une
polymérase synthétise le brins antisens, ce processus est répété plusieurs fois. Les brins sont par la suite
linéarisés pour la préparation au séquencage. (E) Lorsque la FlowCell est imagée, des nucléotides
fluorescents, émettent une intensité de longueur d’onde unique qui permet de les identifier. Durant
chaque cycle de séquencage, une base nucléotidique est ajoutée sur le brin de la librairie, détectée par
I’instrument. SBS, Séquencage par synthese (Adapté de [llumina Support).
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- Une liaison a un adaptateur (séquence d’ADN double brin synthétique) est ensuite
réalisée, permettant 1’identification de 1’échantillon mais aussi la liaison au support
de séquencage.

- Une amplification de la banque est nécessaire afin que le signal recu par le

séquenceur soit assez puissant pour étre détecté efficacement.

Ces différentes étapes peuvent avoir un déroulement différent en fonction de la technologie
utilisée.

La banque produite est ensuite séquencée a une profondeur de lecture de 10 a 30 millions
de lectures par échantillon sur une plateforme a haut débit (Stark et al., 2019). La technologie
NGS la plus utilisée est la technologie Illumina®. Cette technologie se base sur 1'amplification
clonale et le séquencage par synthese (Figure 22). Le processus permet d'identifier
simultanément les bases nucléotidiques lorsqu'elles sont incorporées dans la chaine d'acides
nucléiques. Chaque base émet un signal de fluorescence unique lorsqu'elle est ajoutée au brin
en cours de synthese, détecté par le séquenceur et permettant de déterminer la séquence d'ADN

(Illumina Support).

Les dernieres étapes sont informatisées : alignement et/ou assemblage des lectures de
séquencage sur un génome, quantification des lectures qui chevauchent les transcrits, filtrage
et normalisation entre les échantillons, et modélisation statistique des changements significatifs
dans les niveaux d'expression des geénes individuels et/ou des transcrits entre les groupes

d'échantillons (Stark et al., 2019).

2.10. Différentes technologies d’analyse du transcriptome
utilisées

Plusieurs stratégies peuvent étre adoptées pour analyser le transcriptome de différents
échantillons. L analyse sur puces a ADN est la plus ancienne stratégie permettant une analyse
de plusieurs geénes a partir d’'un méme échantillon. Par la suite, les développements
technologiques et I’affluence de connaissances ont permis de développer les technologies RNA-
seq, réalisant une analyse au niveau du génome entier. Les avantages et inconvénients de

chacune de ces deux stratégies sont présentés dans le tableau 2.
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Puce a ADN RNA-Seq
Reproductibilité Haute Haute
Niveau de précision Limité Elevé
Sensibilité de détection des Dépend de la profondeur de
o Constante )
événements rares séquengage
Détection des isoformes Limitée Elevée
Saturation de détection Présente Absente
Détection de SNP Impossible Possible
Quantité de génes étudiés Portion du génome Génome entier
Coit Normal Tres élevé
Temps d’analyse Normal Tres long
Littérature Abondante Limitée

Tableau 2 : Comparaison entre les puces a ADN et le RNA-sequencing.
2.10.1. Puces a ADN

La premicre puce a ADN a été utilisée en 1995 et était composée de 45 sondes
fluorescentes d’Arabidopsis thaliana, permettant d’obtenir des mesures paralleles de la
concentration de plusieurs ARNm (Acide ribonucléique messager) (Schena et al., 1995). Ces
puces sont composées d’un ensemble de spots microscopiques constitués de molécules d’ADN
fixées (=sondes) sur une surface et dont la position exacte est connue. Elles permettent de
mesurer simultanément les niveaux d’expression d’un grand nombre de genes pour un méme
échantillon. Les ADNCc fluorescents déposés sur la matrice d’ADN vont s’hybrider sur leur
séquence homologue, le nombre de fixation reflétant le niveau d’expression du geéne. Pour
chaque puce, les ADNc vont étre mis en compétition pour se fixer aux brins matrices. Les puces
a ADN permettent ainsi de réaliser des profils d’expression de genes sélectionnés, le rapport
d’intensité de fluorescence traduisant la concentration relative d’ARNm d’une condition par

rapport a une autre (Koo et al., 2019).
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2.10.2. Bulk RNA-Seq

Le Bulk RNA-seq, ou RNA-seq global, est une technique permettant I’analyse du
transcriptome entier d’un échantillon, par le séquencage des ARN totaux obtenus apres
extraction a partir d’un lot de cellules ou d’un fragment tissulaire. Cette technique récente
(années 2000) et assez complexe permet de séquencer des millions de fragments courts d’ADN
dans un temps relativement rapide. Cette évolution du séquencage de Sanger a surpassé les
puces a ADN par son extréme sensibilité ainsi que sa résolution, permettant une détection a la
base pres. En plus de quantifier les ARN, cette technique permet de détecter les évenements
rares, de détecter les petits transcrits et d’étudier I’'impact de ces ARN dans divers mécanismes
de régulation. De par sa capacité a donner une valeur moyenne a I’expression de chaque gene
pour une large population de cellules, le RNA-seq global est un outil utilisé en transcriptomique
comparative afin de mettre en évidence des différences d’expression entre especes (Breschi et
al.,2017) ou dans le cadre de maladies (Winge et al., 2018). Différents échantillons peuvent
étre analysés : des fragments tissulaires, des populations cellulaires cultivées, ou encore des
cellules isolées a partir de tissus. Cette méthode d’analyse montre ses limites lors du séquencage
de structures tres hétérogenes telles que le cerveau, les résultats obtenus ne pouvant étre
attribués a un type cellulaire précis. Afin de pallier cela, certaines équipes ont opté pour

I’utilisation de microdissection laser sur coupe de tissus, permettant de séquencer le

transcriptome d’un type cellulaire précis (Jan et al., 2018).
2.10.3. RNA-Seq sur cellules isolées

Suite a une évolution tres rapide des techniques de séquencage haut débit, une nouvelle
technologie est apparue, le Single-cell RNA-seq (Tang et al., 2009). Le développement de
nouveaux protocoles quelques années plus tard en a fait une des techniques les plus
révolutionnaires et accessibles, permettant d’étudier de nouvelles problématiques, comme
I’évolution du transcriptome au cours de la différenciation d’un type cellulaire ainsi que le
transcriptome spécifique a chaque type cellulaire, I’impact d’un facteur sur différentes voies de
régulation ... Cette évolution a permis de passer du transcriptome a 1’échelle d’un groupe de

cellules, a une cellule unique (Stark ez al., 2019).
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2.11. Mise en évidence de mécanismes testiculaires

Les nombreuses applications des analyses transcriptomiques ont permis de franchir un cap
dans la compréhension des mécanismes spécifiques a la spermatogenese. En plus de permettre
d’identifier le transcriptome de chaque type cellulaire impliqué dans ce processus, I’utilisation
de cette approche permet actuellement de mettre en évidence différents facteurs d’infertilité en

comparant des individus fertiles et non fertiles.
2.11.1. Compréhension de la spermatogenése normale

A) Premiere vague de la spermatogenese

La premiere vague de la spermatogenese représente un modele de choix dans la
compréhension des facteurs génétiques régulant les différents stades de la spermatogenese. En
effet, une variation des profils d’expression des genes est observée au fur et a mesure de la
différenciation cellulaire initiée quelques jours apres la naissance dans le modele murin (Sree
et al., 2014). Une synchronisation de I’entrée en méiose lors de la premicre vague de la
spermatogenese via une manipulation du niveau d’acide rétinoique a permis d’identifier le
transcriptome testiculaire, contenant une population définie et homogene de cellules germinales
(Evans et al., 2014). D’autres stratégies, basées sur une analyse comparée des différents temps
d’apparition des cellules germinales au cours de la 1= vague, ont montré une variation de
I’expression des genes sertoliens suite a la différenciation et la croissance du contenu en cellules
germinales (Laiho et al., 2013; Zimmermann et al., 2015). Les genes en lien avec la
stéroidogenese montrent aussi une dynamique propre, suite a la différenciation des cellules de
Leydig (Laiho et al., 2013). L’ utilisation d’animaux KO couplée aux technologies d’analyse du
transcriptome permet également de préciser le role des geénes. En effet, une analyse via
I’utilisation de puces a ADN sur tissus testiculaires de souris KO pour le gene E2f1 (E2F
transcription factorl) a montré une différence de sa fonction lors de la maturation du tissu et

une implication dans I’auto-renouvelement des SSC (Rotgers et al., 2015).
B) Puberté

L’entrée en puberté est un phénomene indispensable a la bonne santé reproductive a
I’age adulte. Lors de celle-ci, des modifications de I’expression des genes sont observées, en

lien avec la maturation des cellules germinales et somatiques. Etudiés a travers le transcriptome
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des cellules de Sertoli, des profils spécifiques de réponse aux hormones a chaque stade de
maturation de ces cellules ont été observés (immature, en cours de puberté et adulte) (Gautam
et al., 2018). Ces résultats mettent en évidence les fonctions différentielles des cellules de
Sertoli au cours de la maturation : une fonction ciblée vers la croissance et la différenciation
cellulaire, le métabolisme et la production de cytokines dans un tissu prépubere, tandis que dans
le tissu ayant réalisé sa puberté, les processus biologiques mis en avant sont li€s au métabolisme
du glucose, a la phagocytose cellulaire ainsi qu’a la voie de 1’insuline (Gautam et al., 2018).
Récemment, une analyse du transcriptome de tissus testiculaires issus d’enfants prépuberes,
péripuberes et d’adultes a permis de réaliser un atlas de la dynamique transcriptionnelle du
testicule en développement (Guo et al., 2020). Ces résultats ont mis en évidence la présence
d’un progéniteur commun entre les cellules de Leydig et les cellules myoides péritubulaires,
mais aussi de délimiter les facteurs candidats du controle de la différenciation pubertaire (Guo

et al., 2020).
C) Age adulte

Du fait du développement des analyses du transcriptome réalisées sur cellule unique, il
est maintenant possible d’identifier les différentes populations cellulaires au sein du testicule
grace a leurs profils d’expression de geénes caractéristiques. En effet, une étude tres récente a
montré la présence de 11 profils correspondant aux différents types cellulaires présents dans le
testicule, une partie de ceux-ci étant des profils signatures jusqu’alors non disponibles dans la
littérature (Hermann et al., 2018). Une tres grande hétérogénéité des profils d’expression entre
les différents types cellulaires a été mise en évidence. Ce travail permet notamment d’étudier
plus en détail les populations de spermatogonies afin de déterminer les marqueurs spécifiques
des cellules souches. Le regroupement de plusieurs analyses du transcriptome a permis de
mettre en évidence I’importance des protéines de la lame basale pour le maintien de la
spermatogenese (Kurek er al., 2021). L’utilisation du Bulk RNA-seq a quant a elle montré de
facon globale les génes impliqués dans la spermatogenese chez 1’adulte, par une comparaison

entre tissu adulte et tissu immature (Li et al., 2020).
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2.11.2. Etude de la spermatogenése altérée/pathologique

A) Etudes toxicologiques

L’environnement a une influence certaine sur le développement et la maturation du
testicule. L’utilisation des technologies d’analyse du transcriptome permet de mieux
comprendre les mécanismes sous-jacents, induits/altérés par 1’environnement. En effet,
plusieurs études ont mis en évidence une altération du transcriptome apres une exposition a des
facteurs influant sur la voie cestrogénique (Nakamura et al., 2019; Duliban et al., 2020), a des
polluants environnementaux (Colli-Dula et al., 2018), a des stress chroniques (Chen et al.,

2020) ou encore suite a une alimentation entrainant une obésité (El-Shehawi et al., 2020).
B) Azoospermie/ arrét de maturation

Afin de comprendre l’origine des arréts de maturation et des azoospermies non-
obstructives, des analyses comparatives de tissus ont été réalisées. Ces études, généralement
réalisées sur de grandes cohortes de patients, ont permis de révéler certains genes tels que Tex/ 1
(Testis expressed 11), responsable d’arréts de maturation méiotique (Yatsenko et al., 2015).
D’autres études, comparant des tissus présentant une azoospermie, immatures ou adultes
mettent en évidence différents génes potentiellement dérégulés dans 1’azoospermie non-
obstructive et donc important pour la spermatogenese (Chalmel et al., 2012; Shiraishi et al.,
2020; Hu et al., 2021). Les azoospermies sont caractérisées par une absence de production de
spermatozoides, mais sont aussi accompagnées par une altération des cellules de Sertoli (Zhao
et al.,2020). Dans le cas de causes congénitales, les cellules de Sertoli semblent matures, mais
une dérégulation des geénes et une réponse immunitaire anormale sont observées. Dans les cas
d’azoospermies non congénitales, des cellules de Sertoli immatures ont été retrouvées (Zhao et
al., 2020). Les données obtenues grace aux différentes analyses transcriptomiques apportent
plusieurs pistes quant aux origines de certaines infertilités, des possibilités de développement
de contraception masculine, mais plus particulierement, des pistes quant aux traitements ou
interventions permettant une restauration de la fertilité. Suite a ces analyses, Zhao et
collaborateurs ont réalisé des cultures de cellules de Sertoli issues d’individus présentant une
azoospermie non congénitale et ont obtenu une maturation de ces cellules in vitro, par inhibition
de la voie Wnt (wingless-type MMTYV integration site family), précédemment montrée comme

étant dérégulée. La mutation Tex// a ét€ montrée comme étant responsable d’infertilité a 1’age
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adulte (Yatsenko et al., 2015). Des thérapies géniques basées sur ces données ont permis de

restaurer la fertilité de souris KO pour ce gene (Wang et al., 2021).
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Figure 23 : Préservation de la fertilité chez I’homme
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Chapitre 3. Préservation de la fertilité

La préservation de la fertilit¢ est une notion de plus en plus abordée par les
cancérologues, offrant une opportunité de protéger la capacité future de reproduction des
patients (Jensen et al., 2011). Ce domaine représente une part importante de la prise en charge
du patient, par une amélioration de la qualité de vie aprés la maladie (Pereira et Schattman,
2017). En effet, les traitements tels que la chimiothérapie et la radiothérapie ont une toxicité
gonadique connue (Stukenborg et al., 2018). Une exposition des gonades a ces traitements peut
entrainer de nombreux dysfonctionnements testiculaires ainsi qu’une azoospermie et stérilité

(Delessard et al., 2020a).

Diverses techniques sont aujourd’hui possibles pour préserver la fertilité de ces patients.
Chez I’homme adulte, la congélation de spermatozoides est une pratique courante, permettant
de constituer un stock suffisant pour [’utilisation en AMP (Assistance médicale a la
procréation). Ces spermatozoides peuvent étre par la suite utilisés par insémination intra-
utérine, FIV (fécondation in vitro) classique ou par ICSI (Intra-cytoplasmic sperm injection).
La technique utilisée varie en fonction de la qualité, du nombre de paillettes conservées, la
conservation de spermatozoides devant étre réalisée avant la mise en place des traitements
potentiellement gonadotoxiques. Lors d’échecs de recueil multiples ou d’absence de
spermatozoides dans 1’éjaculat, des biopsies testiculaires sont réalisées. Elles vont ainsi
permettre de récupérer des spermatozoides ou de congeler des fragments de tissus testiculaires

(Chaput et al., 2018) (Figure 23).

Chez I’enfant n’ayant pas effectué sa puberté, la congélation de spermatozoides est
impossible. L’exposition a des traitements gonadotoxiques pouvant entrainer une stérilité a
I’age adulte, diverses techniques de préservation de la fertilité ont alors été développées. Une
biopsie testiculaire et une congélation du tissu ou cellules testiculaires isolées sont réalisées
(Onofre et al., 2016). Une analyse histologique est par la suite effectuée afin de s’assurer de la
présence d’un nombre suffisant de cellules souches spermatogoniales et de la présence, ou non,

de cellules tumorales (Chaput ez al., 2018) (Figure 23).
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3.1. Traitements gonadotoxiques et fertilité

3.1.1. Impact de la chimiothérapie et de la radiothérapie sur le

testicule

Les agents de chimiothérapie sont utilis€és dans le traitement contre le cancer. Leurs
actions sur les cellules a division rapide en font de parfaits combattants du cancer, mais peuvent
induire des effets néfastes pour la reproduction. Le testicule étant un organe riche en CSS,
I’injection de chimiothérapie peut entrainer une déplétion de cette population cellulaire a forte
activité mitotique. En effet, il a ét€¢ montré une sensibilité accrue des spermatogonies a ces
traitements, et un effet moindre sur les cellules de Leydig (Smart er al., 2018). L’effet des
chimiothérapies sur 1’organisme varie en fonction de la nature pharmacologique des molécules
utilisées, des doses, ainsi que de leur effet antimitotique. Différents effets génotoxiques sont
observés tels que la fragmentation de I’ADN, des défauts de condensation de la chromatine ou

encore des aneuploidies (Chaput et al., 2018; Delessard et al., 2020a).

Contrairement aux traitements par chimiothérapie, la radiothérapie peut étre réalisée
localement. Son effet gonadotoxique varie en fonction de la dose totale délivrée, de 1’age du
patient, du site de I’irradiation ainsi que du fractionnement ou non de la dose. A doses égales,
les irradiations fractionnées semblent plus déléteres pour le testicule que I'irradiation a dose
unique (Champetier et al., 2010). Les cellules germinales semblent les plus sensibles avec une
altération de 1’épithélium germinatif des 0,15 Gy (Grey) et une oligozoospermie transitoire
observée entre 3 et 12 Gy. En comparaison, les cellules de Leydig sont considérées comme
étant fortement radio-résistantes avec 1’apparition de lésions permanentes a partir de 20 Gy
(Chaput et al., 2018). Des Iésions de la fonction endocrine du testicule sont observées a partir
de 20 Gy dans le testicule prépubere et a partir de 30 Gy chez 1’adulte (Champetier et al., 2010;
Trost et Brannigan, 2012). Il est alors unanimement admis que méme une dose minimale
d’irradiation peut conduire a des perturbations aigues de la spermatogenese. Toute dose
d’irradiation est alors considérée comme augmentant de fagon significative le risque

d’altération de la spermatogenese (Skinner et al., 2017).
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3.1.2. Traitements gonadotoxiques chez le garcon prépubere

En France, environ 2500 nouveaux cas de cancer sont diagnostiqués chaque année chez
les enfants et les adolescents (Desandes et al., 2016). Les taux de survie a long terme des enfants
atteints de cancer se sont considérablement améliorés grace aux progres réalisés en maticre de
diagnostic et de thérapeutique (Ward et al.,2014; Gies et al., 2015). La survie des enfants ayant
eu un cancer avant 1’age de la puberté atteignant dorénavant plus de 80%, la prise en charge de
leur future fertilité a d’autant plus été mise en place (Gatta et al., 2009). Cependant, les
différents traitements du cancer utilisés peuvent avoir des effets gonadotoxiques, en ciblant et
en épuisant le pool de spermatogonies présent dans les testicules prépubere (Jahnukainen et al.,
2015; Stukenborg et al., 2018). En effet, les spermatogonies A,.., considérées comme ayant une
tres forte activité de prolifération, sont tres sensibles aux agents de chimiothérapie et peuvent
entrer en apoptose apres administration de doses tres faibles. Les spermatogonies A..., a faible
activité de prolifération, sont endommagées de maniere significative a des doses plus élevées,

pouvant entrainer une déplétion permanente en cellule germinale et une infertilité (Trost et

Brannigan, 2012).

Il a été récemment montré que contrairement aux idées précongues, le statut quiescent des
gonades males prépuberes ne lui conférait pas une protection face aux différents traitements du
cancer (Delessard et al., 2020b). Il apparait alors nécessaire de mettre en ceuvre des stratégies

de préservation de la fertilité pour ces enfants.
3.2. Méthodes de préservation de la fertilité

La préservation de la fertilit¢ des garcons prépuberes est depuis plusieurs années
développée au sein des diverses structures médicales les prenant en charge. Au sein des
différents pays ou regroupement de régions, différents consensus essaient de se mettre en place
mais les approches et parametres different (Goossens et al., 2020). Cette préservation passe par
une congélation des cellules testiculaires soit sous forme isolée, apres dilacération ou digestion
enzymatique des tissus, soit sous forme de fragments testiculaire. A cela s’ajoutent les
différentes techniques de congélation pouvant faire intervenir des automates, comme la
congélation lente controlée, 1’utilisation simple de congélateurs, avec la congélation lente non

contrdlée, et I’utilisation d’azote liquide pour la vitrification (Goossens et al., 2020). De par
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Figure 24 : Principe de la congélation lente controlée et de la vitrification de tissus

La vitrification permet de réduire la déshydratation cellulaire et la formation de glace par la formation
d’un passage a un état vitreux. Lors de la congélation lente contr6lée, une déshydratation progressive
des cellules est observée ainsi que la formation de glace extracellulaire. En 1’absence de cryoprotecteurs,
une congélation trop rapide induit la formation de glace intracellulaire tandis qu’une congélation lente
induit une déshydratation extréme de la cellule, toutes deux déléteres pour la cellule. CPA, Agent
cryoprotecteur.
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leurs spécificités, ces techniques nécessitent une adaptation du milieu de congélation utilisé
afin de protéger le tissu, ou les cellules, des dommages pouvant étre causés lors du passage de

I’eau de la phase aqueuse a la phase solide (Mazur, 1970).
3.2.1. Congélation de cellules ou tissus testiculaires

A) Principe de la congélation

L’habileté des basses températures a réduire le taux de réactions chimiques permet de
réaliser des préservations cellulaires et tissulaires sur le long terme. Le fait de réduire la
température a un niveau tres faible permet « une suspension cryogénique de la vie ». Le succes
de la congélation de tissus commence par la compréhension des mécanismes fondamentaux
biologiques qui régissent ce processus (Fuller et Paynter, 2004). En effet, tout au long de la
congélation, des perturbations de 1’équilibre osmotique sont observées, altérant ainsi les
mécanismes cellulaires vitaux. Le point le plus important de ce processus est de faire passer

I’eau de I’état liquide a un état solide, de glace (Figure 24).

La formation de la glace au sein du tissu commence a partir de -5°C. A cette
température, des cristaux commencent a apparaitre dans le milieu extracellulaire, sans pourtant
apparaitre dans le cytoplasme cellulaire. Entre -5°C et -10°C, un important refroidissement
cellulaire est observé, avec une progression de la formation de cristaux de glace dans I’espace
extracellulaire. Cette formation de glace induit une exclusion des solutés, ou électrolytes dans
I’espace extracellulaire. La membrane plasmique ainsi que les petits volumes de la cellule la
protegent de la formation de glace mais la variation de concentration qui en découle produit un
gradient osmotique, en défaveur des cellules. L’eau intracellulaire va migrer dans I’espace
extracellulaire hyperosmotique, afin de rétablir I’osmolarité du tissu. Il est alors observé une
déshydratation de la cellule et des dommages cellulaires liés a sa variation de volume. Entre -
10°C et -15°C, la formation de glace extracellulaire progresse et produit un rapprochement des
cellules et une augmentation des contacts entre la glace et les membranes cellulaires. Cette
variation du volume de I’espace extracellulaire est a 1’origine de 1ésions cellulaires. Entre -15°C
et -60°C, le refroidissement cellulaire étant trés important, des connexions sont formés entre
I’espace extracellulaire et intracellulaire, conduisant a une équilibration de 1’osmolarité et la
congélation de la cellule, a I’origine de nombreux dégats tres importants. Cette transition est
I’une des étapes critiques du processus de congélation. Le stockage dans 1’azote liquide a -

196°C induit la formation de cristaux ainsi qu’un arrét total des mécanismes cellulaires,
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permettant théoriquement un stockage indéfini (Mazur, 1970, 1977; Fuller et Paynter, 2004).
L’utilisation d’une congélation ultra-rapide permet d’éviter la formation de cristaux de glace

au sein du tissu, mais mal réalisée, peut €tre délétere pour les cellules (Yavin et Arav, 2007).

Sur tissu entier, il est plus compliqué d’obtenir une diminution de température réguliere
et uniforme du fait du volume de 1’échantillon. Ce processus est facilité par 1’isolement des
cellules. De plus, la complexité cellulaire d’un tissu tel que le testicule rend difficile la
congélation homogene et optimale des différents types cellulaires (Karlsson et Toner, 1996).
Fuller et Paynter ont ainsi décrit qu’il existe quatre caractéristiques qui font que des types

cellulaires réagissent différemment a la congélation :

- Les caractéristiques osmotiques, prenant en compte la perméabilité de la membrane
plasmique et le volume d’eau contenu dans la cellule

- Les changements de la perméabilité de 1’eau avec le refroidissement,

- La vitesse de refroidissement, dépendant de la température et du temps

- Les changements de pression et le contenu en solutés intra- et extracellulaire au

moment de 1’augmentation de cristaux de glace (Fuller et Paynter, 2004).

Malgré les avancées scientifiques réalisées depuis [’analyse du processus de
congélation, il est encore difficile de déterminer la cause exacte des dommages cellulaires
observés (Jang et al., 2017). Peter Mazur a avancé I’hypothese des deux facteurs possibles :
I’effet de solution, induit par le milieu de congélation et I’effet de la formation de cristaux de
glace. L’effet de solution fait intervenir différents événements : le retrait de I’eau sous forme
de glace, la concentration en solutés de haut ou bas poids moléculaires, la diminution du volume
cellulaire, ainsi que la précipitation des solutés. Le deuxieme facteur — la formation de cristaux
de glace — semble d’autant moins compris que la principale hypothese porte sur I’induction de
rupture membranaire par les cristaux de glace, que ce soit au niveau cellulaire ou des organelles,

entrainant une apoptose cellulaire (Mazur, 1970).
B) Agents cryoprotecteurs (CPA)

En 1974, Karow a défini les agents cryoprotecteurs comme « tout additif qui peut étre
administré aux cellules avant la congélation et qui donne une survie apres décongélation plus
élevée que celle obtenue en son absence » (Karow, 1974). L’action des CPA passe par une

réduction de la formation des cristaux de glace et une modification de la concentration en
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solutés, responsables des dommages observés lors du processus de congélation. Il existe deux

classes de CPA : les CPA pénétrants (ou internes) et les CPA non-pénétrants (ou externes).

Les CPA pénétrants sont de petites molécules, des solutés neutres capables de former
des ponts hydrogene avec les molécules d’eau. Leur principale propriété est de traverser les
membranes cellulaires et d’étre a faibles doses, non toxiques pour les cellules. Ils réalisent un
effet « tampon de sel » permettant de prévenir la mise en place d’une concentration élevée dans
la fraction résiduelle de glace jusqu’a ce que le tissu soit entierement congelé a trés basse
température (Fuller et Paynter, 2004). Ils remplacent donc 1’eau intracellulaire et protegent les
membranes cellulaires (Figure 24). Une réduction du stress oxydant produit par le processus de
congélation a aussi été observée, via une liaison des CPA aux ERO (Fleck et al., 2000). L’ ajout
de CPA avec activité antioxydante ou de simples antioxydants ont permis d’améliorer la survie
et la prolifération cellulaire apres congélation (Ha et al.,2016; Safa et al., 2016). Parmi les CPA
pénétrants, on retrouve le glycérol, le DMSO (DiméthylSulfOxyde), le formamide, 1’éthyléne
glycol et le propyléne glycol (Jang et al., 2017).

Les CPA non-pénétrants permettraient de réduire la concentration intracellulaire en eau
et de ce fait, limiter la présence et la propagation de la formation de glace intracellulaire. Les
CPA non-pénétrants tels que les sucres (sucrose, tréhalose, dextrane, lactose ...), le PVP
(polyvinylpyrrolidone), le polyéthylene glycol et 1’albumine sont les plus communément

utilisés (Bagchi et al., 2008; Lee et al., 2014a; Onofre et al., 2016).

Méme si leurs mécanismes d’action ne sont pas completement élucidés, leur impact
positif sur les tissus congelés est réel. En 1986, Nash a montré qu’une trés haute concentration
de CPA permettait d’inhiber la formation de glace durant la congélation lente (Nash, 1966). 11
est cependant a noter qu’une surexposition a ces CPA peut étre responsable d’une cytotoxicité.
La variation de volume induite par 1’ajout et le retrait des CPA représente également une cause
possible de dommages cellulaires (Pegg, 2002). C’est pourquoi il est important de déterminer

la concentration et le temps d’exposition optimal du tissu aux CPA.
3.2.2. Choix de la stratégie

La congélation de tissu est composée de quatre phases : (i) I’ajout de CPA avant la
congélation, (i1) la congélation du tissu a trés basse température et le stockage, (iii) le

réchauffement du tissu et (iv) I’élimination progressive des CPA apres réchauffement. Parmi
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les différentes méthodes de congélation, la congélation lente et la vitrification sont les plus

utilisées. Elles présentent toutes deux des avantages et des inconvénients (Tableau 3).

Congélation lente

Parametres contrélée Vitrification
Durée de réalisation Longue (2h a 4h) Courte (30 min)
Reproductibilité Bonne Faible
Instrumentation/Coftt Nécessaire, couteuse Non, peu couteux
Dommages mécaniques Modérés Peu ou pas
Formation de glace intracellulaire Modérée Tres faible
Concentration en CPA Faible Elevée
Risques cytotoxiques Présents Elevés
Choc thermique prolongé Oui Non
Viabilité post-réchauffement Elevée Elevée
Systeme utilisé Fermé uniquement Ouvert ou fermé
Manipulation Facile Difficile

Tableau 3 : Comparaison entre la congélation lente controlée et la vitrification
CPA : Agent cryoprotecteur (CryoProtective Agent)(D’apres Jang et al., 2017).

A) Congélation lente

Du fait de sa reproductibilité et du faible impact cytotoxique sur le tissu, la congélation
lente est beaucoup utilisée pour la conservation de tissus ou cellules isolées (Onofre et al.,
2016). La congélation en elle-méme est précédée d’une étape d’équilibration avec la solution
de congélation contenant les CPA. Cette phase durant généralement 30 minutes peut étre
réalisée a température ambiante ou 4°C, en fonction du protocole utilisé, et est nécessaire afin
de préparer le tissu a la congélation. La solution et les CPA vont progressivement remplacer
I’eau présente au sein du tissu pour pouvoir le protéger. Deux types de congélation lente sont
rapportées : (1) la congélation lente non contr6lée, via I'utilisation d’un containeur de tubes
laissé a -80°C pendant un temps donné et permettant une descente approximative de -1°C/min
et (i1) la congélation lente contrdlée, via I’utilisation d’un automate permettant une descente
progressive et controlée de la température au sein de I’échantillon ainsi que des phases de
stabilisation. Cette deuxieme méthode étant enticrement controlable, elle permet une haute
reproductibilité, nécessaire a 1’utilisation de ce protocole en clinique. Il est possible
d’incrémenter au sein de la congélation lente controlée une étape dite de seeding, permettant

d’induire la formation des premiers cristaux de glace dans le milieu extracellulaire, permettant
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ainsi de limiter les conséquences induites par la formation de glace non controlée (Karlsson et
Toner, 1996). Le seeding se réalise par 1’apposition d’un support préalablement refroidi a tres
basse température sur les échantillons au cours de la descente en température, ou par une

injection rapide d’azote liquide par la machine au sein de I’habitacle contenant les échantillons.

L’optimisation des protocoles de congélation lente contrdlée au sein du laboratoire a
permis de mettre en place un protocole de congélation pour le tissu testiculaire prépubere
humain basé sur les recherches menées chez la souris (Milazzo et al., 2008). Des améliorations
de ce protocole ont été réalisées, par I’ajout de vitamine E au sein du milieu de congélation et
décongélation (Arkoun et al., 2019). Des essais doivent cependant étre menés afin de vérifier

la validité de cette supplémentation dans d’autres especes.
B) Vitrification

La vitrification est une technique de congélation ultra-rapide, n’étant expérimentée sur le
tissu testiculaire prépubere que depuis quelques années (Curaba et al., 2011a). En effet, les
effets néfastes de I’exposition prolongée des tissus aux CPA et la formation de cristaux de glace
lors de la congélation lente controlée, ont poussé les chercheurs a développer de nouvelles
techniques. Ce systeme permet un refroidissement rapide (~ -20.000 a -10.000°C/min) (Criado
Scholz, 2012; Jang et al., 2017). La vitrification permet d’éviter la formation de glace, par le
passage du tissu a un état vitreux, suite a une augmentation de la viscosité des solutés. Cette
technique nécessite cependant une trés grande concentration de CPA et une vitesse de
réchauffement ultra-rapide, afin de permettre la transformation des liquides en un solide
amorphe dépourvu de cristaux de glace (Wyns et al., 2013). Cette congélation peut étre réalisée
avec des systemes ouverts ou fermés et ne nécessite pas de matériel spécifique couteux.
Cependant, les contacts directs possibles avec 1’azote liquide posent la question de la

contamination des échantillons (Criado Scholz, 2012).

Des protocoles de vitrification de tissu testiculaire murin ont récemment été testés au
sein du laboratoire et ont montré des résultats encourageants quant a leur utilisation pour la
préservation de la fertilité, avec une conservation de la fonction endocrine et exocrine du tissu

(Dumont et al., 2015).
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3.2.3. Etape de réchauffement

L’étape de réchauffement cellulaire est tout aussi importante que la congélation du tissu.
Le passage de I’eau de I’état solide a liquide ainsi que 1’exposition prolongée aux CPA peuvent
entrainer des dommages cellulaires. Par conséquent, la mise en place de procédures optimales
de décongélation et d'élimination des CPA est également essentielle pour la survie des tissus
testiculaires apres congélation. Les tissus sont décongelés par un réchauffement rapide afin
d’éliminer les cristaux de glace et un retrait progressif des CPA est réalisé (Onofre et al., 2016).
Il a été montré qu’un minimum de dommages cellulaires €tait observé lorsque les étapes de
congélation/décongélation étaient réalisées de la méme maniere : une décongélation lente suite
a une congélation lente controlée et un réchauffement rapide a la suite d’une vitrification

(Whittingham et al., 1972).
3.3. Etat des lieux de la congélation de tissus testiculaires

Le fait de congeler des fragments testiculaires permet de conserver sa structure
tridimensionnelle ainsi que les interactions cellulaires, assurant le maintien des CSS dans leur
niche cellulaire présentes. Tenant compte des différents parametres a moduler afin d’obtenir
une congélation optimale (nature des CPA, concentration, temps et température d’équilibration,
vitesse de refroidissement et de réchauffement, ...), différents protocoles de congélation ont vu
le jour, résumés dans le Tableau 4. Cette table regroupe les articles scientifiques portant sur la

congélation de tissus testiculaires prépuberes de mammiferes.
3.3.1. Modele animal

La congélation de tissu a été développée dans de nombreuses especes, permettant de
récolter des données quant a I'impact des parametres et compositions des milieux de

congélation sur ’intégrité et la fonctionnalité du tissu.

Malgré 1’absence d’un consensus sur le choix du milieu et de la technique optimale de
congélation a utiliser pour chaque espece, des tendances apparaissent vers 1’utilisation
préférentielle de certains CPA et protocoles de descente en température. En effet, qu’il s’agisse
de la congélation lente controlée, ou non controlée, la composition du milieu de congélation
reste tres proche dans les différentes especes. Une utilisation commune du DMSO a 1,5 ou
0,7 M comme CPA externe, associé€ au SVF (Sérum de veau feetal) -généralement utilisé a 10%-

, et/ou a un sucre tel que le sucrose ou le tréhalose comme CPA externe, est la combinaison la
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plus commune retrouvée chez la souris (Schlatt ez al., 2002; Goossens et al., 2008; Milazzo et
al.,2008; Travers et al.,2013; Yildiz et al., 2018; Onofre et al., 2020), les primates non-humain
(Jahnukainen et al., 2007, 2012; Luetjens et al., 2008; Fayomi et al., 2019), le rat (Travers et
al.,2011; Unni et al., 2012; Pothana et al., 2016; Radaelli et al., 2017), le lapin (Shinohara et
al., 2002) ou encore le porc (Zeng et al., 2009; Abrishami et al., 2010; Lee et al., 2014b). A
notre connaissance, la préservation de tissus testiculaires prépuberes chez le bovin (Devi et al.,
2014; Zhang et al., 2017; Li et al., 2018), le cerf (Pothana et al., 2015) et le mouton
(Pukazhenthi et al., 2015; Singh et al., 2019) a uniquement été réalisée selon les protocoles de

congélation lente non-controlée.

Lors de la vitrification de tissus, des concentration plus importantes de ces CPA sont
nécessaires avec une association DMSO, éthyléne glycol et sucrose la plus souvent retrouvée
chez la souris (Baert ef al., 2012; Gholami et al., 2013a, b; Dumont et al., 2015; Yamini et al.,
2016; Oblette et al., 2019). Contrairement a la congélation lente, les concentrations de CPA
utilisés varient en fonction des équipes de recherches, ne permettant pas de s’orienter vers une
concentration idéale en fonction des especes. La vitrification étant utilisée moins couramment
que la congélation lente, hormis pour la souris, le manque de recul ne permet pas de conclure
sur les conditions idéales de vitrification dans les autres especes. Cependant, une augmentation
progressive de la concentration en CPA ainsi qu’un temps réduit de contact entre le tissu et le

milieu de congélation a haute concentration en CPA, et le milieu de réchauffement est observé.

Le développement de I'utilisation de ces modeles animaux a permis de mettre en
évidence les protocoles les plus adaptés pour la préservation du tissu testiculaire immature,
conduisant a leur optimisation pour une utilisation en clinique (Milazzo et al., 2008). Les
supplémentations en vitamine E chez la souris (Arkoun et al., 2019; Oblette et al., 2020), le
fluide oculaire de boeuf chez le rat et le bovin (Pothana er al., 2016) ou de macromolécules
comme le Ficoll-70 (Yildiz et al., 2018), ont été évaluées afin de réduire les effets déléteres de

la congélation sur le tissu.

3.3.2. Chez ’homme

Dans le cadre de la préservation de la fertilité des gargons prépuberes, le protocole de
congélation lente controlée avec seeding est le plus couramment utilisé (Kvist et al., 2006;
Keros et al.,2007; Wyns et al.,2007,2008; Ginsberg et al.,2010; Curaba et al.,2011a; Babayev
etal.,2013; Poels et al., 2013, 2014; Pietzak et al.,2015; de Michele et al., 2017, 2018a, b; Ho
et al., 2017; Abofoul-Azab et al., 2018; Portela et al., 2019a). L’ utilisation de la congélation
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lente non contrdlée a été quelques fois rapportée (Bahadur et al., 2000; Van Saen et al., 2013;
Baert et al., 2018; Medrano et al., 2018b; Ntemou et al., 2019), ainsi que 1’utilisation de la
vitrification (Curaba et al., 2011a; Poels et al., 2013). Nous pouvons observer une utilisation
quasi-systématique du DMSO comme CPA interne chez I’homme, associé au sucrose et au

sérum (CPA externe) quelle que soit la technique utilisée.
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Espece

Age

Milieu de congélation

Temps
d'équilibration

Protocole de congélation

Etape de réchauffement

Références

Congélation lente controlée

Souris

5a7jpp
10 et 80

irp

6 jpp

6 jpp

6 ipp

6-7jpp

1 jpp

6.5 jpp

Lipp

DMSO + SVF 10%

L-15+DMSO 1,5M
+ Suc 0,1 M + HSA
1%

L-15+DMSO 15M,
Suc 0,05 M + SVF
10%

L-15+DMSO 1,5M
+ Suc 0,05M + SVF
10%

DMEM + DMSO
15M+Suc 0,1 M +
HSA 10g/L

L-15+DMSO 1,5M
+ Suc 0,05M + SVF
10%

HBSS + DMSO 0,7 M
+ SVF 5%

L-15+DMSO 1,5M
+ Suc 0,05M + SVF
10%

HBSS + SVF 5% +
DMSO 0,7M

10 min —4°C

20 min —0°C

30 min —4°C

30 min —4°C

60 min —4°C

30 min —4°C

10 min —4°C

30 min —4°C

10 min —4°C

-2°C/min -> -7°C ; 10 min stab.; 0,3°C/min -> -
30°C; LN,

-2°C/min -> -7°C; seeding; -0,3°C/min -> -40°C;
-10°C/min -> -140°C; LN.

-2°C/min ->-9°C ; 2 min stab.; -0,3°C/min -> -
40°C; -25°C/min -> -150°C

-2°C/min ->-9°C ; 7 min stab.; -0,3°C/min -> -
40°C; -25°C/min -> -150°C; LN.

-2°C/min ->-7°C; seeding; -0.3°C/min -> -40°C;
-10°C/min -> -140°C

-2°C/min -> -8°C; stab. 8 min ; -0,3°C/min -> -
40°C; -25°C/min > -150°C; LN.

-1°C/min -> 0°C; seeding; stab. 5 min; -0.5°C/
min -> -8°C; stab. 15 min; -0.5°C/min -> -40°C;
10 min stab. ; -7°C/min -> -80°C; LN.

-2°C/min ->-9°C; 8 min stab.; -0,3°C/min -> -
40°C; -25°C/min -> -150°C; LN.

-1°C/min -> 0°C; 5 min stab.; seeding; -0.5°C/
min ->-8°C; stab. 15 min; -0.5°C/min -> -40°C;
stab. 10 min; -7°C/min -> -80°C; LN,

37°C WB; 3x (DMEM + 10% SVF)

1 min —RT; 1 min - 37°C WB; 3 min —
DMSO 1 M, suc 0,1 M, HSA 1%; 3 min
—DMSO 0,5M, Suc 0,1 M,HSA 1% ;3
min L15 — 37°C WB; 3x DMEM

1 min RT; 2 min — 37°C WB; 5 min —
DMSO 1 M, suc 0,05 M, SVF 10%; 5
min - DMSO 0,5 M, suc 0,05 M, SVF
10%; 5 min — suc 0,05 M; 5 min - L15

37°C WB; 5 min — DMSO 1 M, suc
0,05M, 10% SVF; 5 min — DMSO

0,5 M, suc 0,05 M, SVF 10%; 5 min —
suc 0,05 M; 5 min — L-15

1 min = RT; I min - 37°C WB; 3 min —
DMSO 1,0 M, Suc 0,1 M, HSA 1%; 3
min - DMSO 0,5 M, suc 0,1 M, HSA
1%

Idem Milazzo et al.; 2008

1 min — 37°C WB; 3x HBSS

Idem Milazzo et al.; 2008

37°C WB; 3x HBSS

Shinohara ez al., 2002

Schlatt et al., 2002

Milazzo et al., 2008

Milazzo et al., 2010;
Dumont et al., 2015,
2016,2017

Curaba et al.,2011b

Travers et al., 2013

Yildiz et al., 2013

Arkoun et al.,2016;
Oblette et al., 2017,
2019

Yildiz et al., 2018
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Espece  Age Milieu de congélation Temps Protocole de congélation Etape de réchauffement Références
d'équilibration
6.5 jpp L-15+DMSO 1,5M, Idem Arkoun et al.,2015b Arkoun er al., 2019;
Suc 0,05M + SVF Oblette et al., 2020
10% + VitE 3.4 mM
Homme 2-14ans HBSS+DMSO0,7M 9 min-0°C 0,5°C/min -> -8°C; 5 min stab.; seeding manuel; 2 min —RT; 2 min - 37°C WB; 5 min—  Wyns et al., 2007,
+ Suc 0,1 M + HSA 15 min stab.; -0,5°C/min -> -40°C; 10 min stab.; - suc 0,1 M; 5 min —suc 0,05 M; Smin—  2008; Curaba et al.,
1% 7°C/min -> -80°C; LN, HBSS 2011a; Poels et al.,
2013,2014; de
Michele et al., 2017,
2018a,b; Ho et al.,
2017
12 - 66 L-15 ou PBS + EG 10 min - 2°C -2°C ->-9°C; 5 min stab.; seeding; -0.3°C/min -> 37°C WB; 5 min — EG 0,75 M, suc Kvist er al., 2006
mois 15M+ Suc0,1 M + -40°C; -10°C/min -> -140°C; LN. 0,1 M; 5 min—suc 0,1 M; 5 min - PBS
HSA 1%
2-14ans HBSS+DMSO0,7M 30 min-4°C -1°C/min -> 0°C; Smin stab.; -0.5°C/min -> -8°C; 3°C WB; HBSS Keros et al., 2007,
+ HSA 5% seeding; 10 min stab.; -0.5°C/min -> -40°C; 10 Ginsberg et al., 2010;
min stab.; -7°C/min ->-70°C Pietzak et al., 2015
Immature DMSO 1,5M + Sérum 30 min —4°C 0°C; -2°C/min -> -7°C; 10 min stab.; seeding; - +100°C/min; Lavages avec Babayev et al., 2013
10% + Suc 0,1 M 0,3°C/min ->-40°C; -10°C/min -> -140°C; LN. concentration décroissante de CPA
HBSS + DMSO 5% + 30 min —4°C -1°C/min -> 0°C; 5 min stab.; -0,5°C/min -> - Sadri-Ardekani et al.,
HSA 5% 8°C; 10 min stab.; -0,5°C/min -> -40°C; 10 min 2016; Abdelaal et al.,
stab.; -7C/min -> -70°C; LN, 2021
6-14 ans  Fluide tubaire humain- Idem Keros et al., 2007 Portela et al., 2019a
HEPES + DMSO 5%
+ Albumine 5%
7 ans HBSS + DMSO 5% + 30 min —4°C -0,5°C/min ->0°C; 9 min stab.; -0,5°C ->-8°C; 5 RT; PBS Abofoul-Azab et al.,
HSA 10% + Suc 3,5% min stab.; seeding; 15 min stab.; -0,5°C/min -> - 2018
40°C; -0,7°C/min -> -80°C; LN.
Ouistiti 1 mois DMEM + DMSO 60 min —4°C -2°C/min ->-7°C; seeding; -0.3°C/min ->-40°C; 1 min —RT; 1 min—37°C WB;3 min— Luetjens et al., 2008
1,5M + Suc 0,IM + -10°C/min -> -140°C; LN. DMSO 1 M; suc 0,1 M, HSA 1%; 3 min
HSA 1% —DMSO 0,5M, suc 0,1 M, HSA 1%:; 3
min — DMEM
Singe 38 -40 oMEM + SVF 5% + 30 min - 4°C -1°C/min -> 0°C; 5 min stab.; -0,5°C/min -> - 37°C WB; HBSS Fayomi et al., 2019
thésus mois DMSO 5% 8°C; seeding; -0,5°C/min -> -40°C; 10 min stab.;

-1,5°C/min -> -80°C; LN.
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Espece  Age Milieu de congélation Temps Protocole de congélation Etape de réchauffement Références
d'équilibration
Rat 6 jpp L-15+DMSO 1,5M 30 min—4°C -2°C/min ->-9°C; 7 min stab.; -0,3°C/min -> - Idem Milazzo et al., 2008 Travers et al., 2011
+ Suc 0,05M + SVF 40°C; -25°C/min ->-150°C; LN.
10%
17-22 jpp DMEM/F12 + ITS 15 min - RT -2°C/min ->-9°C; 5 min stab.; seeding; - 2 min — 37°C; + 2 volumes (DMEM + Unni et al., 2012
0,1% + SVF 20% + 0,3°C/min -> -40°C; 10 min stab.; -10°C/min -> - SVF 20%); DMEM
DMSO 0,5M 140°C; LN,
13430 jpp NaCl 10% + DMSO 30 min —4°C -2°C/min ->-9°C; seeding; -0.3°C/min ->-40°C;  37°C; 5 min — DMSO 1,0 M, suc Radaelli et al., 2017
10M + Suc 005M LN. 0,05 M, NaCl 10%; 5 min —- DMSO
0,5 M, suc 0,05 M; NaCl 10%; 5 min —
suc 0,05 M, NaCl 10%; 5 min — NaCl
10%
8.5 jpp Idem Arkoun et al., 2019 Saulnier et al., 2020
Lapin 1a6 DMSO + SVF 10% 10 min —4°C -2°C/min ->-7°C; 10 min stab.; 0,3°C/min -> - 37°C WB; 3x (DMEM + 10% SVF) Shinohara et al., 2002
semaines 30°C; LN.
Porc 1-2 L-15+2% SVF + 15 min - RT A partir de 20°C; -2°C/min - > 4°C; seeding; - 1 min —RT; I min - 25°C WB; L-15 Zeng et al., 2009
semaines  10% DMSO 0,3°C/min -> -30°C; -10°C/min -> 130°C; LN.
1 semaine DMEM + Glycérol 10 min - 22°C -1°C/min ->4°C; 5 min stab.; -0.3°C/min -> - ~11s —=37°C WB; 1 min —suc 0,5 M, Abrishami et al., 2010
10M+ 5% SVF 8°C; 10 min stab.; -0.5°C/min ->-50°C; - SVF 20%j 1-2 min — 20% SVF, 37°C;
10°C/min ->-90°C; 10 min stab. 37°C
Congélation lente non-controlée
Souris Post-natal DMSO 1,5M + 10 min —4°C 7-10 jours a -80°C 37°C WB; 3x DMEM Ohta et Wakayama,
BIOBANKER 2005
6 jpp DMEM/F12 + DMSO 10 min —RT 2h a -80°C (-1°C/min) 37°C WB; 2x 10 min —- DMEM/F12, Goossens et al., 2008
1,5M + Suc 0,07M SVF 10%
055a55  Cell Banker 1 30 min —4°C -20°C O/N; LN. 37°C; 5 min — 3x 0-MEM + KSR 10%  Yokonishi et al., 2014
ip
5-6jpp DMEM/F12-Hepes +  Idem Devi et al., 2014 Pothana et al., 2016
DMSO 10% + BuOF
20%
3-5ijpp DMEM/F12 + DMSO 10 min —4°C -80°C (-1°C/min); LN, 37°C WB; 2x(DMEM/F12 + SVF 10%); Onofre et al., 2020
1,5M + Suc 70 mM 4°C
Rat 5-6jpp DMEM/F12-Hepes +  Idem Devi et al., 2014 Pothana et al., 2016

DMSO 10% + BuOF
20%
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Espece  Age Milieu de congélation Temps Protocole de congélation Etape de réchauffement Références
d'équilibration
Immature 3,8 KHPO,, 1,02 5 min —sans DMSO;  -90°C 37°C WB; 10 min — Solution DMSO Kirpatovskii et al.,
KH.PO,,0,57 KCI, 10 min — DMSO 5%; 10%; 10 min — Solution DMSO 5%; 10 2018
0,43 NaOHCO., 68 4 10 min — DMSO 10%; min — Solution sans DMSO
suc 10 min — DMSO 15%
Homme 8etl13ans Jaune d'ceuf + 4°C PBS, 1520 min—  Vapeur de LN~ 1.5 h (~ -10°C/min); LN. ND Bahadur et al., 2000
Glycérol 10% RT, 30 min — 4°C
Milieu FIV + Glycérol
10% + Sérum inactivé
10%
PBS+PROH 1,5M+ PBS, 10 min —4°C
Suc 0,1 M
25-12,5 DMEM + DMSO 15 min —4°C -80°C - O/N; LN, 2 min —37°C WB; 2x (DMEM + HSA  Van Saen et al.,2013;
ans 1.4M +Suc 150 mM + 10%) Ntemou et al., 2019
HSA 10%
ND DMEM/F12 + DMSO 4 min - 15°C 4h - -80°C (au moins); LN. 2 min—37°C WB; 5 min — 2x DMEM + Baert et al., 2018
1,5M + HSA 10% + HSA 10%; 4°C; DMEM
Suc 0,15 M
7-14ans DMEM/FI12 + HSA 15 min —4°C -80°C (-1°C/min); LN. 2 min — 37°C WB; 2x (DMEM/F12 + Medrano et al.,2018b
10% + DMSO 15M + HSA 10%)
Suc 0,15M
Singe 18 -49 L-15+DMSO 14M 40 min -2°C 1h —-20°C; LN, 2 min — 37°C WB; 4°C milieu Jahnukainen er al.,
rhésus mois + SVF 10% 2007,2012
Porc 1-2 DMEM + SVF 20% + ND -70°C O/N (-1°C/min) 1 min —RT; I min — 25°C WB; 3x Honaramooz et al.,
semaines DMSO 20% DMEM 2002; Zeng et al., 2009
16 a-MEM + DMSO 10% 15 min —4°C -80°C; O/N 2.5 min - 37°C WB Lee et al.,2014b
semaines  + SVF 10% + Trh
200 mM
Immature PBS ND -80°C 37°C WB; 2x (15 min — PBS) Vermeulen et al.,2018
Bovin 8 semaines DMEM/F12 + DMSO 30 min —4°C 13h — -80°C (~-1°C/min); LN. 34°C WB: 5 volumes DMEM/F12; SVF  Devi et al.,2014
20% + SVF 20% 10%; 3x lavages
1 jour MEM + DMSO 10% + ND 24h - -80°C; LN, 3 min — 37°C WB; 2 volumes (NCS Caietal., 2016
NCS 2,5% 10%; Glutamine 2 mM; HEPES 15 mM)
6 mois DMEM + DMSO 10% 4°C - 1h 2h —-20°C; 12h - -80°C; LN. 2 min — 37°C WB; 2 volumes DMEM + Zhang et al., 2015

+SVF 10% +
Tréhalose 15%

SVF 20%; DMEM
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Espece  Age Milieu de congélation Temps Protocole de congélation Etape de réchauffement Références
d'équilibration
2 mois DMEM/F12-Hepes +  Idem Devi et al., 2014 Pothana et al., 2016
DMSO 20% + BuOF
20%
6 mois DMEM + DMSO 10% 2h —4°C 2h —-20°C; 12h - -80°C; LN, 2 min — 37°C WB; + 2 volumes ( Zhang et al., 2017
+ SVF 10% DMEM; SVF 10%); DMEM
1 jpp a-MEM + DMSO 10% ND 24h - -80°C; LN, 37°C WB Jiang et al., 2020
+ KSR 10%
6 semaines DMEM + DMSO 5%  1h—4°C 2h —4°C; 2h —-20°C; 12h — -80°C; LN. (- 2 min — 37°C WB; 3x (5 min -PBS) Lietal. 2018
+ SVF 10% + BSA 30 1°C/min)
mg/ml
Cerf 15 et 30 DMEM/F12 + DMSO 30 min —4°C 24h —-80°C (-1°C/min); LN. 37°C WB; 5 volumes (DMEM/F12 Pothana et al., 2015
ipp 1.5M + SVF 80% HEPES; SVF 10%; pénicilline-
streptomycine 100 Ul/ml; gentamicine
40u1); 3x DMEM/F12
Mouton 3-5 DMEM + HEPES + ND 24h —-80°C ( ~-1°C/min); LN. 1 min —RT; 1 min—25°C WB; 2 min— Pukazhenthi et al.,
semaines  DMSO 2.8 M + 20% DMEM +SVF 20%, RT; 3x (Smin - 2015; Singh et al.,
SVF DMEM +20% SVF) 2019
Vitrification
Souris 6 jpp MEM + Glutamax + 5 min —25% 4°C, 10 Paillettes 3 min — Suc 1,0 M 37°C; 5 min — Suc Curaba et al.,2011b
DMSO 2,8M + EG min - 50%, 10 min — 0,5 M 4°C; 5 min — Suc 0,25 M 4°C; 5
28M+HSA25¢/L  100% min - suc 0,125 M 4°C
6 jpp DPBS + NaCl0.9% + 5min-12.5% RT, 5 Cryotubes Réchauffement 4°C; + 50% 1.0ml; 10 Hemadi et al., 2011,
EG72M+ min —25%, 15 min - min a 4°C = 50% ; 10 min —25% ; 10 2014
Raff 0,5 M 50% 4°C min RT - 12.5%; 10 min — DPBS
6-10jpp PBS+EG72M+ 5 min — 10% EG 37°C, Double paillette 5 min —suc 1,0 M; 5 min —suc 025 M; Gouk et al.,2011
Suc 0,6 M 2 min — 17.5%, 3 min 2x 5 min— PBS
—25%,2 min — 32.5%,
0,3M Suc, 3 min —
40%,0,6M Suc
5210jpp DMEM/F12+DMSO 10 min -50% —22°C, SSV 2 min —suc 0,5 M, SVF 20%, 37°C; 2 Baert et al., 2012
21M+EG27M+  5min-100% min— SVF 20%, 37°C
Suc 0,5M + 20% SVF
6 jpp DMSO 2,1 M + EG 10 min - 50% RT, 10 Cryotubes 30s —RT; 37°C WB; 5 min—0,5M Suc  Gholami et al., 2013b,

27M+Suc05M +
20% SVF

min 100% , 10 min —
100% +20% SVF

4°C; 5 min — 0,25 M suc; 5 min —
0,125 M Suc

a
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Espece  Age Milieu de congélation Temps Protocole de congélation Etape de réchauffement Références
d'équilibration
05a55 Stem Cell Keep 2 min —RT Cryotubes 37°C a-MEM + 10% KSR; 5 min —3x  Yokonishi et al., 2014
irp a-MEM + 10% KSR; RT
6.5 jpp DMEM/F12 + DMSO 10 min —50%, 5 min — SSV 2-3 s —RT; 5 min — 4x milieu 4°C Dumont et al., 2015,
2,1 M+EG27M 100%, + suc 0.5 M, 2016,2017; Oblette et
SVF 20% al.,2017,2019;
Rondanino et al., 2017
7ipp DMEM + DMSO 5 min — 25%, 10 min — Tubes 3 min - 37°C; Suc 1,0M; 5 min - 4°C; Hajiaghalou et al.,
28M+EG28M + 50%, 10 min — 100% Suc 0,5M; 5 min - 4°C; Suc 0,25M; 5 2016
SVF 20% min - 4°C Suc 0,125M
6 jpp DMEM/F12 + 7.5% 10 min —4°C Grille en métal puis cryotube 1 min - 35°C, suc 1,0 M, 10% SVF, Yamini et al.,2016
DMSO +7.,5% EG + DMEM/F12; 3 min —35°C, suc 0,5 M,
0.25M Suc, 10% SVF SVF 10%, DMEM/F12; 3 min — 35°C,
suc 0,25 M, SVF 10%, DMEM/F12; 3
min — 35°C, SVF 10%, DMEM/F12
1jpp DPBS + EG 40% + 10 min —4°C DPBS,  Cryotubes 1 min — 37°C WB; 10 min —RT, DPBS, Yildiz et al., 2018
Ficoll-70 18% + Suc SVF 15%; 6 min — Suc 0,5 M; 10 min — RT, DPBS, Suc
035M 4°C, 100% 0,25 M, DPBS
Rat 13-30jpp DMSO 15% + EG 10 min - 4°C, 50% Cryotubes contenant LN. 1 min — 37°C, Suc 1,0 M; 5 min — Suc Radaelli et al., 2017
15% + Suc 0,5M (sans suc), 2 min — 0,5 M; 5 min — Tampon
4°C 100%
25 jpp Ingamed® : EG 15% + 10 min —4°C,50%;5 Cryotubes contenant LN. 1 min — 37°C, Solution 1; 5 min — Benvenutti ef al., 2018
DMSO 15% min —4°C, 100%, Suc Solution 2; 5 min — Solution 3
05M
8.5 jpp Idem Dumont et al., 2015 Saulnier et al., 2020
Homme 6-12ans Idem Curaba efal.,2011b Curaba et al.,2011a
2-12ans Idem Poels et al.,2012 Poels et al.,2013
Singe 4 ans L-15+DMSO 2,1 M 10 min — 4°C,50%,5 Paillettes 1,0 M Suc, HSA 25 g/L, 35°C; 5min—  Poels et al., 2012
rhésus +EG2,7M + suc min — 100% 0,5 M suc; 5 min —suc 0,25 M; 5 min —
0,5M +25 g/L HSA L-15
Porc 1-2 DPBS + (EG + NaCl 5min—RT, 12,5%;5 Cryotubes 4°C WB; 10 min — 50%; 10 min — 25%; Zeng et al., 2009
semaines  0,9% + 0,5 M raff) min - RT, 25%; 15 10 min — RT; 12,5%; 10 min — RT;
min —4°C, 50%; DPBS
100%
1 semaine DMEM + DMSO 10 min - 50%, 22°C;5 SSV 30s — RT; 1-2 min — suc 0,5 M, SVF Abrishami et al., 2010
21M+EG27M+  min-100% + 20% 20%, 37°C; 2x (1-2 min — SVF 20%,
Suc 0,5M + SVF20% SVF 37°C)
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Espece  Age Milieu de congélation Temps Protocole de congélation
d'équilibration

Etape de réchauffement

Références

9-11jpp MNCSU)-37 + EG 15 min — EG 4%,RT; SSV
63M+PVP 5% + 20 min — 100%, RT

2 min—Treh 0,4 M, 37°C; 2 min — Treh

Kaneko et al., 2013,

0,2M,RT; 2min—Treh 0,1 M ; 2 min— 2014, 2019, 2020

Treh 0,3M + 4 g/L Treh 0,05M; 2 min — NaCl 0.9%
BSA
Mouton DMEM + HEPES + 25 min - 37.5%,RT;  Bande aluminium 1 min —suc 1,0 M, SVF 20%, 37°C; 5 Pukazhenthi et al.,

DMSO 2,8 M + EG 15 min — 100%
3,6 M+ SVF 20%

min — suc 0,5 M, SVF 20%, RT; 3x (10
min — DMEM + 20% FCS)

2015

Chat 3-5mois MEM+DMSO56M 10 min-25%, Suc SSV
+ Glycerol 56 M + 0,25 M (pas SVF),RT;
Suc 0,5M + SVF 10% 5 min — 50%, Suc
0,5M, SVF 10%, RT;
100%

Idem Lima et al., 2017, excepté Cryotubes

1 min —RT; 1 min—WB, 37°C; 5 min —
suc 0,5M, SVF 20%; 5 min — suc
0,25M, SVF 20%; 5 min — MEM +
SVF 20%

Lima et al.,2017

Lima et al.,2018

Bovin 40 jpp TCM199 + HEPES 5 min —RT, TCM199, Paillettes
25 mM + EG 18% + HEPES 25 mM, EG
DMSO 18% + BSA 7.5%,DMSO 7.5%,
0,6% + treh 0,5M SVF 20%; 5 min —RT

5 min — 38,6°C, TCM199, SVF 20%,
Suc 1,0 M; 5 min - 38,6°C, TCM199,
SVF 20%, Suc 0,5M; 5 min — 38,6°C,
TCM 199, SVF 20%, Suc 025 M

Bebbere ef al.,2019

Tableau 4 : Protocoles de congélation du tissu testiculaire immature de mammiféres
a-MEM, Minimum Essential Medium a; BSA, Bovine Serum Albumin ; BuOF, Fluide Oculaire Bovin ; CPA, Agent Cryoprotecteur ; DMEM/F12, Dulbecco's Modified
Eagle; Medium/Nutrient Mixture F-12; DMSO, Diméthylsulfoxyde; DPBS, Dulbecco's phosphate-buffered saline; EG, Ethylene Glycol; FIV, Fécondation in vitro; HBSS,
Hanks' Balanced Salt Solution; HEPES, 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid; HSA, Human Serum Albumin; ITS, Insuline-Transferrine-Selnium; jpp,
jours post-partum; K2HPO4, Hydrogénophosphate de potassium; KCI, Potassium Chloride; KH.PO,, Phosphate monopotassium; L-15, Leibovitz L-15; LN., Azote; min,
minutes; NaCl, Sodium Chloride; O/N, Overnight, Sur la nuit; PBS, Phosphate Buffered Saline; PROH, 1,2-propanediol; PVP, Polyvinylpyrrolidone; Raff, Raffinose;
RT, Room Temperature; SSV, Surface Solid Vitrification; Stab, stabilisation ; suc, sucrose ; SVF, Serum de Veau Feetal ; Treh, Trehalose; WB, Water Bath, Bain marie.
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Figure 25 : Méthodes de restauration de la fertilité a partir de testicules prépuberes

Les approches in vivo sont représentées en rose et les approches in vitro en vert. L’utilisation de cellules
dissociées permettrait de réaliser une auto-transplantation de cellules souches spermatogoniales,
précédée ou non d’une étape de prolifération cellulaire a partir de culture de cellules isolées, de cultures
2D (avec couche de cellule de support) ou de cultures 3D (au sein d’une matrice ou sous forme
d’organoide). L’utilisation des fragments testiculaires pourrait étre envisagée sous forme d’autogreffe,
de maturation in vivo (xénogreffe) ou sous forme de maturation in vitro (culture organotypique).
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Chapitre 4. Restauration de la fertilité

N

L’obtention de spermatozoides fonctionnels a partir de tissu testiculaire de garcon
prépubere n’est a ce jour, pas encore possible. Cependant, de nombreuses techniques
expérimentales sont en cours de développement. Une utilisation sous forme de cellules
testiculaires isolées apres dissociation cellulaire peut €tre envisagée. Ces cellules testiculaires
peuvent tre maturées in vitro, ou transplantées chez 1’individu. Dans le cas d’une utilisation
de fragments testiculaires, la greffe tissulaire peut étre envisagée ainsi que la culture
organotypique in vitro a interface gaz/liquide (Figure 25). Cependant, chacune de ces

différentes approches présente leurs propres avantages tout comme diverses limites, dans

certains cas, d’ordre éthiques (Tableau 5) (Goossens et al., 2020).

Techniques Avantages Inconvénients
Transplantation Perte de la «niche » et des
5 de cellules ) interactions cellulaires, risque
% Evite le  risque de d’altérations cellulaires
2z réintroduction de cellules et
k3 Culture de cancéreuses si cellules triées
= cellules Risque de réintroduction de
3 cellules cancéreuses
Risque de réintroduction de
Autogreffe Hq 1 (
8 Préservation de la « niche » CCLUIES Cancereuses
= ) et de I’architecture du tissu  pModifications épigénétiques,
= Xénogreffe R .
2 limites éthiques et sanitaires
~—
7] s, .
b Evite le risque de
2 réintroduction de cellules
5 Culture c c . . PR
= organotypique cancéreuses, préservation de  Risques épigénétiques
o0 la « niche » et de
= ’architecture du tissu

Tableau 5: Principaux avantages et inconvénients des possibles techniques de
restauration de la fertilité d’enfants prépuberes.

4.1. Transplantation de cellules souches spermatogoniales

Les CSS sont les cellules germinales présentes au sein du testicule prépubere, ayant pour
fonction principale 1’auto-renouvelement cellulaire afin de permettre la production de
spermatozoides durant toute la vie adulte (de Rooij, 2009). Du fait de leur capacité a initier la

spermatogenese, 1’utilisation de ces cellules semble prometteuse pour la restauration de la
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fertilité des patients présentant une azoospermie apres traitement du cancer. L’utilisation de
cellules testiculaires provenant de patients ayant une localisation testiculaire des cellules
tumorales est pour le moment inenvisageable, en raison d’un potentiel risque de réintroduction
de cellules tumorales chez ces patients (Jahnukainen et al., 2001). Plusieurs techniques de tri
cellulaire ont été testées, cependant aucune n’est parvenue jusqu’a présent a éliminer
completement les cellules malignes (Fujita et al., 2006; Geens et al., 2007; Dovey et al., 2013).
Il serait donc envisageable d’utiliser cette technique uniquement chez des patients présentant
un faible risque de contamination des testicules par des cellules tumorales (Del Vento et al.,

2018).
4.1.1. Transplantation autologue de CSS

Le premier succes de transplantation de CSS chez la souris a été réalisé par Brinster en
1994. A partir de suspensions de cellules testiculaires isolées injectées au sein de testicules
d’animaux stériles, une spermatogenese complete conduisant a la formation de spermatozoides
matures a été obtenue (Brinster et Zimmermann, 1994). Cette technique fut appliquée a d’autres
especes telles que le primate non humain et a conduit a 1’obtention d’embryons a partir de
spermatozoides issus de CSS injectées au sein d’individus adultes ayant été traités avec des
chimiothérapies (Hermann et al., 2012). Chez la souris, une conception naturelle a partir d’une
transplantation de cellules testiculaires prépuberes a été obtenue (Goossens et al., 2009, 2010).
Cette technique a montré ses preuves chez d’autres especes telles que la chevre (Honaramooz,
2003) ou le mouton (Herrid ez al., 2009). Afin d’augmenter la proportion de CSS, une expansion
in vitro de CSS peut étre réalisée avant transplantation (Kanatsu-Shinohara et al., 2003). Ces
CSS de souris cultivées ont ainsi pu coloniser le testicule lors de la transplantation et produire
des cellules germinales différenciées, utilisées pour générer une descendance saine apres ROSI
(Round spermatid injection) et ICSI. A ce jour, aucune étude publiée n’a montré une

transplantation de CSS chez I’homme.
4.1.2. Transplantation hétérologue de CSS

La transplantation hétérologue de CSS consiste a transtérer des cellules issues d’une
espece au sein du testicule d’un hote d’une espece différente. Contrairement a la transplantation
autologue, la transplantation hétérologue ne donne pas d’aussi bons résultats. En effet, tres peu
d’études ont montré une spermatogenese complete apres transplantation hétérologue,

notamment a partir de CSS de rats transplantées chez la souris (Clouthier et al., 1996; Russell
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et Brinster, 1996). Récemment, une spermatogenese complete a été obtenue apres
transplantation de CSS provenant d’ocelot, chez le chat (Silva et al., 2020). Des tentatives
récentes ont aussi été réalisées chez la souris a partir d’autres especes, telles que le chien (Lee
et al.,2016; Pieri et al., 2019), le primate non humain (Mao et al., 2021), aucune ne permettant
une différenciation des CSS au-dela du stade spermatogonie. Une colonisation des tubes et un
maintien du pool de CSS est observés. Des résultats comparables ont ét€ obtenus avec des CSS
humaines (Sadri-Ardekani et al., 2009; Zohni et al., 2012). Ces différences de résultats peuvent

s’expliquer par la distance phylogénétique entre les especes donneuses et receveuses.
4.2. Greffe de tissu testiculaire

La greffe de tissu testiculaire est une alternative a la transplantation de CSS. Elle
présente 1’avantage de conserver |’architecture et la structure tridimensionnelle du tissu,
permettant le maintien des interactions cellulaires, indispensables au bon développement des
cellules germinales. Tout comme la transplantation cellulaire, il est indispensable de s’assurer
que les greffons ne contiennent pas de cellules tumorales, pouvant se disséminer chez 1’hote

(Jahnukainen et al., 2015).

Différents types de greffe sont envisageables : 1’autogreffe, ou le donneur et I’hote sont
le méme individu, I’allogreffe ou le donneur et I’hte sont de la méme espece et la xénogreffe
ou I’hdte est d’une espece différente de celle du donneur. Le greffon peut étre positionné au
niveau du testicule, il s’agit d’une greffe orthotopique. Le greffon peut étre positionné sur une
partie du corps différente de sa localisation physiologique, la greffe est dite hétérotopique. Suite
a la maturation in vivo du tissu greffé, il sera alors nécessaire de récupérer le greffon et d’isoler

les spermatozoides produits afin de les utiliser en AMP (Rives et al., 2017).
4.2.1. Allo-/auto-greffe

L’allo-/auto-greffe de tissu testiculaire a permis la restauration de la fertilité chez la
souris et le rat avec 1’obtention d’une spermatogeneése complete (Goossens et al., 2008; Van
Saen et al.,2009; Baert et al., 2012; Kirpatovskii et al.,2019) et 1a formation de spermatozoides
fécondants ayant donné une descendance (Shinohara et al., 2002; Pullium et al., 2008) a partir

de tissus testiculaires frais ou décongel€s.

Afin de se rapprocher de I’homme, des essais d’autogreffe ont été réalisés chez les

primates non humains et ont permis d’obtenir une spermatogeneése complete (Luetjens et al.,
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2008; Jahnukainen et al.,2012). Récemment, une étude a permis de donner naissance a un singe
rhésus apres autogreffe de tissu testiculaire prépubere décongelé et ICSI (Fayomi et al., 2019).
A notre connaissance, aucune autogreffe de tissu testiculaire prépubére n’a été réalisée chez

I’homme.
4.2.2. Xénogreffe

De nombreuses études ont réalisé des greffes de tissu testiculaire prépubere provenant
de différentes especes animales sous la peau de souris immunodéficientes. Le statut
immunitaire de ces souris est indispensable pour éviter tout risque de rejet des greffons. Ces
essais ont conduit a la maturation du tissu testiculaire et a une spermatogenese complete chez
le cochon, la chévre et le hamster (Honaramooz et al., 2002; Schlatt et al., 2002; Nakai et al.,
2010). Des résultats identiques ont €t€ obtenus a partir de tissus testiculaires prépuberes
congelés dans différentes especes : lapin (Shinohara et al., 2002), cochon (Honaramooz et al.,
2002; Abrishami et al.,2010; Kaneko et al., 2013), mouton (Pukazhenthi ez al., 2015) et primate
non humain (Jahnukainen et al., 2012). Une descendance a été obtenue a partir de
spermatozoides issus de xénogreffes issus de lapin, de cochon et macaques (Shinohara et al.,

2002; Kaneko et al.,2014; Liu et al., 2016a).

Chez I’homme, aucune tentative de greffe de tissu testiculaire humain chez la souris n’a
a ce jour permis d’obtenir une spermatogenese complete. Des essais a partir de tissus
testiculaires feetaux (Yu et al., 2006), prépuberes (Wyns et al., 2007, 2008; Goossens et al.,
2008; Poels et al.,2013), ou adultes (Schlatt ef al.,2006; Van Saen et al., 2011) ont été réalisés
montrant une différenciation limitée des cellules germinales allant jusqu’au stade spermatocyte
pachytene. Des tentatives avec supplémentation en antioxydants et testostérone (Poels et al.,
2014) ainsi qu’en FSH (Van Saen et al., 2011) n’ont pas permis d’améliorer la progression de

la spermatogenese.

De par I’intervention d’une espéce animale au sein du protocole, de nombreuses limites
du point de vue éthique sont présentes quant a I’utilisation de cette technique pour la
restauration de la fertilité chez I’homme, du fait de la possible transmission de contaminants

d’origine animale ou d’agents infectieux (Patience et al., 1998; Kimsa et al., 2014).
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4.3. Maturation in vitro de cellules testiculaires isolées

En raison de la possibilité de réintroduire des cellules cancéreuses via I’utilisation
d’approches de maturation in vivo, de nombreuses techniques de maturation in vitro ont été
développées. L’utilisation de cellules isolées permet de s’affranchir de la contrainte de la
présence de cellules tumorales mais entraine cependant une perte des connections cellulaires

nécessaires au bon développement des cellules germinales.

Les cellules testiculaires isolées peuvent étre cultivées en phase liquide (culture
bidimensionnelle) ou en phase solide (culture tridimensionnelle). A notre connaissance, la
culture de cellules isolées n’a pas encore permis de produire des spermatozoides fonctionnels,

chez 1'homme.
4.3.1. Culture 2D

La culture bidimensionnelle en phase liquide n’a pour le moment pas permis d’obtenir
une spermatogenese complete. Les premiers essais menés chez le cochon d’Inde (Jordan et al.,
1961) ont tres vite été suivis par une amélioration de ce modele par co-culture avec des cellules
de Sertoli, permettant une différenciation jusqu’au stade spermatocyte pachyténe (Tres et
Kierszenbaum, 1983). Depuis, la production réussie de cellules germinales haploides a été
obtenue a partir de CSS isolées chez la souris (Wang et al., 2014b), le veau (Izadyar et al.,
2003) et le rat (Iwanami et al., 2006). Certaines études ont €galement mis en évidence
I'importance de la présence de facteurs tels que la testostérone et la FSH (Minaee Zanganeh et

al.,2013).

Récemment, une étude a rapporté la différenciation de CSS de souris prépuberes en
spermatides allongées dans un systeme de culture cellulaire 2D, (Ibtisham et al., 2021), aucune
autre étude n’ayant atteint ce niveau de différenciation. Etant donné le role primordial des CSS
dans Dinitiation et le maintien de la spermatogencse, un systeme de culture cellulaire
bidimensionnelle pourrait permettre une augmentation exponentielle du nombre de CSS qui, si
elle était suivie d'une induction de la différenciation, pourrait permettre d’outrepasser les
problemes li€s au nombre limité de CSS dans les biopsies testiculaires de patients ayant subi

des traitements gonadotoxiques.
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4.3.2. Culture 3D

La culture tridimensionnelle standard consiste a insérer des cellules isolées au sein d’une
matrice permettant le développement et la différenciation cellulaire a travers la néoformation
de I’architecture tissulaire. Ce systeme de culture a été utilisé pour produire des cellules post-
méiotiques a partir de cellules testiculaires prépuberes de souris (Stukenborg et al., 2008, 2009;
Abu Elhija et al.,2012) et de rat (Lee et al.,2011). Des cellules germinales post-méiotiques ont
également été générées a partir de cellules testiculaires prépuberes de singe rhésus (Huleihel e?
al., 2015). Des essais réalisés a partir de cellules issues de tissus testiculaires d’hommes
présentant une azoospermie non-obstructive ont montré une augmentation de la proportion de
cellules haploides suite a la culture (Lee et al., 2007). Une étude a récemment réalisé¢ des
cultures de cellules issues de tissus testiculaires d'enfants traités par chimiothérapie au sein
d’une matrice de méthylcellulose. Des analyses moléculaires ont révélé qu’une partie des
biopsies utilisées €taient porteuses de marqueurs de cellules post-méiotiques apres culture

(Abofoul-Azab et al., 2018).

Récemment, I’amélioration du systeme de culture tridimensionnelle a conduit a la
formation d’organoides testiculaires en culture. Le concept d'organoide testiculaire a été
introduit dans l'ingénierie tissulaire pour désigner les organisations de cellules testiculaires
modélisant l'architecture et la fonction des testicules. L'approche des organoides testiculaires
permet de contrdler la composition et la structure formée, ce qui n'est pas possible dans les
cultures organotypiques. Cependant, les conditions permettant la réassociation des cellules
testiculaires en un substitut testiculaire fonctionnel in vitro ne sont pas encore connues (Richer
et al.,2020). Les premieres données disponibles sur les organoides testiculaires ont €té obtenues
par Baert en 2017, a partir de tissu testiculaire prépubere et adulte humain (Baert et al., 2017).
Des organoides ont aussi été obtenus dans les modeles rat, souris, macaque et chez I’homme
(Alves-Lopes et al., 2017; Pendergraft et al., 2017; Baert et al., 2019; Rezaei Topraggaleh et
al.,2019; Sakib et al., 2019a, b). Ces études ont pour le moment montré la fonctionnalité des
structures produites par la production de testostérone et un maintien des CSS au sein de

I’organoide.
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Figure 26 : Evolution de la culture organotypique

Organisation des différents supports de culture utilisés en culture organotypique et nombre de
publications rapportées utilisant ces modeles par année et par espece. Histogrammes : Jaune, Souris;
Vert, Rat; Rouge, Homme; Bleu, autres espeéces; PDMS, polydiméthylsiloxane.
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4.4. Maturation in vitro de fragments tissulaires

La culture de fragments testiculaires est une alternative aux cultures de cellules testiculaires
isolées. Elle permet également d’éviter la réintroduction de cellules tumorales au sein de
I’individu tout en conservant 1’architecture tissulaire et les interactions cellulaires. L*objectif
de cette culture est de reproduire au mieux les conditions physiologiques au sein du tissu cultivé

afin de produire des spermatozoides utilisables en AMP.

La culture de fragments tissulaires peut se réaliser en interface gaz-liquide ou via

I’utilisation d’un systeme de microfluidique récemment développé.
4.4.1. Evolution du support de culture

La culture organotypique, faisant référence a I’utilisation de fragments tissulaires, est
une méthode de culture ancienne permettant actuellement d’obtenir des avancées dans la
réalisation d’une spermatogenese complete in vitro. Les premiers essais menés a partir de
testicules prépuberes ont été réalisés par Trowell en 1959 a partir de tissus de rats, cultivés a
court terme sur une grille en acier inoxydable recouverte d’une bande d’agarose en contact avec
le milieu de culture et I’air ambiant (Trowell, 1959) (Figure 26). Malgré 1’incapacité de ce
systtme a induire une différenciation des cellules germinales, cette méthode de culture fut
rapidement reprise par les époux Steinberger et qui ont par la suite réalisé de nombreux tests a
partir de testicules prépuberes de rats. L’ utilisation d’animaux a différents ages ainsi que la
variation des composants du milieu de culture ont conduit & une entrée en méiose des
spermatogonies, et la production de quelques spermatocytes pachyténes (Steinberger et al.,
1964a—c; Steinberger et Steinberger, 1965, 1966, 1971). L’utilisation de la grille d’acier
couplée a I’agarose fut utilisée durant plusieurs années et a permis d’obtenir chez la souris les
premieres spermatides rondes in vitro en 2003 (Suzuki et Sato, 2003). Le modele évolua par la
suite vers une membrane semi-perméable en polycarbonate, possédant des pores de 0,45 a3 ym
de diametre. L utilisation des inserts facilite le maintien sur une courte durée de I’architecture
du tissu, mais aussi d’obtenir une différenciation cellulaire jusqu’au stade spermatocyte
pachytene chez la souris (Milazzo et al., 2008; Travers et al., 2011). Des études menées sur le
veau (Oatley et al., 2004) et ’homme (Kvist et al., 2006; de Michele et al., 2017, 2018a) ont
montré une absence de maturation des spermatogonies. Par la suite, des cellules post-
méiotiques ont été obtenues a partir de tissus testiculaires congelés provenant d’enfants agés

entre 2 et 12 ans (de Michele et al., 2018b). Tres rapidement, les inserts ont été remplacés par
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le systtme de culture organotypique sur gel d’agarose qui est encore aujourd’hui

majoritairement utilisé.

La premiere utilisation de ce modele sur le testicule prépubere date de 2010, ou des
spermatides rondes ont été obtenues a partir de tissus provenant de souris (Gohbara et al., 2010).
Un engouement pour ce modele est né suite a I’obtention d’une spermatogenese complete a
partir de tissus testiculaires de souris prépuberes, accompagnée de la production d’une
descendance viable et fertile issue des spermatozoides produits in vitro (Sato et al., 2011a, b).
Ce support, repris par plusieurs équipes de recherche, a montré son efficacité a soutenir la
différenciation cellulaire jusqu’au stade spermatozoides chez la souris (Yokonishi et al., 2014;
Arkoun et al., 2015; Reda et al., 2017). Plusieurs essais ont été réalisés dans d’autres especes
telles que le rat (Liu et al., 2016b; Reda et al., 2016; Nakamura et Sloper, 2020; Matsumura et
al.,2021), I’'homme (Medrano et al., 2018b; Portela et al., 2019a), le veau (Kim ef al., 2015),
le chat (Silva et al., 2018) et le ouistiti (Heckmann et al., 2020), sans parvenir a obtenir une

spermatogenese complete in vitro.

Parallelement a 1’optimisation des conditions de culture sur gel d’agarose, plusieurs
équipes ont commencé a développer de nouveaux modeles de culture via I’intervention de la
bio-ingénierie. L’équipe de Phillipe Durand a rapporté la production de spermatozoides a partir
de tissu testiculaire prépubere de rat et d’homme adultes (en parcours de transidentité) au sein
d’une toute nouvelle matrice : I’hydrogel de chitosan (Perrard et al., 2016). Le chitosan est
utilisé sous forme de tubes, ayant un diametre interne de 2 mm pour une membrane de 1 mm
d’épaisseur. Une portion de tubes séminiferes est insérée au sein du tube qui sera par la suite
scellé et cultivé dans une boite de culture. Pour le moment, ces résultats n’ont pas encore été

reproduits par une autre équipe.

La méme année, I’équipe du Pr Ogawa a reproduit des essais de culture avec un systéme
automatisé réalisant un flux de milieu de culture : la microfluidique. La culture testiculaire
utilisant ce systéme est une grande avancée dans la bio-ingénierie médicale. En effet, cette
technologie préalablement développée pour la culture de divers organes (Xiao et al., 2017)
n’avait jusqu’a présent pas été testée sur le testicule. Cette technique consiste en 1’ajout d’un
systeme de pompe péristaltique a la culture tissulaire, afin de générer un flux constant de milieu,
un apport de nutriments régulier et renouvel€ aux explants testiculaires. Ce flux vise a remplacer
le flux vasculaire, absent en culture (Sharma et al., 2020). Le flux de milieu est séparé du tissu
par une membrane de polycarbonate poreuse. De plus, dans ce systeme de culture, 1'étalement

du tissu permet d’augmenter la surface de contact entre le tissu et le flux, ainsi qu'une meilleure

109






Etude bibliographique — Chapitre 4 — Restauration

oxygénation du tissu (Komeya et al., 2016, 2017). Ce systeme a été développé chez la souris et
a permis de produire des spermatozoides fécondants, ayant donné naissance a plusieurs
souriceaux apres ICSI (Komeya et al., 2016). Une conservation du tissu en culture et une
production spermatique au-dela de 6 mois ont été obtenues. Un systeme microfluidique sans
pompe a été développé, mais semble cependant peu pratique a utiliser (Komeya et al., 2017).
Une derniere version de ce dispositif a permis d’observer le mécanisme de spermiogencse

durant la culture (Yamanaka et al., 2018). Cette approche a pour le moment été utilisée

uniquement chez la souris.

Plus récemment, en parallele du développement du systeme microfluidique, I’équipe du
Pr Ogawa a cherché a optimiser le systeme de culture sur gel d’agarose. L’ajout d’une matrice
en PDMS perméable a I’oxygene recouvrant le fragment testiculaire permet d’étaler le tissu
afin qu'un maximum de tubes soient en contact avec la surface de 1’agarose, celui-ci servant a
transporter les nutriments présents dans le milieu de culture. Une premiere publication en 2018
a mis en évidence une meilleure croissance du tissu en condition PDMS en comparaison avec
la culture sur gel d’agarose standard, ainsi qu’une disparition de la zone centrale nécrotique
pouvant étre observée apres culture sur gel d’agarose (Kojima et al., 2018). L’année suivante,
ce systéme de culture permit la production de spermatozoides fécondants, avec obtention d’une
descendance apres ICSI (Komeya et al., 2019). Des résultats encourageants ont été obtenus
chez le rat, par la production d’une plus grande quantité de cellules méiotiques et la production

de spermatides apres culture de tissus prépuberes (Matsumura et al., 2021).
4.4.2. Evolution des conditions de culture

Les modifications apportées aux supports de culture ne sont pas les seules a avoir permis
une amélioration des conditions de culture in vitro. En effet, les conditions de culture telles que
la température, le pourcentage de dioxyde de carbone ou oxygene dans I’incubateur, ainsi que

les composants du milieu de culture influent sur I’évolution de la spermatogencse.

Les premieres cultures réalisées chez le rat variaient principalement par la composition du
milieu de culture. La majorité des essais, réalisés a 31°C, ont conduit a un arrét prématuré de la
maturation du tissu, voire une absence totale de maturation (Steinberger et al., 1964c;
Steinberger et Steinberger, 1965; Boitani et al., 1993; Schlatt er al., 1999). Les mémes
observations ont été obtenues chez la souris (Zhou et al., 1993; Suzuki et Sato, 2003; Gohbara
et al.,2010). Ces tests €taient réalisés principalement avec des molécules connues pour agir sur

le systeme reproductif comme la FSH, la LH, I’acide rétinoique ou encore I'insuline ainsi
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qu’avec une supplémentation en SVF. Suite a la publication par 1’équipe du Pr Ogawa de la
production de spermatozoides in vitro de souris grace a un milieu de culture supplémenté en
KSR (Knock-out Serum) (Sato et al.,2011b), les milieux de culture ont été adaptés. Les milieux
contenant du KSR plut6t que du sérum de veau feetal ont été par la suite privilégiés pour induire
la spermatogenese dans des cultures organotypiques de tissus de souris (Sato et al., 2011a).
L’utilisation de ce milieu de culture ainsi que les conditions standards de 34°C, 20% de CO,
sont alors devenues la norme. Afin d’optimiser les conditions de culture, de nombreuses
molécules ont été ajoutées et le rendement/la progression de la spermatogenese ont été évalués
chez la souris. L'ajout de rétinol (vitamine A) - le précurseur de I'acide rétinoique, qui stimule
la différenciation des spermatogonies et l'initiation de la méiose (Chung et Wolgemuth, 2004;
Raverdeau et al., 2012) - a favorisé la spermatogenese in vitro de souris dans des explants
testiculaires frais (Arkoun et al., 2015) ou décongelés (Arkoun et al., 2016; Dumont et al.,
2016). D’autres molécules telles que 1’extrait de réglisse (Wang et al., 2016), la mélatonine
(Reda et al.,2017),I’IGE-1 (Yao et al.,2017), ou encore le JIWH133 (Dumont et al., 2020) ont
montré leurs capacités a stimuler la spermatogenese in vitro. En parallele, chez le rat,
I’utilisation de ces mémes conditions de culture n’a pas permis d’obtenir une spermatogenese
complete (Reda et al.,2016). 11 apparait donc que les produits contenus dans le KSR et le milieu
de culture ne permettent pas chez le rat d’obtenir les mémes résultats que chez la souris.
L’utilisation de milieux complexes, contenant des facteurs de croissance a aussi été rapportée
comme ayant un effet bénéfique sur la spermatogenese in vitro dans le modele souris (Dumont
et al.,2017). Cependant, la complexité évidente de ces milieux ne permet pas de déterminer
quel(s) composé(s) est (sont) réellement responsables de ces résultats. Récemment, une
promotion de la spermatogenese de souris jusqu'au stade spermatide ronde a été obtenue avec
un milieu chimiquement défini contenant du rétinol, de l'acide rétinoique, ainsi qu'une
combinaison de quatre hormones connues pour favoriser la prolifération et la différenciation

des cellules germinales (FSH, LH, testostérone, triiodothyronine) (Sanjo et al., 2018).

Afin de comprendre ce qui est réellement nécessaire aux tissus en culture et d’améliorer
le rendement en cellules germinales différenciées, des analyses du transcriptome ont été
réalisées. A notre connaissance, seules trois études rapportent I’utilisation de telles analyses sur
du tissu testiculaire prépubere maturé in vifro. Une premiere étude portant sur 1’analyse de
spermatides rondes, récupérées par microdissection laser dans du tissu testiculaire de souris
cultivé, a montré une diminution de 1’expression du geéne /gf7, impliqué dans la régulation de

I’apoptose et le cycle cellulaire (Yao et al., 2017). Une supplémentation du milieu de culture
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en IGF1 a permis d’obtenir une augmentation du rendement en cellules haploides, ainsi qu’une
diminution de I’apoptose (Yao et al., 2017). Dans la continuité de cet objectif, une analyse
réalisée par 1I’équipe du Pr Ogawa a mis en évidence une surexpression de geénes en lien avec
I’inflammation dans les cultures de tissus testiculaires de souris (Abe et al., 2020a). Une
supplémentation du milieu de culture avec un inhibiteur de la voie TLR4 (Toll like receptor 4)-
NF«xB, a permis de réduire le nombre de macrophages testiculaires, responsables de cette
inflammation. Cette méme stratégie avait été utilisée précédemment pour permettre de produire
in vitro des ovocytes dans un modele de culture de tissu ovariens présentant jusqu’alors un arrét
de maturation (Morohaku et al., 2016). Les récentes avancées dans la compréhension des
facteurs indispensables a la spermatogenese ont montré une altération de la production de la
protéine LAMAI1 (Laminin subunit alpha 1) lors de la culture de tissus testiculaires d’enfants
sur gel d’agarose, protéine précédemment montrée comme €tant indispensable a la formation
de la lame basale (Kurek er al., 2021). L’ajout de facteurs favorisant la réparation et le
renforcement de la lame basale pourrait alors étre une piste a I’amélioration des conditions de

culture de tissus humains.
4.4.3. Etat des lieux de la culture organotypique

A) Modele animal

Malgré les nombreux essais déja réalisés, la culture organotypique ne permet pas pour
le moment d’obtenir une spermatogenese complete dans toutes les especes (Tableau 6). Le
modele souris a permis de faire de nombreuses avancées dans ce domaine. L utilisation de KSR
a 10%, tout comme 1’évolution des supports de culture sont a 1’origine de ces avancées. Grace
a cela, une analyse épigénétique des embryons produits apres ICSI (Oblette et al., 2020) ainsi
que I’obtention d’une descendance fertile (Yokonishi ez al., 2014) ont été possibles et ont

montré la faisabilité et la validité de cette technique de restauration de la fertilité chez la souris.

Les méthodes de culture développées chez la souris ne semblent pas €tre adaptées au
modele rat. En effet, peu de cellules méiotiques sont produites (Reda et al., 2016) et leur
obtention semble peu reproductible (Matsumura et al., 2021). Cette derniere étude (Matsumura
et al.,2021) a trés récemment mis en avant de nouveaux facteurs permettant une plus grande
progression de la spermatogenese in vitro dans le modele rat. Contrairement aux résultats
obtenus chez la souris, I’AlbuMAX™ a 20 mg/mL semble plus apte a soutenir le tissu que la

dose de 40 mg/mL ou le KSR 10% utilisés couramment chez la souris. De plus, une réduction

112






Etude bibliographique — Chapitre 4 — Restauration

du taux d’oxygénation ainsi qu’un milieu enrichi en antioxydants et hormones semblent
stimuler la spermatogenese. Cependant, un développement des cellules germinales post-
méiotiques jusqu’au stade spermatozoide n’a toujours pas €été obtenu chez le rat avec le systeme
de culture organotypique sur gel d’agarose. Une spermatogenese complete a néanmoins €té
obtenues lors de cultures de tissus prépuberes dans une matrice de chitosan (Perrard et al.,

2016).

Des cultures de tissus testiculaires prépuberes ont été réalisées dans d’autres modeles
animaux tels que le primate non humain (Heckmann ez al., 2020), le veau (Oatley et al., 2004;
Kim et al., 2015) ou le chat (Silva et al., 2018), mais aucune cellule post-méiotique n’a été

obtenue.
B) Chez ’homme

La production de spermatozoides in vitro a partir de tissus testiculaires d’enfants
prépuberes représenterait une treés grande avancée dans le domaine de la restauration de la
fertilit¢. La faible disponibilit¢ des échantillons couplée aux traitements regus avant
préservation tissulaire représentent des obstacles, qu’il semble compliqué de résoudre via la
culture organotypique. Afin de passer outre, des modeles animaux tels que la souris ou le rat
sont prioritairement utilisés. Néanmoins, suite a I’évolution progressive des supports et

conditions de culture, des essais sur tissus humains ont été réalisés.

A notre connaissance, uniquement 7 articles ont été publiées sur la culture
organotypique de tissus testiculaires de garcons prépuberes. Parmi ces études une seule a abouti
a la formation de cellules germinales post-méiotiques (de Michele et al., 2018b). Ces cellules
ont été obtenues a partir de tissus provenant d’enfants 4gés de 2 a 12 ans ne présentant aucune
différenciation des cellules germinales. Apres une vingtaine de jours de culture seulement, des
cellules haploides ont été identifiées, ces cellules étant présentes jusqu’a 140 jours de culture.
Les milieux de culture utilisés afin d’obtenir cette différenciation ont été supplémentés en KSR
10%, ainsi qu’en FSH. Malgré 1’absence de production de spermatozoides, ces résultats restent
encourageants pour le développement de la culture organotypique en vue d’une application

clinique.
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Temps
Age Tissu Méthode de culture Parameétres de culture testées de Stade !e plus Meilleur milieu de maturation Références
culture - avancé obtenu
T°C*
Souris
Grille en acier Supplémentations : SVF 10% ou une DMEM/F12, pénicilline 100 UI/mL,
Nouveau- Frais inoxydable recouverte combinaison de transferrine 5 yg/mL, 1a7jours Spermatocyte I streptomycine 100 yg/mL, L-glutamine Zhou et al.,
né d'une couche d'agarose  insuline 20 yg/mL et acide rétinoique 50 -37°C P y 1 mg/mL, transferrine 5 yg/mL, insuline 1993
2% ng/mL ou AMH 20pg/mL, acide rétinoique 50 ng/mL, AMH
. . 4 : - SVFE 10% . TIR 2
Cynlle en acier Suppl;mgntatlons : S\.l- 10 o HIRA . DMEM-Ham’s F12, L-glutamine 1 mg/mL, Zhou et
Nouveau- . inoxydable recouverte (transferrine 5 pg/mL, insuline 20 pg/mL, 7 jours — PP .
£ Frais . ) e - , ~ N o Spermatocyte I Pénicilline 100 UI, streptomycine 200 mg, MIS ~ Hutson,
né d'une couche d'agarose  acide rétinoique 50 ng/mL), hCG 0.1 42,0 37°C 0.5 pa/mL 1995
2% Ul/mL, MIS 0.5 yrg/mL P HE
inle en acier . . DMEM, (alanine, acide aspartique, acide .
. . inoxydable recouverte 2 semaines Spermatide . . . P Suzuki et
5ipp Frais . ) - o glutamique, glycine, proline et sérine) 0,1 mM,
d'une couche d'agarose -32,5°C Ronde p 5 Sato, 2003
2% pyruvate 1.0 mM, SVF 10%, glutamine
. Insert avec membrane en . DMEM/F-12, acide .-ascorbic, o-tocopherol, .
. Frais et . . T 9 jours - Spermatocyte P L P Milazzo et
6-7 jpp CcLC polycarbonate (taille des Origine du tissu : Frais, CLC 33°C achytene rétinol, pyruvate, insuline, pénicilline G, al.. 2008
pores 0.45m) pachy gentamicine, FSH 50 UL/L, HCG 5 U/l "
. . Insert avec membrane Supplémentations : hCG, FSH, o . De Gendt
8ipp Frais (maillage 74 ym) bicalutamide, kétoconazole 48h-37°C - Spermatogonie - etal.,2009
Milieux : cMEM, DMEM, StemPro-34
SFM
Gel d'agarose (1,5%) Supplémentations : SVF 10%. StemPro o . .
105ipp  Frais (wiv) incubation dans  supplement, LES40 1 ;M (3)4 C,20% ;%2‘;2"‘“‘1‘* aMEM, SVF 10% aGl"hzbgfg et
MC sur la nuit T° : 32°C, 34°C et 37°C ’ v
Age des souris : 7.5 2 4.5 jpp
% d’oxygene : 20% et 10%
Supplémentations : SVF 10%., KSR 10%.
Albumax™, B27, TKM, HGF 5 ng/mL R . Sato et al.
N . Gel d'agarose (1,5%) . ’ - = ’ 15a45 Spermatide >
05all5 grlilg ou (w/v) incubation dans “?Fm”f"\ 1()() ng/mL, FSH 2()0' 1_1gme. jours - flagellée, oMEM, KSR 10% %{Oolklozits)ﬂi
p MC sur la nuit lul()slc!om 1 M, BMP-4 humaine 34°C descendance
recombinante 20 ng/mL, BMP-7 20 ng/mL, etal.,2013
extraits hypophysaires bovins 50 pg/mL
. Insert avec membrane en Supplémentations : rétinol (3.3.10- M, 10 7,9et11 DMEM/FI,Z’ gentamicine ,25 /{g{mL,
. Frais et . [P . streptomycine 50 mg/L, pénicilline 39 UI/mL, Travers et
6-7 jpp CLC polycarbonate (taille des M. 10- M, 10+ M, 10- M) et acide rétinoique  jours - Spermatocyte I uvate 10° M. insuline 10 me/L. apo- al.. 2013
pores 0.45 yim) 3.3.10 M, 10- M, 10- M) 32°C py ’ gl ap ”

transferrine 10 mg/L, LH 10 UI/L, FSH 50 UI/L,
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Temps
Age Tissu Méthode de culture Parameétres de culture testées de Stade !e plus Meilleur milieu de maturation Références
culture - avancé obtenu
T°C*
vitamine C 10+ M, vitamine E 2.10-M, rétinol 10
«M
05a55 CLCet Ge/l d 'flg:‘irose‘(l 5%)‘ Supplémentations : KSR 10%, AIbuMAX™ .36 3‘46 (Sipéflnaloz?lde, Yokonishi
ipp vitrification (w/v) incubation dans 40 mg/mL (w/v) Jours - escendance par - - etal., 2014
MC sur la nuit = 34°C ROSI v
25jpp:
\0aroS 34,38 et
25et65  Frais et Gel dagarose (1,5%) g, e entations : rétinol 10- M, FSH 60 jours ; aMEM, KSR 10%, gentamicine 5 pg/mL, Arkoun et
. CcLC (w/v) incubation dans 500 UT/L. et LH 50 UL 65y 4 Spermatozoide rétinol 10- M al., 2015,
wp MC sur la nuit : o NS 2016
a 36 jours -
34°C
. Gel d'agarose (1,5%) .
6.5 jpp S;?;’VCLC (w/v) incubation dans - zgejgurs " Spermatozoide ~ aMEM, KSR 10%, gentamicine 5 jg/mL aDlurggrlllset
MC sur la nuit v
. Gel d'agarose (1,5%) . PR . .
25et6,5  Fraiset (wlv) incubation dans Supplémentation : Rétinol 10-6M 30 jours - Spermatozoide oaMEM, KSR 10%, gentamicine 5 pg/mL, Dumont et
ipp SSv MC sur la nuit Taille du tissu : 0.75 mm3 ou Imm3 34°C P rétinol 10-6 M al.,2016
Frais, Gel d'agarose (1,5%) 20h- Hajiaghalo
7jpp vitrification (w/v) incubation dans - 34°C Spermatogonie  RPMI, KSR 10% uetal.,
et CLC MC sur la nuit 2016
Systeme microfluidique giﬁlgls .
05-55 e - Tissu contre membrane Méthode de culture : microfuidique ou gel Spermatozoide e Komeya et
irp Frais de polycarbonate (Pore  d'agarose ?:maines _ etdescendance OMEM, AlbuMAX™ 40 mg/mL al., 2016
de 10 ym) 34°C
Insert avec membrane en . . L
. . . Supplémentations : extrait de réglisse (02,2 72 h- . Py Wang et
6 jpp Frais ggzcs:e;)rbzo;fnti (taille des et 20 ymol/L), FSH 200 jig/L. 32°C Spermatocyte I  DMEM, BSA 0,1%, extrait de réglisse 20 gmol/l al.. 2016
Gel d'agarose (1,5%) Milieu de culture : KSR 10% ou S .
5ipp Frais (w/v) incubation dans AlbuMAX™ 49010urs Sp ennfmde oMEM, AlbumMAX™ (avec rotation constante) Nakamura
8 . L R 34°C allongée etal. 2017
MC sur la nuit Conditions de culture : rotations constantes
Gel d'agarose (0,35%) . . . . . .
. e PN Supplémentations : mélatonine 10°M, 56 jours - Spermatides P ] Reda et al.,
3irp Frais &”év) mélangéavecle 5 max 187 mM,KSR 0,1, 100r20%  34.5°C allongées GMEM, KSR 10% ou mélatonine 10:M 2017
Gel d'agarose (1.5%) . . e o o S5et89 oMEM, bicarbonate de sodium 2,2.10-2 M, Isoler-
6et 10 jpp  Frais (w/v) incubation dans igp I(JJSTT ntations : KSR 10%, AlbuMAX jours, Spermatozoide  pénicilline 10 000 u/mL et streptomycine 10 000 Alcaraz et
MC sur la nuit b respective pg/mL, KSR 10% al., 2017
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Temps

de Stade le plus
culture - avancé obtenu
T°C*

Age Tissu Méthode de culture Parameétres de culture testées Meilleur milieu de maturation Références

ment (age)
-34°C
Gel d'agarose (1.5%)

6.7 Frais, CLC (wiv) incubation dans R 34°C - 30 Spermatozoide aMEM, KSR 10%, gentamicine 5 pg/mL, Oblette et
PP erssv ! jours P rétinol 10-6 M, vitamine E 3.4 mM al., 2017
MC sur la nuit
Systeme microfluidique
05-45 - Tissu contre membrane M¢éthode de culture : Systeme 3 mois- Spermatide Komeva et
T ” Frais de polycarbonate (Pore  microfluidique avec ou sans pompe, gel o perma oaMEM, AIbuMAX™ 40 mg/mL 4
p de 10 um) et gel d'agarose C allongée al., 2017
d'agarose )
67 Frais, CLC gs:/lvc)l ?Es;(l;zi((yijd?n)q Supplémentation - rétinol 10-6 M 30 jours - Spermatide oaMEM, KSR 10%, gentamicine 5 pg/mL, Rondanino
PP eSSy ) ! s pp : ' 34°C allongée rétinol 10-6 M etal. 2017
MC sur la nuit
Milieu de culture : «MEM ou StemPro 34
SEM (Stempro-34 Nutrient supplement,
insuline-transferrine-sélénium 10, 5,5 et 6,7
ng/mL), L-glutamine 2 mM, D-(+)-glucose
6 mg/mL, solution d'acides aminés non
\ ) essentiels 1%, solution de vitamines 1%, N
25-65 Frais, CLC Geld ggarose‘(l S%) gentamicine 50 yg/mL, pyruvate de sodium ,30 a60 . . Dumont et
. (w/v) incubation dans o - . jours - Spermatozoide ~ oMEM, KSR 10%, gentamicine 5 yg/mL
ipp et SSV MC sur la nuit 1 mM, vitamine C 0,1 mM, acide lactique 34°C al., 2017
1 g/mL, B-oestradiol 30 ng/mL,
progestérone 60 ng/mL, BSA 0.2%, KSR
1%, EGF 20 ng/mL, bFGF 10 ng/mL,
GDNF 10 ng/mL et LIF 103 U/mL
Supplémentations : rétinol 10« M, FSH
500 IU/1, LH 50 UI/L, Vitamine E 34 mM
Gel d'agarose (1,5%) 12 oMEM, KSR 10% (v/v),
. . . . . P . . Alrahel et
6 jpp Frais (w/v) incubation dans - semaines — Spermatocyte penicilline/streptomycine 1% (v/v), bicarbonate 4l 2018
MC sur la nuit 34°C de sodium 3,5% (v/v) v
Gel d'agarose (1,2%) . .
55jpp  Frais (w/v) incubation dans  Supplémentation : IGF-1 10 ng/mL 31 jours - Spermatide MEM, KSR 10% (v/v), IGF-1 10 ng/mL Yao etal.,
MC ON 34°C allongée 2017
Gel d'agarose (1,5%) 21 jours - Tavares et
Sipp Frais (w/v) incubation dans Supplémentations : Glucose 5,25 ou 50 mM aj Spermatocyte I  oMEM, KSR 10%
MC O/N 35°C al., 2017

116



Etude bibliographique — Chapitre 4 — Restauration

Age

Tissu

Méthode de culture

Parametres de culture testées

Temps
de
culture -
T°C*

Stade le plus
avancé obtenu

Meilleur milieu de maturation

Références

45266
pp

1.5 jpp

Frais

Frais

Gel d'agarose (1,5%)
(w/v) incubation dans
MC sur la nuit

Gel d'agarose 1,5%,
cupule de PDMS

Supplémentations : AIbuMAX® I, BSA
purifié par chromatographie, BSA
fractionné par choc thermique, BSA
fractionné par éthanol 40 mg/mL, acide

stéarique 600 xM, acide palmitique 600 M,

acide oléique 600 uM, acide linorénique
100 uM, acide linorénique 50 uM,
cholestérol 3,2 ug/mL, phosphatidylcholine
20 pg/mL, sphingomyéline 3.5 prg/mL,
acide rétinoique 1 uM, rétinol 1 M, LH
1 ng/mL, FSH 1 ng/mL, testostérone 1 xM,
Triiodothyronine 2 ng/mL, NaHCO.
1,82 g/L, pénicilline 100 UI/mL,
streptomycine 100 ng/mL, amphotéricine
250 ng/mL
Systeme de culture : agarose, agarose +
cupule PDMS
Profondeur de la cupule : 60, 100, 140,
180 pm
Milieu de culture / Supplémentations :
Milieu standard (¢MEM, AlbuMAX™
40 mg/mL), Milieu GS (StemPro-34 SEM,
StemPro supplement, insuline 25 pg/mL,
transferrine 100 ug/mL, putréscine 60 uM,
sélénite de sodium 30 nM, D-( + )-glucose
6 mg/mL, pyruvate de sodium 38,5 pg/mL,
acide lactique 1 pul/mL, BSA 5 mg/mL, L-
glutamine 2 mM, 2-mercaptoéthanol 5.10
M, 1% (vol/vol) MEM solution de
vitamines MEM, solution d'acides aminés
non essentiels MEM 1% (v/v), acide
ascorbique 10+ M, D-biotine 10 ug/mL,
rEGF 20 ng/mL, FGF 10 ng/mL, GDNF
10 ng/mL, B-estradiol 30 ng/mL,
progestérone 60 ng/mL et SVF 1%); FGF9,
Activin-A, FSH

41 jours —
34°C

-34°C

Spermatide
ronde

Non évalué

aMEM, BSA fractionné a I'éthanol 40mg/mL,
acide stéarique 600 xM, acide palmitique

600 uM, acide oléique 600 M, acide
linorénique 100 M, acide linorénique 50 #M,
cholestérol 3,2 ug/mL, phosphatidylcholine

20 pg/mL, sphingomyéline 3.5 ug/mL, acide
rétinoique 1 M, rétinol 1 M, LH 1 ng/mL, FSH
1 ng/mL, testostérone 1 M, Triiodothyronine
2 ng/mL

Sanjo et
al.,2018

aMEM, AlbuMAX™ 40 mg/mL, insuline
25 pg/mL

Kojima et
al.,2018
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Temps
Age Tissu Méthode de culture Parameétres de culture testées de Stade !e plus Meilleur milieu de maturation Références
culture - avancé obtenu
T°C*
Systeme microfluidique R e . .
05-55 . ) Systeme de culture : Microfluidique, gel 6 mois - Spermatide - Yamanaka
irp Frais ;Sfi‘:ﬁj}s&f T, d'agarose 34°C allongée oMEM, AIbuMAX™ 40 mg/mL etal.,2018
Spermatide
Agarose 0,35% (W/v), . allongée . Ce .
4-8jpp  Frais incubation dans MC  Souche de souris : C57BL/6 ¢t BED2F 6 semaines  (spy g @MEM. KSR 10%, penicilline/streptomycine  Portela ez
-34°C 1% al.,2019b
O/N Spermatocyte I
(B6D2F)
Gel d'agarose (1,5%) R - Nakamura
Sipp Frais (w/v) incubation dans - ggojgurs B ff:;endnde oMEM, AlbuMAX™ etal.,
MC sur la nuit N 2018,2019
Systeme de culture : agarose, agarose +
Gel d'agarose 1,5% - b 4 .
05-95 . o cupule PDMS . Spermatide - Komeya et
i Frais ‘(’;gg'erg‘; PDMS Profondeur de la cupule : 50. 100, 150,200, Soma™ ™ llongée oMEM, AlbuMAX™ 40 mg/mL al., 2019
" 250 pm N
Gel d'agarose (1,5%) .
6 jpp Frais (W/v) incubation dans - gzggurs " Spermatozoide  oMEM, AIbuMAX™ Z?n;%f;
MC sur la nuit v
. Frais, cLc  O¢l d'agarose (1,5%)  Supplémentations : rétinol 10- M ou 30 jours - .. oMEM, KSR 10%, rétinol 10- M, gentamicin  Oblette et
6-7jpp ot SSV (w/v) incubation dans alternance rétinol, FSH 500 UI/L 34°C Spermatozoide 5 yo/ml al..2019
MC sur la nuit Origine du tissu : Frais, CLC et SSV pem v
65 Frais (Gcll ‘;?g“"b?:.(l jd%)< Supplémentations : JWH133 10 nM, 30jours-  Spermatide aMEM, KSR 10%, rétinol 10+ M, JTWH133 Dumont et
> PP rais BYCVSJ?T: n‘:xillon ans 100 nM, 1 pM et 10 pM 34°C allongée 1 uM, gentamicine 5 yg/mL al., 2020
. . Gel d'agarose 1,5%, . P P 28 jours - - Abe et al.,
7 ipp Frais cupule de PDMS Supplémentation : inhibiteur TLR4-NFkB 345C Spermatocyte I oaMEM, AlbuMAX™ 40 mg/mL 20200, a
aMEM, BSA fractionné a I'éthanol 40 mg/mL,
acide stéarique 600 M, acide palmitique
Supplémentations : Sphyngomyéline 16132 l{ém ’22“11800 le]{/?uzc?geo ll'i’tll\gr’::ildje 50 M
Gel d'agarose (1,5%) 3,5 pg/mL, acetate d'a-tocophérol 0.3 42 jours - Spermatide cholesté?'ol 32 ”/H;L hosphatid: qlcholin’; ' Sanjo et
0-4jpp Frais (w/v) incubation dans 1 mM, vitamine C 0,1 — 3 mM, gluthation OJ i P ~HE » PhOSP y . Y
© 34°C ronde 20 pg/mL, sphingomyéline 3.5 pg/mL, acide al., 2020

MC sur la nuit

0,3 — 1 mM, LPC 100 yg/mL, LPA
0,55 pg/mL

rétinoique 1 M, rétinol 1 M, LH 1 ng/mL, FSH

1 ng/mL, testostérone 1 M, Triiodothyronine
2 ng/mL, Sphyngomyéline 3.5 ug/mL, acétate
d'a-tocophérol 0,3 — 1 mM, vitamine C 0,1 —
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Temps
Age Tissu Méthode de culture Parameétres de culture testées de Stade !e plus Meilleur milieu de maturation Références
culture - avancé obtenu
T°C*
3 mM, gluthation 0,3 — 1 mM, LPC 100 pg/mL,
LPA 0,55 ug/mL
Gel d'agarose (1.2%) .
55jpp  Frais (w/v) incubation dans - 30Jours - gpermatocyte I GMEM. KSR 10% cancet al,
. 34°C 2020a,b
MC sur la nuit
. Frais et Geld ggarose‘(l S%) Or%g%ne dutissu : Frals: CLC R .34 a36 Spermatozoide, oMEM, KSR 10%, rétinol 10-6 M, vitamine 3.4 Oblette et
6-7jpp CLC (w/v) incubation dans Origine du spermatozoide : in vivo, in vitro  jours - blastocyste M tamicin Sye/mL al.. 2020
MC sur la nuit frais, in vitro congelé 34°C y mM, gentamicin spg/m v
. . Gel d agarose 035%) Phase d'attente du testicule : 4°C, 22°C, 35jours - Spermatide oMEM, Glutamax, KSR 10%, acide rétinoique  Salian et
6 jpp Frais (w/v) incubation dans A jorn B <
8 . 34°C 34°C allongée 0,3 pg/mL al., 2020
MC sur la nuit
Rat
Milieu de culture " T8 " : NaCl 104 mM, KCl
6 mM, CaCl. 2 mM, MgSO. * 7TH.O 1 mM,
NaH.PO. * 2H.O 3 mM, NaHCO. 33,5 mM,
Glucose 22 mM, L-Aeginine HC1 0,1 mM, L-
Cystéine HC1 0,3 mM, L-Histidine HCI
Grille en acier 0,05 mM, L-isoleucine 0,2 mM, L-leucine N
ND (200g inoxydable 0,2 mM, L-Lysine HC1 0,2 mM, DL-Méthionine 289 Figures
Frais . - . ysIne T U.e ’ jours - > Milieu T8 Trowell, 1959
rat) recouverte d'une 0,05 mM, DL-Phényl-alanine 0,1 mM, DL- 37°C meiotiques
couche d'agarose 2%  Thréonine 0,2 mM, L-Tryptophane 0,02 mM, L-
Tyrosine 0,1 mM, L-Valine 0,2 mM, Thiamine
HC1 0,05 mM, Acide P-Aminobenzoique
0,25 mM, Insuline 0,001 mM, Chloramphénicol
0,1 mM, Rouge de phénol 0,03 mM (Eagle's
modifié)
é fons : scr > vea 30%, .
S}lelementatlons sérum de /\L w 10 ou 30 . Eagle’s MEM, pyruvate de sodium 1.0 mM,
sérum de rat adulte 10 ou 30%), 2x concentration . . . .
. . . . ! . alanine 0,1 mM, asparagine 0,1 mM, acide Steinberger et
Grille en acier normale en glutamine et vitamines, hydrolysat de Plusieurs . X .
: L . e ! o . . aspartique 0,1 mM, glycine 0,1 mM, proline al., 1964b;
. . inoxydable lactalbumine 0,7%, extraits d'embryons de poulet mois - Spermatocyte P PR .
14 jpp Frais , B . o < 0,1 mM, sérine 0,1 mM, pénicilline 100 u/mL, Steinberger et
recouverte d'une 2%, sérum de cheval 20% 31°C, pachytene . . .
\ . o) - streptomycine 100 u/mL, Fungizone 5 mcg/mL, Steinberger,
couche d'agarose 2% Niveau gaz : 5%, 10% CO 5% CO. <
sérum de veau 10% 1971

Température : 37,35,33 or 31°C
pH:de 68276

pH 7,0+/-02
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Temps
Age Tissu Méthode de culture Parameétres de culture testées de Stade !e plus Meilleur milieu de maturation Références
culture - avancé obtenu
T°C*
Grille en acier laod P
. . i dable . jours Dégénérescence . Steinberger et
Multiple Frais 1noxy . Age des rats : 0, 14,24, 37 jpp et adulte J des cellules Cf. Steinberger et al., 1964b &
recouverte d'une jours - inal al., 1964c
couche d'agarose 2% 31°C germinaies
MEM d'Eagle, pyruvate de sodium 1,0 mM,
alanine 0,1 mM, asparagine 0,1 mM, acide
Grille en acier Supplémentations : hCG 20, 50, 100 TU/mL, aspartique 0,1 mM, glycine 0,1 mM, proline
4 Frais inoxydable NIH-FSH-S-1 20, 50, 100 pg/mL, vitamine C 64 jours Spermatocyte 0,1 mM, sérine 0,1 mM, pénicilline 100 u/mL, Steinberger et
p ) recouverte d'une 50 pg/mL, vitamine A 1, 12,60 UI/mL, acétate - 31°C P Y streptomycine 100 u/mL, amphotéricine B al., 1964a
couche d'agarose 2%  d'a-tocopheral 10, 60, 120, 600 yg/mL 5 pg/mL, sérum de veau 10%, vitamine C
50 pg/mL, vitamine A 12 UI/mL, vitamine E
120 pg/mL
Qrille en acier 6 . Steinberger et
.1 2 et 60 Frais inoxydable , - semaines Sp erme\ltocy[e cf Steinberger et al., 1964a Steinberger,
irp recouverte d'une 31°C pachytene 1965
couche d'agarose 2%
Milieu essentiel minimal d'Eagle, pyruvate
Grllle en acier Supplémentations : vitamine A 60 u, vitamine C 5 1 mM, alan}ne 0.1 mM, acide aspamque‘ Steinberger et
. . inoxydable - I . = .. Spermatocyte 0,1 mM, acide glutamique 0,1 mM, glycine .
4 ipp Frais , 50 pg, vitamine E 120 yg/mL, glutamine 2 ou semaines N . . Steinberger,
recouverte d'une 6 mM -31°C pachytene 0,1 mM, proline 0,1 mM, sérine 0,1 mM, 1966
couche d'agarose 2% ' vitamine A 60 u, vitamine C 50 p g, vitamine E
120 pg/mL, glutamine 6 mM.
) ) 124 DMEM, acides minés non essentiel§ 0,1 mM, )
Nouveau- Frais Grille en acier . jours—  Spermatogonic pyruvate de sodium 1,0 mM, glutamine 2 mM,  McGuinness
né inoxydable 37°C pénicilline 100 U/mL, streptomycine et Orth, 1992
100 pg/mL, fungizone 2,0 ug/mL
MEM d'Eagle avec sel d'Earle, glutamine 2 mM,
Grille en acier Supplémentations : O-FSH-17 200 ng/mL, O- Hepes 15 mM, acides aminés non essentiels,
9i Frais inoxydable LH-23 10 ng/mL, testostérone 0,2 uM, 32°C-3 Spermatocyte pénicilline 100 UI/mL, streptomycine Boitani et al.,
pp rais recouverte d'une vitamine A 0,35 yM, vitamine C 50 ug/mL et semaines pachyténe 100 mg/mL et gentamicine 40 mg/mL, 1993
couche d'agarose 2%  vitamine E 200 ng/mL vitamine A 0,35 xM, vitamine C 50 pg/mL et
vitamine E 200 ng/mL
. - . ST N R activine / . ) B . )
0al0jpp Frais S;;B}e/ dezlrtl)fle cer ?(l;g[:‘l;zflmf;oﬁ i dfj? 200 ng/mL, activine A gg?c Spermatogonie ~ DMEM, FSH 200 ng/mL, activine A 100 ng/mL ?;gl;u etal.,
. Frais et Insert avec 15 jours  Spermatocyte I . Travers et al.,
6irp CLC membrane en ) -32°C Spermatogonie Cf. Milazzo et al., 2008 2011
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Temps
Age Tissu Méthode de culture Paramétres de culture testées gﬁl ture - ::r:(rllec;eoll;ltziu Meilleur milieu de maturation Références
T°C*
polycarbonate (taille
des pores 0,45um)
. DMEM/F12,NaHCO3 12 g/L, insuline 10
39 jours 8
Cylindre creux ot él pg/mL, transferrine 10 yg/mL, vitamine C 10-4
§et20] Frais d'K drogel de B (respecti  Spermatozoide M, vitamine E 10 pg/mL, acide rétinoique Perrard et al.,
p Chitos nge Vempe 0 P 3.3.10-7 M, rétinol 3.3.10-7 M, pyruvate 10-3 2016
) _33°C M, testostérone 10-7 M (apres 5 jours de
o culture), FSH 1 ng/mL
Gel d'agarose (1,5%) . ey < 0 - 4 .
7 ipp Frais (w/v) incubation dans SUuPPlémentations : SVITS, 100w 15%, KSR 5, (oo Cellule DMEM/E-12, KSR 10% Liuet al.,
K 10 ou 15% o spermatique 2016b
MC sur la nuit -34°C
. . Gel df—xgaros,eO,SS% Suppleme?\tano.ns ir,n.c la.L‘(mmc 10 M, ) 52 jours  Spermatide aMEM, KSR 10%, pénicilline/streptomycine Reda et al.,
5jpp Frais (w/v) incubé MC Glutamax®, acide rétinoique 10+ M, co-culture o
Lo PR . -34,5°C  Ronde 1% 2016
O/N avec tissu adipeux épididymaire - 1 mm
Milieux de culture : Milicu A (aMEM, KSR
10%, Vitamine C 0,1 xM, Vitamine E 3400 M,
Rétinol 1 uM, testostérone 0,1 M), Milieu B
(aMEM, KSR 10%, Vitamine E 3400 uM,
. . rétinol 1 M), Milieu C (DMEM/F12,
(G;/lv‘i ?fj:gii‘(oifi?rzs Vitamine C 0,1 mM, Vitamine E 23,2 uM, Milieux A et B Saulnier et
. rétinol 0,33 uM, acide rétinoique 0,33 xM, FSH al., 2020
MC sur la nuit - P .
50 ng/mL, testostérone 0,1 M, Insuline
10 pg/mL, Apo-transferrine 10 pg/mL, pyruvate
Frais, 1 mM), Milieu D (milieu C + KSR 10%), Milieu
CLC et E (idem Travers et al., 2013), Milieu F (milieu E 45 jours
8.5ipp SSV + KSR 10%) -34°C  Spermatocyte I
Gel d'agarose (1,5%) R X
Sipp Frais (wIv) incubation dans - Supplémentations : KSR ou AlbuMAX™ 63 jours - Spermatocyte -\ vAX™ Nakamura et
. -34°C pachyteéne Sloper, 2020
MC sur la nuit
11
Supplémentations : KSR 10%, AlbuMAX"™ 10 a e Lo
' L L sema , ™ Vit
Gel d'agarose (1,5%) 40 mg/mL, vitamine E 1 mM, vitamine C 1 mM, ?esrzlog s (le[/[El:,/[' All?uMCA ?( 1\2/[0 rr;g/mll; Vlfd.ml\;[ne El
. ‘e (w/v) incubation dans  glutathion | mM. testostérone | uM, . Spermatide mM, ,namme m > glutad I.On mM, Matsumura et
3-9jpp  Frais : e . 5% CO., testostérone 1 M, triiodothyronine 2 ng/mL.
MC sur la nuit, triiodothyronine 2 ng/mL, LH 1 ng/mL, FSH 20% o, ronde LH 1 ne/mL. FSH 1 ne/mL_LPC 100 se/mL. al., 2021
cupule de PDMS 1 ng/mL, LPC 100 ug/mL, LysoPS 1 uM : ng/mdk., ng/mL, pg/mL,
= S . (avec LysoPS 1 uM
Systéme de culture : gel d'agarose, PDMS PDMS)
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Temps
Age Tissu Méthode de culture Parameétres de culture testées de Stade !e plus Meilleur milieu de maturation Références
culture - avancé obtenu
T°C*
Concentration en oxygene dans l'air : 10, 15,
20%
Homme
Insert avec .
12-66 Frais et membrane en .. . L 2 . . TCM (DMEM/F12, transfem_ne 5 pg/mL. Kvist et al.,
. . Origine du tissu : Frais, CLC semaines Spermatogonie  insuline 20 gg/mL, L-glutamine 30 mg/mL,
mois CLC polycarbonate (taille o PR . 2006
des . —34°C pénicilline 50 Ul/mL, streptomycine 50 yg/mL)
es pores 3 ym)
DMEM/F12,ITS 10 pg/mL, gentamicine
10 pg/mL, L-glutamine 0,35 mg/mL, pyruvate
2 1letl2 139 0,0025 M, vitamine A 10+ M, vitamine C de Michele et
a;ls CLC Insert Supplémentations : testostérone, hCG jours - Spermatogonie 0,05 mg/mL, HSA 10 mg/mL al., 2017,
34°C Jour 2: ajouter FSH 50 UV/I, propionate de 2018a
testostérone 7.10° M ou hCG 1 UI/L
Jour 16: testostérone x2
Milieu de culture : Milieu A (DMEM/F-12, KSR
10%, FSH 5 UI/L, Gentamicine 10 pg/mL,
Ceftazidime 3 mg/L, hCG 1 UI/L, L-Glutamine
0,35 mg/mL, Rétinol 10+ M, Vitamine C ég,jtzl’” Pas de différence entre les deux milieux de de Michele et
2-12ans CLC Insert 0,05 mg/mL, pyruvate 0,0025 M, T3 5 pmol/L, . Spermatide
o N . : jours - culture al.,2018b
cholestérol 20 xM/L, GDNF 10 ng/mL, 34°C
prolactine 5 mg/mL), Milieu B (DMEM/F-12,
KSR 10%, FSH 5 UI/L, Gentamicine 10 yg/mL,
Ceftazidime 3 mg/L)
Gel d'agarose (1,5%) Température : 34 ou 37°C Medrano et
7-14ans CLC (w/v) incubation dans  Supplémentations : KOS 10%, SVF 10%, FSH et 70 jours ~ Spermatocyte ] ~ oaMEM, KOS 10%, FSH et LH 5 UI/L
. N al.,2018b
MC sur la nuit LH 5 UI/L
. 5 . .

N Frais et Gel d'agarose ) s nQ 1/ . . oMEM, KSR 10%, mélatonine 10-7 M, acide Portela et al.,
6 a 14 ans CLC (035%) (wv) Supplémentation : FSH/LH 3 UI/L ?631233165 Spermatogonie rétinoique 10-6 M 2019a
16al134 Gel d'agarose 14 Jours  Cellules . . . Kurek et al.,
ans CLC (0.35%) (wiv) -350C cerminales NutriStem, KO-SR 10%, mélatonine 10-7 M 2021
Primate non-humain

Milieux de culture : Milieu 1 (¢MEM, KSR
. . Gel d'agarose 0,35%  10%. Mélatonine 10- M), Milieu 2 (milieu 1 + 42 jours ., . Heckmann et
4 et 8 mois Frais Wiv) Acide rétinoique 10° M), Milieu 3 (Milieu 2 + L- - 35°C Spermatocyte I Pas de différence entre les milieux de culture al., 2020

Glutamine 2 mM, FSH 500 UI/L, LH 5 UI/L)
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Temps
Age Tissu Méthode de culture Parameétres de culture testées de Stade !e plus Meilleur milieu de maturation Références
culture - avancé obtenu
T°C*
Bovin
1-2 . Membrane avec pore 2 . . DMEM, SVF 10%, 30 mg/mL pénicilline, et Oatley et al.,
. Frais - semaines Spermatogonie .
semaines de 0,45 ym -30°C 50 mg/mL streptomycine 2004
Température : 34 ou 37°C
Gel d'agarose (1,5%) Milieux de cultures : DMEM/F12, Milieu sans
10314 (w/v) incubé dans sérum (SFM) StemPro-34® (StemPro), cMEM, 1let3 Cellules Kim et al
senellaines Frais mSFM+KSR 10%,3  SFM de souris (mSFM) et SEM de rat (fSFM).  mois-  spermatogéniqu  mSFM, KSR 10% 2(;‘1“5‘ at
a4 jours avant Suppléments : KSR 10% . FSH 10 ng/mL, T3 37°C es
culture 1 nM/mL, GDNF 20 ng/mL, SCF 100 ng/mL,
LIF 103 unités/mL
Chat
P . Gel dagarose (1.5%)  gupplémentations : KSR 10% (v/v). 176 15456 . oMEM, Pénicilline/streptomycine 1% (v/v), Silva et al.,
Prépubere  Frais (w/v) incubation dans . E—— jours —  Spermatogonie .
MC sur la nuit oestradiol 100 nM, AlbuMAX™ 11 4% (v/v) 35°C Fungizone 1% (v/v) 2018

Tableau 6 : Protocoles de culture organotypique du tissu testiculaire inmature de mammifeéres.

oMEM, Minimum Essential Medium o; AMH, Anti-miillerian hormone; bFGF, basic Fibroblast Growth Factor; BSA, Bovine Serum Albumin; CLC, Congélation Lente Controlée; DMEM/F12, Dulbecco's
Modified Eagle, Medium/Nutrient Mixture F-12; EGF, Epidermal Growth Factor; FGF9, Fibroblast Growth Factor 9; FSH, Follicle Stimulating Hormone; GDNF, Glial Cell Derived Neurotrophic Factor;
hCG, human Chorionic Gonadotropin; IGF-1, Insulin-like Growth Factor-1; jpp, jours post-partum; KO-SR, KOS, KSR, knockout serum replacement; LH, Luteinizing Hormone; LIF, Leukemia Inhibitory
Factor; LPC, lysophosphatidylcholine; LPA, lysophosphatidic acid; LysoPC, lysophosphatidylserine; MC, Milieu de Culture; MIS, Miillerian Inhibitory Substance; ND, pas d'information ; PDMS,
Polydiméthylsiloxane; rEDF, ecombinant human epidermal growth factor; RPMI, Roswell Park Memorial Institute Medium; SSV, Solid Surface Vitrification ; SVF, Sérum de Veau Feetal; TIRA,
Transferrine -Insuline-Acide rétinoique
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Chapitre 5. Objectifs de I’étude

La préservation de la fertilité des enfants atteints de cancer est dorénavant une priorité
dans la prise en compte de la qualité de vie apres le cancer. Le développement de la technique
de congélation lente contrdlée, utilisée au sein des Centres d’Etude et de Conservation des (Eufs
et du Sperme (CECOS), permet actuellement de préserver des biopsies testiculaires de jeunes
patients avant les traitements par chimio/radiothérapie. Ce méme protocole est actuellement
utilisé chez la souris, et a été développé sur ce méme modele au sein de notre équipe de
recherche (Milazzo et al., 2008). Parallelement, la vitrification du tissu testiculaire, permettant
une congélation ultra-rapide, réduisant la formation de glace intracellulaire a ét€ validé chez la

souris (Dumont et al., 2015).

Afin de restaurer la fertilité de ces patients, des méthodes de maturation tissulaire ont
vu le jour. Parmi celles-ci, la culture organotypique a I’avantage de conserver 1’architecture du
tissu, les interactions cellulaires et la niche spermatogoniale. Elle permet également dans le cas
de cancers testiculaires ou de leucémies, d’éviter la réintroduction de cellules malignes chez le
patient guéri. Jusqu’a présent, seule le modele souris a permis d’obtenir une spermatogenese
complete in vitro apres culture sur gel d’agarose. Le développement de modeles animaux est

une premiere étape indispensable avant d’envisager une application clinique.

En effet, aucune étude menée chez I’homme ou le rat n’a permis d’obtenir des
spermatozoides in vitro.La durée de la spermatogenese chez le rat (53 jours) étant intermédiaire
entre celle de la souris (35 jours) et ’homme (74 jours), ce modele représente donc une
alternative pertinente au développement des milieux et supports de culture propices a la
réalisation d’une spermatogenese in vitro. Afin de se rapprocher des conditions de conservation
du tissu humain, il est dans un premier temps primordial de s’assurer de la reproductibilité du

protocole de congélation utilisé chez le garcon prépubere dans le modele rat.

Les origines des blocages de la spermatogenese observés en culture peuvent étre
multiples : absence de composés indispensables au bon fonctionnement du tissu, absence de
maturation des cellules somatiques nécessaire au développement des cellules germinales,
dérégulation hormonale et de I’homéostasie testiculaire ... Certaines études ont montré une

progression de la spermatogenese en utilisant d’autres supports de culture. Il est donc
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indispensable de tester ces différents milieux en culture sur gel d’agarose et d'étudier la

différenciation des cellules germinales au cours de la culture.

La spermatogenese étant un processus complexe faisant intervenir de nombreux acteurs, il est
également important d'étudier au niveau moléculaire les tissus maturés in vitro et de comparer
les données obtenues aux contrdles in vivo. L’utilisation des technologies « omiques »,
notamment RNA-Seq, permet 'analyse moléculaire des tissus maturés in vitro et in vivo a
I'échelle du génome. L'approche RNA-Seq permettrait de mettre en évidence les genes
différentiellement exprimés entre les conditions in vitro et in vivo, pouvant étre a 1’origine

d’arréts de la spermatogenese.

Les principaux objectifs de mes travaux de these ont été :

- D’évaluer I'impact des procédures de congélation sur 1’intégrité et la fonctionnalité
du tissu testiculaire prépubere de rat,

- D’analyser la progression de la spermatogenese in vitro via la réalisation d’une
cinétique, associée a 1'évaluation de milieux de culture de compositions différentes,

- De rechercher 1’origine du blocage de la spermatogenese par une analyse
histologique et cytologique des cellules germinales ainsi qu’une analyse
transcriptomique globale des tissus maturés in vitro,

- De réaliser des tentatives de supplémentations des milieux de culture organotypique
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La culture organotypique a interface gaz-liquide est une techniques de plus en plus
utilisée ces dernieres années afin d’obtenir une spermatogenese complete in vitro a partir de
tissus testiculaires prépuberes. Cependant, la réussite observée dans le modele souris ne semble
pas reproductible dans d’autres especes. Il est par ailleurs important de s'assurer qu'une
spermatogenese peut €tre maintenue in vitro et achevée au-dela de 30 jours (durée de la culture
organotypique chez la souris). Dans le cadre de la préservation et de la restauration de la fertilité
d’enfants traités pour le cancer, il est primordial de développer des approches permettant la
formation de cellules haploides matures a partir de tissus testiculaires prépuberes préalablement

congelés.

Chez le rat et ’homme, un arrét de maturation précoce est observé lors de la culture
organotypique (Reda et al., 2016; de Michele et al., 2017). Le rat ayant une durée de la
spermatogenese intermédiaire entre celle de I’homme et la souris (53 jours vs 74 et 35 jours,
respectivement), il représente un modele adéquat pour comprendre le blocage méiotique
observé chez ces deux especes. Plusieurs modifications du protocole de culture organotypique
ont été évaluées lors des essais menés chez le rat (Reda er al., 2016). Afin d’identifier les
parametres optimaux, permettant un maintien des cellules germinales sur le long terme, des
cultures de tissus provenant de rats prépuberes agés de 5 ou 8 jpp, réalisées sur gels d'agarose
a 0,35 ou 1,5%, dans des milieux de culture supplémentés en antibiotique(s) (gentamicine ou
pénicilline/streptomycine) ont été réalisées. Pour évaluer I’impact de ces parametres sur la
maturation du tissu testiculaire, le pourcentage de tubes séminiferes au stade le plus avancé a

été quantifié sur coupes histologiques.

Les protocoles utilisés afin de préserver la fertilité des enfants traités pour un cancer au
sein de I’équipe hospitaliere liée au laboratoire, ont été préalablement testés chez la souris afin
d’obtenir un minimum d’altérations, pouvant impacter la fonctionnalité du tissu apres
décongélation (Milazzo et al.,2008). Une évaluation de I’impact des procédures de congélation
(congélation lente contrdlée et vitrification) sur le tissu testiculaire prépubere de rat a été
réalisée directement apres décongélation ou apres 20h de culture. Pour cela, les altérations
tissulaires ont été évaluées avec un score lésionnel. Des analyses par immunofluorescence
permettant de mettre en évidence la prolifération cellulaire (Ki67, marker of proliferation Ki-
67), I’apoptose (Caspase 3 clivée) et la technique TUNEL (ferminal deoxynucleotidyl
transferase (TdT) mediated dUTP nick-end labeling) permettant de détecter la fragmentation

de 'ADN, ont été réalisées. Les procédures de congélation pouvant entrainer la production
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d’ERO, I’ajout de vitamine E a 3,4 mM lors des procédures de congélation/décongélation a

parallelement été testé.

La spermatogenese durant 53 jours chez le rat, nous avons par la suite testé 6 différents
milieux de culture, précédemment publiés dans d’autres modeles de culture ou especes (Travers
et al., 2013; Perrard et al., 2016; Oblette et al., 2017). Une cinétique permettant d’évaluer les
temps d’apparition des divers types cellulaires lors de la premiere vague de la spermatogenése
(16, 28, 36 et 45 jours de culture) a été réalisée dans les cultures de tissus frais, congelés lents

ou vitrifiés.

Les principaux résultats obtenus par ce travail ont permis de déterminer les conditions
de culture les plus adaptées — 8 jpp et agarose a 1,5% — aux tissus de rats, et de montrer un effet
mineur des procédures de congélation. Suite aux tentatives de culture, aucune cellule post-
méiotique n’a été observée, quelle que soit la méthode de congélation utilisée et quel que soit
le milieu de culture testé. Ce travail met néanmoins en évidence un impact différent des
différents milieux sur la différenciation des cellules germinales, données pouvant étre utilisées

par la suite dans des protocoles de cultures séquentielles.

Ces travaux ont été présentés sous forme de communications orale et affichée lors du
congres ReproSciences (Toulouse, 2019) et sous forme de communication orale lors de
I’ Assemblée générale des Biologistes des Laboratoires d’Etude de la Fécondation et de la
Conservation de I’(Euf (BLEFCO, Paris, 2019). Ils ont aussi été présentés sous forme de
communication affichée lors du Congres de la Fédération Francgaise d’étude de la Reproduction
(FFER, Lyon, 2018), lors de la Journée Normande de Recherche Biomédicale (JNRB, Rouen,
2018), a la Société d’ Andrologie de Langue Francaise (SALF, Paris, 2019), et lors de la Journée
de I’Ecole Doctorale Normande 497 (JED, Caen, 2019).
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Abstract—Testicular tissue freezing before gonadotoxic treat-
ments allows the preservation of fertility for children suffering
from cancer. Recently, the testis organ culture method was
presented as a relevant method to restore the fertility of these
patients. However, the yield of spermatozoa production is low
in the mouse model and no gamete has been obtained in vitro in
the rat model. Here, we assess different cryopreservation
protocols and culture conditions to improve the efficiency of
in vitro maturation of rat prepubertal testes. Testes from male
rats aged 5 or 8 days post-partum were cultured onto agarose
gels of different percentages. After determining the best culture
conditions, different cryopreservation protocols were
assessed. Finally, testicular tissues were cultured with media
of various compositions and analyzed at different time points.
Our results show that the cryopreservation protocols allow the
preservation of tissue architecture, cell proliferation, with no
or moderate increase of cell death. In vitro spermatogenesis did
not proceed beyond the pachytene spermatocyte stage. Only 2
of the 6 tested media allowed the survival of differentiated
germ cells over the 45-day culture period. In conclusion, this
study highlights the necessity to further improve the organ
culture method before applying it into the clinics.

Keywords—Testis, Cryopreservation, Freezing procedure,
In vitro spermatogenesis, Germ cells, Fertility restoration.
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Dpp  Days post-partum

Dx Day x of culture

FT Fresh tissues

INTRODUCTION

Long-term survival rates of children with cancer
have greatly improved thanks to progress in diagnosis
and therapeutics. However, cancer treatment can have
gonadotoxic effects, by targeting and depleting the
spermatogonia present in prepubertal testes.*’ Cryop-
reservation of testicular tissue or cell suspension is
therefore proposed to young patients before the
beginning of treatment in order to preserve their future
fertility.>> We previously described an optimized con-
trolled slow freezing (CSF) protocol for the cryop-
reservation of mouse® and rat’ prepubertal testicular
tissues, as well as an optimized solid surface vitrifica-
tion (SSV) procedure for prepubertal mouse testes.'!
The in vitro maturation of cryopreserved prepubertal
testicular tissues is one of the potential fertility
restoration approaches that could be used to produce
spermatozoa, especially in cases where testicular tissue
grafting or cell transplantation cannot be envisaged
(e.g. contamination of testicular tissues by cancer
cells). In vitro maturation strategies are currently
developed in animal models.*® Three-dimensional (3D)
culture systems have been used to produce spermato-
zoa from mouse prepubertal testicular cells” and post-
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meiotic cells from rhesus monkey prepubertal testicu-
lar cells."® Organotypic culture, which consists in cul-
turing testicular tissue fragments rather than
dissociated cells offers the advantage of preserving the
natural microenvironment surrounding spermatogo-
nia. Mouse spermatozoa have been successfully pro-
duced from fresh, slow frozen and vitrified prepubertal
testes using the organotypic culture system at a gas—
liquid interphase.*''** A better spermatogenic yield
was obtained in cultures of mouse SSV tissues than in
CSF tissues.'' Culture media containing different
supplements have been tested and have been shown to
improve the efficiency of in vitro spermatogenesis.*!'**’
Recently, a promotion of mouse spermatogenesis until
the round spermatid stage was obtained with a med-
ium containing retinol, retinoic acid, as well as a
combination of four hormones known to promote
germ cell proliferation and differentiation (FSH, LH,
testosterone, triiodothyronine).”®

The rat model, whose duration of spermatogenesis
(53 days) is intermediate between mouse (35 days) and
human (74 days), is a relevant model for the optimiza-
tion of a long-term in vitro maturation system. So far, a
complete in vitro spermatogenesis has not been achieved
in cultures of rat testes.?”*> Post-meiotic germ cells have
been produced in 3D cultures of 18 days-old rat testic-
ular cells, but spermatocytes were already present in the
tissue at the beginning of the cultures.'” In vitro differ-
entiation of rat spermatogonia into round spermatids
has been obtained in fresh testicular tissues using the
organotypic culture system, albeit with a very low effi-
ciency.?’ Spermatozoa-like cells have been observed
with this culture system starting from 7 days post-par-
tum (dpp) rat testes'® or after culture of seminiferous
tubules retrieved from 8 dpp-old rats in chitosan biore-
actors.” These results need however to be confirmed
using specific germ cell markers.

The aim of the present study was to assess the im-
pact of cryopreservation (CSF and SSV) protocols on
rat prepubertal testicular tissues before in vitro matu-
ration and to determine the best culture conditions for
the differentiation of spermatogonia with the gas—lig-
uid interphase method.

MATERIALS AND METHODS

For more detailed information and the origins of all
reagents, please see ‘“‘supplementary Materials and
methods™.

Experimental Design

In order to determine the best culture conditions, a
preliminary study was performed: 5.5 or 8.5 dpp rat
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testes, which contain respectively gonocytes and sper-
matogonia or only spermatogonia, were cultured on
0.35 or 1.5% agarose gels in basal medium with 1%
penicillin/streptomycin or 0.01% gentamicin for either
52 days or 49 days (Fig. la). These different culture
conditions have been previously used for the in vitro
maturation of prepubertal rodent testes at a gas—liquid
interphase.”™”*> We compared them by analyzing the
progression of spermatogenesis.

In a clinical context, cryopreserved prepubertal
testicular tissues could be used for in vitro maturation
to restore fertility. The impact of cryopreservation
procedures (CSF/thawing or SSV/warming) on 8.5 dpp
rat testicular tissues was assessed before long-term
culture. Vitamin E, which has anti-oxidant properties,
was added or not during the freezing and the thawing/
warming steps (Fig. 1b). Alterations of the tissue
architecture, intratubular cell proliferation, DNA
fragmentation and apoptosis were assessed in CSF,
CSF + VitE, SSV and SSV + VitE tissues either
immediately after thawing/warming or after a 20 h-
culture period, as well as in fresh control tissues.

Thereafter, different media (previously used for the
culture of mouse tissues on polycarbonate inserts, the
culture of rat seminiferous tubules in chitosan biore-
actors, the culture of mouse tissues onto agarose
gels”?33! or slightly modified) were tested (Fig. 1c).
Fresh tissues (FTs) were first cultured until D16, D28,
D36 and D45. Then, cryopreserved testicular tissues
(without vitamin E) were cultured until the same time
points with the two best selected media (media A and
B).

Rat Testicular Tissue Collection and Ethical Approval

All the experimental procedures were approved by
the Institutional Animal Care and Use Committee of
Rouen University under the Licence/Protocol Number
N/22-11-12/45/11-15.

Testicular tissues from 5.5 or 8.5 dpp Wistar male
rats were biopsied and cultured either directly (culture
of FT) or after cryopreservation (culture of CSF or
SSV tissues). Moreover, testes from rats aged 8.5, 24.5,
36.5, 44.5 and 53.5 dpp were used as in vivo controls.

Organotypic Cultures

Testicular tissue culture was performed as previ-
ously described.>?”** Testicular tissue fragments were
cultured on 0.35% (w/v) or 1.5% (w/v) agarose gels.
Different culture media (Table 1) were tested. For each
culture time point and each experimental condition
tested, organotypic cultures were repeated six times
(from different testes). Six different testes were used for
each in vivo control.
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Freezing Protocols and Testicular Culture Assessment
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<«FIGURE 1.

SAULNIER et al.

Flow chart of the study design. (a) Fresh
testicular samples from 5.5 or 8.5 dpp rats were cultured
until D52 or D49 respectively, onto 1.5 or 0.35% (w/v) agarose
gels, with basal culture medium [«-MEM + 10% (v/v) KSR]
containing either 1% (v/v) penicillin/streptomycin or 0.01% (v/
v) gentamicin. (b) After selection of the best condition, the
impact of CSF and SSV on the testicular tissues was assessed
either immediately after thawing/warming or after a 20-h
culture period. (c) FT were cultured until D16, D28, D36 and
D45 with six different media and the progression of
spermatogenesis was examined and compared to age-
matched in vivo controls. CSF and SSV tissues were
cultured until the same time points with the two best media
and analyzed. CSF controlled slow freezing, D day, dpp days
post-partum, HES hemalun—eosin-saffron, KSR knockout
serum replacement, LN, liquid nitrogen, «-MEM minimum
essential medium «, SSV solid surface vitrification, TUNEL
terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick
end labelling.

Histological and Immunohistochemical Analyzes

Testicular tissues and cultured explants were fixed
for 2 or 24 h in Bouin’s solution or in paraformalde-
hyde. Embedding, sectioning, deparaffinization and
rehydration of the tissue samples were performed as
previously published.*

Hemalun—cosin—saffron (HES) staining and peri-
odic acid-Schiff reaction (PAS) were used to analyze
the tissue architecture and the progression of sper-
matogenesis, as previously described.”? Briefly, a glo-
bal lesional score (0—10) was given for each testicular
explant (0-5 for epithelium integrity and 0-5 for nu-
clear alterations, with 0 representing the complete ab-
sence of alteration and 5 representing the most
important damages). The identification of the different
type of germ cells was based on the morphological
aspect of their nucleus and their localization in the
seminiferous tubules.'® Analyzes were conducted with

a light microscope (DM4000B, Leica Microsystem
GmbH) equipped with Leica Application Suite soft-
ware. For each replicate, 25-30 seminiferous tubules
were counted.

Ki67 and cleaved Caspase 3 immunostainings were
conducted to assess intratubular cell proliferation and
apoptosis, respectively. After incubation with anti-
bodies and counterstaining with DAPI (4',6-di-
amidino-2-phenylindole), sections were analyzed at a
x 900 magnification with a BX61 epifluorescence
microscope (Olympus, Tokyo, Japan). For all the
analyzes, 25-30 tubular cross-sections per fragment
were counted. The percentage of positive cells was
obtained from the total number of cells counted in
positive tubules.

Freezing and Thawing of Testicular Tissues

Testes were frozen/thawed by CSF in the presence
of cryoprotectants, using a previously described pro-
tocol.’> Otherwise, testes were cut into 6 fragments
(approximatively 5 mg each), incubated with cry-
oprotectants and preserved by SSV, as previously
described.'" Frozen samples were then stored into
liquid nitrogen. To evaluate the effect of an anti-oxi-
dant in the freezing media, (3)-a-tocopherol (vitamin
E) at 3.4 mM was added or not in each bath.

TUNEL Assays

Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated
dUTP nick end labelling (TUNEL) assays were per-
formed using the /n Situ Cell Death kit POD following
the manufacturer’s instructions. After counterstaining
with DAPI, cell DNA fragmentation was analyzed at a

TABLE 1. Composition of the culture media used for in vitro maturation of prepubertal rat testicular tissues.
A B C D E F

References Oblette et al. (2017) Perrard et al. (2017) Travers et al. (2013)
Medium o-MEM o-MEM DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12 DMEM/F12
KSR 10% (v/v) 10% (v/v) - 10% (Vv/v) - 10% (v/v)
Vitamin C 0.1 uM - 0.1 mM 0.1 mM 0.1 uM 0.1 uM
Vitamin E (uM) 3400 3400 23.2 23.2 23.2 23.2
Retinol (uM) 1 1 0.33 0.33 1 1
Retinoic acid (uM) - - 0.33 0.33 0.33 0.33
FSH (ng/mL) - - 50 50 7.33 7.33
hCG (ng/mL) - - - - 1.1 1.1
Testosterone (uM) 0.1 - 0.1 0.1 - -
Insulin (ug/mL) - - 10 10 10 10
Apo-transferrin (ug/mL) - - 10 10 10 10
Pyruvic acid (mM) - - 1 1 1 1
Antibiotic Gentamicin ~ Gentamicin ~ Gentamicin + P/S  Gentamicin + P/S  Gentamicin + P/S  Gentamicin + P/S

Testes from 8.5 dpp rats were cultured until D16, D28, D36 and D45 with different culture media.
DMEM/F12 Dulbecco’s modified Eagle’s medium/nutrient mixture F12, dpp days post-partum, FSH follicle stimulating hormone, hCG human
chorionic gonadotropin, KSR knockout serum replacement, «-MEM minimum essential medium o, P/S penicillin/streptomycin.
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x 900 magnification with a BX61 epifluorescence
microscope. For analyzes, 30 tubular cross-sections per
fragment were counted. The percentage of positive
cells was obtained from the total number of cells
counted in positive tubules.

Statistical Analyzes

Statistical analyzes were carried out with the
GraphPad Prism v6.0 software (GraphPad Software,
Inc., La Jolla, CA, USA). Data are expressed as
mean + s.e.m. Non-parametric Kruskal-Wallis test
followed by Dunn’s multiple comparison test were
performed to assess differences in the preliminary
study. The results obtained with the different freezing
procedures and culture media were compared with the
non-parametric Mann—Whitney test. A value of
p < 0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

Comparison of Different Culture Conditions of Rat
Prepubertal Testes

We first compared different culture conditions pre-
viously used for the in vitro maturation of prepubertal
rodent testes at a gas-liquid interphase™>"** (Fig. 2a;
Table 2). The initiation of meiosis occurred in all the
cultured tissues but did not proceed beyond the pa-
chytene spermatocyte stage (Figs. 2b and 2¢). A sig-
nificantly higher proportion of tubules with meiotic
cells was observed when tissues were cultured under
the D49 1.5% P/S condition compared to the D52
035% G (p =0.023) and D52 0.35% P/S
(p = 0.0068) (Fig. 2c). More pachytene spermatocytes
were found in 8.5 dpp tissues cultured with the D49
1.5% P/S condition than in 5.5 dpp tissues cultured
with the D52 0.35% P/S condition (p = 0.0087).

Considering the data obtained, 8.5 dpp testicular
tissues were therefore cultured on 1.5% agarose gels
for the rest of the study.

Impact of Cryopreservation Procedures on Rat
Prepubertal Testicular Tissues

Impact of the Cryopreservation Protocols

The structural integrity of prepubertal testicular
tissues was poorly affected by the cryopreservation
processes. Indeed, even though the global morpho-
logical alteration scores were significantly higher in
CSF  (p = 0.0043) and CSF + VitE tissues
(p = 0.0065) than in FT, these scores remain low
(below 1 on a scale from 0 to 10) and reflect the
preservation of the tissue architecture (Figs. 3a and

3c). Higher lesional scores were also found for SSV
(p = 0.0022) and SSV + VitE tissues (p = 0.0022)
compared to controls (Fig. 3c). After a 20-h culture
period, the global morphological alteration scores re-
main higher for CSF (p = 0.048), CSF + VitE
(p = 0.0087) and SSV tissues (p = 0.026) compared
to FT but are still within an acceptable range (lower
than 0.9) (Fig. 3c). In contrast, similar lesional scores
were found after 20 h between fresh and SSV + VitE
tissues (Fig. 3c). Finally, few differences were found
between the two cryopreservation protocols. More
nuclear alterations were found in the SSV + VitE
than CSF + VitE tissues (p = 0.0022). After a 20-h
culture period, the epithelial alteration score was
slightly increased in CSF + VitE compared to
SSV + VIitE tissues (p = 0.013) (Fig. 3c).

The proportion of tubules with proliferating cells
and the percentage of Ki67 positive cells were similar
between fresh and cryopreserved tissues (Figs. 3b and
3d). After 20 h, a similar proportion of tubules with
proliferating cells was found in fresh, CSF, CSF +
VitE and SSV tissues (Fig. 3d). However, the propor-
tion of tubules with proliferating cells was decreased in
SSV + VitE  tissues compared to  controls
(p = 0.0087) (Fig. 3d). Less proliferating cells were
found after 20 h in Ki67-positive tubules in CSF
(p = 0.0022), CSF + VitE (p = 0.0022), SSV
(p = 0.0022) and SSV + VitE tissues (p = 0.0022) in
comparison with fresh controls (Fig. 3d). When com-
paring the two cryopreservation procedures, a higher
proportion of proliferating tubules was found in SSV
than in CSF tissues (p = 0.015) immediately after
thawing/warming, while the percentage of proliferating
cells was higher in SSV than in CSF tissues
(p = 0.015) after 20 h of culture (Fig. 3d).

The percentage of tubules containing cells with
fragmented DNA was increased only in CSF tissues
compared to FT (p = 0.043) (Figs. 4a and 4c). After a
20-h culture period, more TUNEL-positive tubules
were detected in CSF (p = 0.0022), CSF + VitE
(p = 0.0022), SSV (p = 0.013) and SSV + VitE tis-
sues (p = 0.0022) than in controls (Fig. 4c). The per-
centage of cells with DNA fragmentation per tubule
remained however unchanged between fresh and cry-
opreserved tissues (Fig. 4c). More tubules with DNA
damages were observed after CSF than SSV after a 20-
h culture period (p = 0.015) (Fig. 4c).

The proportions of tubules with apoptotic cells and
of apoptotic cells per tubule were not significantly
increased after the cryopreservation procedures
(Figs. 4b and 4d). After 20 h, the percentage of cleaved
caspase 3-positive tubules was only increased in
CSF + VitE tissues compared to FT (p = 0.026)
(Fig. 4d).
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(c)
Percentage of tubules at the most advanced stage of spermatogenesis:

Protocol
Soslanaton " . Lz Pachytene L

Sertoli cell Spermatogonia spermatocytes spermatocytes Meiotic cells
D52 0.35% G 222+1.11 71.1+3.82¢2 8.89 +2.05 17.8 £5.35% 26.7 +4.39°
D52 0.35% P/S 9.01+4.14 70.3+6.712 10.9 £4.40 9.85+3.522 20.7 +6.96 @
D52 1.5% G 1.11+£1.11 58.8 +2.80 2 123+2.34 27.8+3.33% 40.1£1.93 %
D52 1.5% PIS 0.00 +0.00 62.2+3.4123 18.3+£2.37 19.5+3.51% 37.8+3.412
D49 0.35% G 1.11+£1.11 70.0+4.552 10.0 £2.43 18.9£+2.94 2 28.9+3.822%
D49 0.35% P/S 5.15+4.52 59,8 +4.73 2 9.77 £3.00 253+7.412% 35.1+5.932
D49 1.5% G 1.33+0.82 51.3+4.032 15.3+8.73 32.0+6.202 47.3+4.76%
D49 1.5% PIS 1.11+£1.11 444 +£3.18° 14.4 £2.38 40.0 +4.22° 544 +3.91°

BIOMEDICAL
ENGINEERING
SOCIETY

136



Publication 1 — Freezing protocols and organotypic culture

Freezing Protocols and Testicular Culture Assessment

<FIGURE 2. Comparison of different culture conditions of
prepubertal rat testes. (a) Representative images of HES-
stained fresh testicular tissues from 5.5 to 8.5 dpp rats.
Seminiferous tubules contain Sertoli cells (green arrowhead).
Gonocytes (black arrowhead) are present at 5.5 dpp, while
spermatogonia (red arrowhead) are the only germ cells
present at 8.5 dpp. Magnification x 500; Scale bar 50 um. (b)
Fresh testicular tissues from 5.5 or 8.5 dpp rats were cultured
for 52 days (A1,56) or 49 days (A3 4.7,) on 0.35 or 1.5% (w/v)
agarose gels with basal medium containing antibiotics [1% (v/
v) penicillin/streptomycin or 0.01% (v/v) gentamicin].
Representative images of the peripheral area of the cultured
explants stained with the PAS reaction. Magnifications x 200
and x 500 (left and right panels, respectively); scale bars 50
pm. (c) Percentage of seminiferous tubules at the most
advanced stage of spermatogenesis or devoid of germ cells
under different culture conditions. The column “Sertoli cell”
shows the percentage of Sertoli cell-only tubules in testicular
explants. Columns “L/Z spermatocytes” and “Pachytene
spermatocyte” were compiled onto ‘“Meiotic cells” to
compare the proportion of tubules containing at least one
meiotic germ cell, independently of the stage of meiosis.
Values are expressed as mean = s.e.m. Different superscript
letters indicate significant differences among the groups
(p<0.05). A common letter or no letter indicates no
significant difference. D day, dpp days post-partum, G
gentamicin, L/Z leptotene/zygotene, P/S penicillin/
streptomycin.

Impact of Cryopreservation with Vitamin E

No impact of the addition of vitamin E on the
structural integrity of frozen/thawed and vitrified/
warmed tissues was noticed (Figs. 3a and 3c). In CSF
samples, cell proliferation, DNA fragmentation and
apoptosis were not affected by vitamin E either
(Figs. 3b, 3d, and 4). The percentages of Ki67-positive
tubules (p = 0.015) and of Ki67-positive cells
(p = 0.0043) were decreased after using the SSV +
VitE rather than the SSV protocol (Fig. 3d). The same
observation was made after the 20-h culture
(p = 0.030 and 0.0022, respectively) (Fig. 3d). The
percentage of TUNEL-positive tubules was also higher
in SSV + VitE tissues than in SSV tissues after 20 h
(p = 0.0022) (Fig. 4c). Moreover, the proportions of

tubules with apoptotic cells (p = 0.026) and of apop-
totic cells per tubule (p = 0.043) were increased in
SSV + VitE tissues compared to SSV tissues after
20 h (Fig. 4d).

Influence of Media Composition on the Progression of In
Vitro Spermatogenesis in Cultures of Fresh Tissues

At D16 and at 24.5 dpp (age-matched in vivo con-
trols), leptotene/zygotene and pachytene spermato-
cytes were the most differentiated types of germ cells
whatever the culture medium used (Figs. 5; S1; Ta-
ble 3). The proportion of tubules containing leptotene/
zygotene spermatocytes was similar in 24.5 dpp testes
and in tissues cultured for 16 days with media A, B and
F, and lower with media C (p = 0.48), D (p = 0.024)
and E (p = 0.0065) than with medium A (Table 3).
The proportion of tubules with pachytene spermato-
cytes was significantly lower after in vitro maturation
than in the physiological conditions (Table 3). The
lowest percentage of tubules with pachytene sperma-
tocytes was obtained after a 16-day culture with
medium B in comparison with media A (p = 0.028), D
(p = 0.0022), E (p = 0.041) and F (p = 0.030) (Ta-
ble 3). At 36.5 dpp but not at D28, round and elon-
gated spermatids were observed in the testes (Table 3).
More tubules contained leptotene/zygotene spermato-
cytes when cultures were performed with medium A
than with media C (p = 0.041), D (p = 0.015) and E
(p = 0.015) and compared to 36.5dpp controls
(p = 0.041) (Table 3). Moreover, the higher percent-
age of tubules with pachytene spermatocytes was
obtained when testicular tissues were cultured with
medium A than with media B (p = 0.0087), C
(p = 0.0022), D (p = 0.0022) and E (p = 0.0022)
(Table 3). At 44.5 dpp, the majority of seminiferous
tubules contained elongated spermatids, whereas no
haploid germ cells were found in in vitro matured tes-
ticular tissues at D36 (Table 3). In addition, no or very

TABLE 2. Description of the different culture conditions tested on prepubertal rat testes.

Protocol designation Testis (dpp)

Agarose (%) (w/v)

Antibiotic (v/v) Basal medium

D52 0.35% G 55 0.35
D52 0.35% P/S

D52 1.5% G 15
D52 1.5% P/S

D49 0.35% G 8.5 0.35
D49 0.35% P/S

D49 1.5% G 1.5

D49 1.5% P/S

Gentamicin 0.01%
Penicillin/streptomycin 1%
Gentamicin 0.01%
Penicillin/streptomycin 1%
Gentamicin 0.01%
Penicillin/streptomycin 1%
Gentamicin 0.01%
Penicillin/streptomycin 1%

#-MEM KSR 10% (v/v)

Testes from 5.5 or 8.5 dpp rats were used and cultured on 0.35 or 1.5% (w/v) agarose gels in basal medium [¢-MEM + 10% (v/v) KSR]
containing antibiotics [1% (v/v) penicillin/streptomycin or 0.01% (v/v) gentamicin]. Testes were cultured for 52 and 49 days, respectively.
D day, dpp days post-partum, G gentamicin, KSR knockout serum replacement, o-MEM minimum essential medium o, P/S penicillin/

streptomycin.
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FIGURE 3. Lesional scores and cell proliferation in prepubertal rat testes following thawing/warming. (a, b) Representative
images of (a) HES staining and (b) Ki67 immunofluorescence. Fresh testicular tissues from 8.5 dpp rats were analyzed either
immediately (Fresh: A, B;) or after a 20-h culture period (Fresh 20 h: A, Bg). Testicular tissues from 8.5 dpp rats frozen in the
presence or absence of vitamin E were analyzed either immediately after thawing/warming (CSF: A,, B,; CSF + VitE: A, B;; SSV:
A4, B,; SSV + VitE: A5, Bs) or 20 h after thawing (CSF 20 h: Az, B;; CSF + VitE 20 h: Ag, Bg) or warming (SSV 20 h: Ay, Bo; SSV + VitE
20 h: Aqq, B1o). An enlarged view of a Ki67-positive cell is shown on the upper right corner of panel B,. Magnifications x 200 and x
500 (HES, left and right panels, respectively) or x 960 (Ki67); scale bars 50 um. (c, d) Histograms representing (c) nuclear alteration
scores (0-5, dark colour) and epithelial alteration scores (0-5, light colour) and (d) intratubular cell proliferation: the percentage of
Ki67-positive tubules (dark colour) and the percentage of Ki6é7-positive cells (light colour) are represented for each condition. Grey,
blue and green columns represent fresh, CSF and SSV testicular fragments, respectively. Data are expressed as mean + s.e.m.
with n = 6 fragments. Different superscript letters indicate significant differences among the groups (p < 0.05). A common letter or
no letter indicates no significant difference. Significant differences between global morphological alteration scores (0-10) are
represented above brackets in panel c. CSF controlled slow freezing, dpp days post-partum, HES hemalun—eosin-saffron, SSV
solid surface vitrification, VitE vitamin E.
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FIGURE 4. DNA fragmentation and apoptosis in prepubertal rat testes following thawing/warming. (a, b) Representative images of
(a) TUNEL assays and (b) cleaved Caspase-3 immunofluorescence. Fresh testicular tissues from 8.5 dpp rats were analyzed either
immediately (Fresh: A;, B;) or after a 20-h culture period (Fresh 20 h: A, Bg). Testicular tissues from 8.5 dpp rats frozen in the
presence or absence of vitamin E were analyzed either immediately after thawing/warming (CSF: A,, B,; CSF + VitE: A, B;; SSV:
Ay, By; SSV + VitE: A5, Bs) or 20 h after thawing (CSF 20 h: Az, B;; CSF + VitE 20 h: Ag, Bg) or warming (SSV 20 h: Ay, Bo; SSV + VitE
20 h: Ao, B1o).- Panels on the lower left corner and upper right corner represent enlarged views of negative and positive cells,
respectively. Magnification x 960; Scale bar 50 um. (c, d) Histograms representing (c) intratubular DNA fragmentation and (d)
intratubular apoptosis. The percentage of TUNEL- or cleaved Caspase 3-positive tubules (dark colour) and the percentage of
TUNEL- or cleaved Caspase 3-positive cells (light colour) are represented for each condition. Grey, blue and green columns
represent fresh, CSF and SSV testicular fragments, respectively. Data are expressed as mean = s.e.m. with n = 6 fragments.
Different superscript letters indicate significant differences among the groups (p < 0.05). A common letter or no letter indicates no
significant difference. CI. Caspase 3 cleaved Caspase 3, CSF controlled slow freezing, dpp days post-partum, SSV solid surface
vitrification, TUNEL terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labelling, VitE vitamin E.
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<FIGURE 5. Progression of the first spermatogenic wave in
rat testes during postnatal development and in vitro
maturation. Differentiated germ cells were identified in 24.5,
36.5, 44.5 or 53.5 dpp (in vivo controls, B;—B,) and in fresh (A,
C1—Ca, F1—Fy), CSF (A3, D1—Dj, G1—Gy) or SSV (A3, E1—E,4, Hy—
H,) testicular tissues at DO (A;—A3), after culture with medium
A until D16 (C4-E), D28 (C,—E,), D36 (C3—E3) or D45 (C,—E,), or
after culture with medium B until D16 (F—H,), D28 (F>—H,), D36
(F3—H3) or D45 (F;—H,). HES staining was performed at 8.5 dpp,
24.5 dpp and D16, and PAS reaction was performed to
visualize the acrosomal cap in round to elongated
spermatids at 36.5 dpp, 44.5 dpp, 53.5 dpp, D28, D36 and
D45. Representative images are shown. At 8.5 dpp, only
spermatogonia (black arrowhead) and Sertoli cells (grey
arrowhead) are present in seminiferous tubules. Pachytene
spermatocytes (blue arrowhead), round spermatid (green
arrowhead), elongating spermatid (brown arrowhead) and
elongated spermatid (orange arrowhead) are observed at 24.5,
36.5, 44.5 and 53.5 dpp, respectively. Magnifications x 200
and x 500 (left and right panels, respectively); scale bars
50 um. CSF controlled slow freezing, D day, dpp days post-
partum, HES hemalun—eosin-saffron, PAS periodic acid-
Schiff reaction, SSV solid surface vitrification.

few tubules with leptotene/zygotene and pachytene
spermatocytes were found in tissues cultured with
media C, D, E and F (Table 3). At this time point,
29.4 £ 6.05% and 15.3 £ 4.05% tubules were com-
posed of pachytene spermatocytes with media A and
B, respectively (Table 3). At the end of the first sper-
matogenic wave in in vivo controls, all tubules con-
tained haploid cells. At D45, spermatogenesis did not
proceed beyond the pachytene spermatocyte stage with
media A and B or beyond the spermatogonia stage
with media C, D, E and F (Table 3). No difference in
the proportion of tubules at the pachytene stage was
observed between media A and B (Table 3).

Progression of In Vitro Spermatogenesis in Cultures
of Cryopreserved Rat Testicular Tissues

Impact of the CSF Protocol and Culture Media

8.5 dpp CSF testicular tissues were cultured on 1.5%
agarose gels and compared to cultures of FT (Fig. 5;
Table 4). At D16, pachytene spermatocytes were the
most advanced type of germ cells in fresh and CSF
tissues cultured with medium A (Table 4). The pro-
portion of tubules containing this type of germ cells
was lower in CSF tissues cultured with medium A than
in FT (p = 0.028) (Table 4). No leptotene/zygotene
and pachytene spermatocyte was found in CSF tissues
cultured with medium B at this time point (Table 4).
At D28, D36 and D45, spermatogenesis was arrested
at the leptotene/zygotene or pachytene spermatocyte
stage in CSF tissues cultured with both media (Ta-
ble 4). At D36, less leptotene/zygotene (p = 0.0022)
and pachytene spermatocyte (p = 0.015) was found in
CSF tissues than FT cultured with medium B. After a

45-day culture with media A and B, the percentage of
tubules containing leptotene/zygotene and pachytene
spermatocytes was similar between fresh and CSF tis-
sues (Table 4).

Impact of the SSV Protocol and Culture Media

8.5 dpp SSV testicular tissues were cultured on 1.5%
agarose gels with media A or B and compared to cul-
tures of FT (Fig. 5; Table 4). Leptotene/zygotene and
pachytene spermatocytes were obtained in SSV tissues
at all the culture time points (Table 4). At D16, the
proportion of tubules with pachytene spermatocytes
was lower in SSV tissues cultured with medium A than
in FT (p = 0.0043) (Table 4). At D36, less leptotene/
zygotene spermatocyte was found in SSV tissues than
FT (p = 0.039) cultured with medium B. No haploid
germ cells were detected in SSV tissues at D28, D36
and D45 whatever the medium used. At D45, the
proportion of tubules containing leptotene/zygotene
spermatocytes was higher in SSV tissues than FT
(p = 0.035) cultured with medium A. The proportion
of tubules with pachytene spermatocytes was not sig-
nificantly different between fresh and SSV tissues cul-
tured with media A and B at this time point (Table 4).

Finally, few differences were observed between cul-
tures of CSF and SSV tissues. A higher proportion of
leptotene/zygotene spermatocytes was produced in
SSV than CSF tissues at D16 (p = 0.0022), D36
(p = 0.015) and D45 (p = 0.015) with medium B. No
difference was observed with medium A.

DISCUSSION

The present work shows that both the CSF and SSV
cryopreservation protocols maintain the architecture
of rat prepubertal testicular tissues as well as
intratubular cell proliferation, with no or moderate
increase in DNA fragmentation and apoptosis.
Moreover, in vitro spermatogenesis up to the pachy-
tene stage was obtained from D16 to D45 in fresh, CSF
and SSV testicular tissues cultured with media from
Oblette et al.”

Cryopreservation of prepubertal testicular tissues is
currently the only option for fertility preservation of
patients with childhood cancer. Mouse spermatozoa
have been successfully produced from cryopreserved
(by CSF or SSV) prepubertal testicular tissues™''>?
using the organotypic culture system at a gas—liquid
interphase.”” The optimization of this culture system in
different species is required, before a human applica-
tion can be envisaged. Indeed, the yield of mouse
in vitro spermatogenesis is low.”> Moreover, no sper-
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TABLE 3. Percentage of seminiferous tubules at the most advanced differentiation stage of spermatogenesis or devoid of germ
cells after in vitro maturation of fresh testicular tissues with six different media.

Cell types In vivo/media A-F

24.5 dpp/D16

36.5 dpp/D28

44.5 dpp/D36

53.5 dpp/D45

Sertoli cells (%) In vivo

vivo

Spermatogonia (%)

vivo

Leptotene/zygotene spermatocytes (%)

Pachytene spermatocytes (%) vivo

TMOUOW>»S TMUOWS>STMOOWS>S TMUO W >

In vivo
In vivo

Round spermatids (%)
Elongated spermatids (%)

0.00 + 0.00% 0.00 + 0.00° 0.00 + 0.00% 0.00 + 0.00°
0.00 + 0.00% 0.57 + 0.56%° 0.56 + 0.56% 0.00 + 0.00°
6.67 + 3.44% 4.44 + 3.822 452 + 4.94%° 0.00 =+ 0.00°
0.00 + 0.00% 43.0 + 9.53%° 427 +£155%°  30.6 + 5.19°
0.00 + 0.00% 34.9 + 16.4° 48.6 + 9.71° 13.6 + 5.59%
111 £1.118 30.3 + 9.92° 21.7 £ 1565%° 42,9 + 5.46°
3.33 + 3.33% 17.8 + 6.97%°  8.89 + 2.94° 0.56 + 0.56°
0.00 + 0.00% 0.00 + 0.00° 0.00 + 0.00° 0.00 + 0.00°
62.2 + 9.95°° 65.3 + 6.48° 63.9 + 6.85° 83.9 + 3.50°
81.7 + 3.92° 81.1 + 5.28° 49.2 + 7.39° 66.1 + 8.58°°4
66.7 + 12.9"° 56.4 + 9.68° 57.3 + 15.5° 69.4 + 5.19 °
47.2 +£10.5° 65.1 + 16.4°° 50.8 + 10.2° 86.4 + 5.59°°°
77.8 + 4.69° 69.1 4+ 9.78"° 78.3 4+ 15.5° 57.1 + 5.46¢
57.8 «+ 5.35° 68.9 + 5.94°° 90.6 + 3.03° 96.7 + 1.72°
7.22 £ 2.91% 0.56 + o.5e:c 0.00 + o.oo: 0.56 =+ 0.56:
7.22 +1.34% 8.52 + 2.95 6.11 + 0.56 4.44 +£1.11
5.56 + 2.68%° 8.89 + 3.30°°  31.1 + 7.76° 13.3 & 7.84%
222 +1.41° 0.58 + 0.67° 0.00 + 0.00° 0.00 + 0.00°
1.67 + 1.14° 0.00 + 0.00° 0.00 + 0.00% 0.00 + 0.00°
1.11 + 0.70° 0.00 + 0.00° 0.00 + 0.00% 0.00 + 0.00°
4.44 + 1.65% 222 +1.11%°  0.00 + 0.00% 0.56 + 0.56°
92.8 + 2.912 12.8 + 3.98% 0.56 + 0.56% 0.00 =+ 0.00°
30.6 + 9.64% 25.6 + 4.312 29.4 + 6.05° 11.7 £ 3.31°
6.11 & 3.49° 5.56 + 2.53° 15.3 + 4.05° 20.6 + 7.72°
31.1 +11.8°¢  0.00 & 0.00° 0.00 + 0.00° 0.00 + 0.007
51.1 + 9.842 0.00 + o.ooz 0.56 + 0.57° 0.00 + 0.00°
20.0 + 4.55 0.56 + 0.56 0.00 + 0.00° 0.00 + 0.00°
34.4 + 7.92% 11.1 £ 7.39%°  0.56 + 0.56° 2.22 + 1.65°
0.00 + 0.00 81.7 + 1.88* 22.8 + 3.69* 5.00 + 1.43*
0.00 + 0.00 5.00 + 2.69 76.7 + 3.65* 94.4 + 1.41*

The “Sertoli cells” row shows the percentage of Sertoli cell-only tubules in the testicular tissues. The percentage of seminiferous tubules
arrested at the spermatogonia, leptotene/zygotene or pachytene spermatocyte, round or elongated spermatid stage is shown in the other

rows.

Values are expressed as mean + s.e.m. Different superscript letters indicate significant differences among the groups (p < 0.05). A

common letter indicates no significant difference.
D day, dpp days post-partum.
*p < 0.05 compared to all the other media and controls.

matozoa has been obtained so far in cultures of rat or
human prepubertal testes with this approach.’'-*’
Cryopreservation processes induce minor epithelial
and nuclear alterations in mouse prepubertal testicular
tissue.”” Although an increase in morphological alter-
ations was here observed after both types of cryop-
reservation, the global lesional score remained low
thereby showing that the structural integrity of tissues
was maintained. These data are consistent with previ-
ous results obtained with the CSF protocol*” and show
for the first time that the SSV protocol could be an
alternative approach to cryopreserve rat prepubertal
testes as previously demonstrated in mice.'" In addi-
tion, we found a similar proportion of tubules con-
taining proliferating cells before cryopreservation and
after thawing or warming. A lower percentage of Ki67-
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positive cells was however noticed in CSF and SSV rat
tissues after a 20-h culture period. A decreased pro-
liferative capacity of intratubular cells has also been
reported for mouse prepubertal testes after CSF or
SSV''2 and for rat prepubertal testes post-CSF.* In
this study, a higher proportion of tubules containing
cells with fragmented DNA but a similar proportion of
TUNEL-positive cells was observed in cryopreserved
tissues compared to FT after 20 h of culture. This re-
sult reflects the damaging effects of cryopreservation
protocols on intratubular cells.

Besides, our data show an increase in the percentage
of tubules with apoptotic cells only when vitamin E,
which displays anti-oxidant properties, was added to
the freezing and thawing steps of the CSF protocol.
Reactive oxygen species (ROS) are indeed produced
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TABLE 4. Percentage of seminiferous tubules at the most advanced differentiation stage of spermatogenesis or devoid of germ
cells after in vitro maturation of fresh, CSF and SSV testicular tissues with two different media.

Cell types Tissues Media D16 D28 D36 D45
Sertoli cells (%) Fresh A 0.00 + 0.00" 0.57 + 0.56 0.56 + 0.56 0.00 + 0.00*
B 6.67 + 3.44" 4.44 + 3.82 4.52 + 4.94" 0.00 + 0.00
CSF A 6.78 + 2.26°8 222 + 1.41 222 + 1.412 17.2 + 11.0°8
B 58.8 + 10.5° 10.6 & 3.59 40.6 + 5.12°8 21.1 + 7.44
SSv A 32.8 + 7.12°C 0.00 4 0.00 0.00 + 0.00 31.6 + 8.2128
B 1.67 + 1.67°*  0.00 + 0.00 2.27 + 1.89" 0.00 + 0.00°
Spermatogonia (%) Fresh A 62.2 + 9.95"® 653+ 6.48°  63.9+ 6.85 83.9 + 359"
B 81.7 + 3.92% 81.1 +£528° 492+ 7.39" 66.1 + 8.58
CSF A 785+ 7.05°*  82.8 + 8.92 76.7 + 8.92 711 £ 1118
B 41.2 +10.5"8 75.6 +7.78 58.9 + 5.07% 58.3 + 6.48
Y A 51.7 + 6.31%8 68.3 + 6.98 62.7 + 5.35 39.2 + 4.83%8
B 75.6 + 6.65°" 89.6 + 1.56 82.4 + 5.27° 63.3 + 7.30°
Leptotene/zygotene spermatocytes (%)  Fresh A 722 +1.34 8.52 +2.95 6.11 + 0.56° 4.44 +1.117
B 5.56 + 2.68"®  8.89 + 3.30 31.1 4+ 7.76°4 13.3 + 7.84"B
CSF A 10.2 + 4.06 7.22 4+ 4.42 7.22 4+ 4.42 5.56 + 2.22°B
B 0.00 + 0.00" 1.11 + 0.70 0.56 + 0.56° 0.00 + 0.00*
Y A 15.0 + 5.88 5.00 + 1.88 4.52 + 2.66 12.9 + 3.95°
B 14.4 + 4.69° 2.44 +0.79 11.4 + 3.78° 13.9 + 4.67°
Pachytene spermatocytes (%) Fresh A 30.6 + 9.64%" 25.6 + 4.312 29.4 £ 6.05 11.7 £ 3.31
B 6.11 + 3.49° 5.56 + 2.53° 15.3 + 4.05% 20.6 + 7.72
CSF A 4.52 + 2738 7.78 + 4.44 13.9 + 4.44 6.11 + 4.25
B 0.00 =+ 0.00 12.8 + 9.60 0.00 =+ 0.00% 20.6 + 12,5
SsV A 0.56 + 0.56° 26.7 + 7.55 32.8 + 5.63° 16.4 + 2.97
B 8.33 4+ 2.95 7.93 + 1.26 3.96 + 1.59°"8 228 + 3.38

The “Sertoli cells” row shows the percentage of Sertoli cell-only tubules in the testicular explants. The percentage of seminiferous tubules
arrested at the spermatogonia, leptotene/zygotene or pachytene spermatocyte stage is shown in the other rows.

Values are expressed as mean =+ s.e.m. Different superscript letters indicate significant differences among the groups (p < 0.05). A
common letter or no letter indicates no significant difference. Lowercase letters were used to compare media A and B within the Fresh, CSF or
SSV condition. Uppercase letters were used to compare the freezing effect (CSF vs. Fresh, SSV vs. Fresh and CSF vs. SSV) for each
medium.

CSF controlled slow freezing, D day, SSV solid surface vitrification.

during and after cryopreservation processes,” while
anti-oxidant defences are disturbed.® An excess of ROS
production can cause membrane lipid peroxidation,
DNA damages and cell apoptosis.' In our study, no
beneficial effect of the addition of vitamin E to the
CSF freezing and thawing media was observed. These
results are in contradiction with several studies
demonstrating that vitamin E promotes the prolifera-
tion of testicular cells, increases their viability2 and
reduces ROS accumulation after slow freezing proto-
cols.® In addition, we detected harmful effects (decline
in cell proliferation and rise in DNA fragmentation
and apoptosis) after vitrification and warming in the
presence of vitamin E. Because of its hydrophobic
nature, vitamin E could attach itself to tissues and
reduce the cooling rate.”” The use of other anti-oxi-
dants will have to be tested in order to better protect
cryopreserved cells.

A complete in vitro spermatogenesis has not been
obtained so far in the rat model with the 3D and
standard organotypic culture systems when starting

from the spermatogonia stage.””’ Spermatozoa-like
cells were observed after in vitro maturation inside
chitosan bioreactors® or on agarose gels,'® however
these results need to be confirmed with germ cell
markers. Spermatogenesis occurs in a specific and
complex microenvironment, which in vitro cultures try
to reproduce.'*** Different culture conditions were
tested in the current study to mature rat prepubertal
testes. The influence of the germ cell content on the
efficiency of in vitro spermatogenesis was first assessed.
Indeed, it has been previously shown in the mouse
model that in vitro germ cell differentiation was more
efficient when prepubertal testes contained spermato-
gonia rather than gonocytes.” In our study, a higher
proportion of seminiferous tubules containing the
most differentiated germ cell type (i.e. pachytene
spermatocytes) was obtained when maturing 8.5 dpp
rather than 5.5 dpp rat testes. Our data further show
that the use of 1.5% agarose gels was preferable to
0.35% gels. We could not reproduce previous results
reporting the generation of few round spermatids in
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cultures of fresh prepubertal testes.”” This discrepancy
might come from the difficulty to detect these rare
germ cells in testicular explants or to strain difference
(Wistar or Sprague-Dawley rats). Both strains have
endocrine differences which could influence tissue
development."> Moreover, it has been recently pub-
lished that the genetic background could influence
spermatogenic progression in mouse testicular tissues
cultured on agarose gels.”

In order to promote the progression of rat in vitro
spermatogenesis, six culture media containing various
supplements known to stimulate germ cell survival and
differentiation were then used. A complete in vitro
spermatogenesis has been previously obtained in the
mouse model with medium B* and potentially in the
rat model with medium C.>* Medium E has been used
for the in vitro culture of mouse testicular fragments.”!
Medium A corresponds to medium B supplemented
with 0.1 uM vitamin C and 0.1 uM testosterone.
Media D and F correspond respectively to media C
and E supplemented with 10% KSR. Indeed, the
addition of KSR to the culture medium has been
shown to be vital for the success of in vitro spermato-
genesis in the mouse model.”” Pachytene spermatocytes
were obtained at D16 in cultures of FT, whatever the
medium used. However, spermatids were not observed
at the other culture time points. Media A and B, but
not C-F, allowed the maintenance of pachytene sper-
matocytes from D16 to D45. In CSF and SSV tissues
cultured with media A and B, spermatogenesis was
also arrested at the pachytene spermatocyte stage. At
this stage, synapsis and recombination of homologous
chromosomes occur. Defects in these processes may
lead to the arrest of meiosis at the pachytene sperma-
tocyte stage, an increase of apoptosis and meiotic sex
chromosome inactivation failure.'®" Deregulated
expression of genes involved in meiotic crossover or
checkpoint may explain this maturation arrest.
Molecular studies will have to be undertaken in order
to decipher the mechanisms leading to the arrest of rat
in vitro spermatogenesis at the pachytene stage and to
overcome this blockage.

In conclusion, the CSF and SSV procedures de-
scribed in the current study can be used for the cry-
opreservation of rat prepubertal tissues. The
organotypic culture system allowed the initiation of
meiosis with all the culture media tested. However, rat
in vitro spermatogenesis did not proceed beyond the
pachytene spermatocyte stage in cultures of fresh, CSF
and SSV tissues, regardless of the spermatogenesis
stimulating factors added to the culture media. Much
remains to be done to understand the reason of the
arrest in germ cell differentiation. Indeed, the opti-
mization of the organotypic culture conditions on rat
prepubertal testicular tissues could be a stepping stone
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for the translation of this approach in a human
application.

ELECTRONIC SUPPLEMENTARY MATERIAL

The online version of this article (https://doi.org/10.
1007/s10439-020-02535-8)  contains  supplementary
material, which is available to authorized users.
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Supplementary Figure legends:

Supplementary figure 1. Progression of the first spermatogenic wave in rat testes during in
vitro maturation with four different media.

Differentiated cells were identified in fresh testicular tissues cultured with medium C (A1-D1),
medium D (A2-D3), medium E (As-D3) and medium F (As-D4) until D16 (A1-As), D28 (B1-Ba), D36
(C1-Ca) or D45 (D1-Da). HES staining was performed at D16 and PAS reaction was performed to
visualize the acrosomal cap in round to elongated spermatids at D28, D36 and D45.
Representative images are shown. Magnifications: X200 and X500 (left and right panels,
respectively); scale bars: 50 um.

D: day; HES: hemalun-eosin-saffron; PAS: periodic acid-Schiff reaction

Supplementary materials and methods:

Rat testicular tissue collection

Wistar rats were purchased from Charles River Laboratories (L'Arbresle, France). Rats were
housed in a controlled environment (12h light/12h darkness and temperature 21°C +/- 1°C)
with free access to food and water ad libitum. DO represents the pups day of birth.
Prepubertal testes, in which gonocytes and spermatogonia (5.5-day old rats) or
spermatogonia (8.5-day old rats) are the most advanced type of germ cells, were obtained
after euthanasia by decapitation. They were rinsed in a-MEM medium (22561-021, Gibco Life
Technologies, Saint-Aubin, France) at 4°C and the tunica albuginea was removed with two
needles under a binocular magnifier (S8APO, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany),
before organotypic culture or cryopreservation. Rats aged 24.5 to 53.5 dpp were euthanized

by CO; asphyxiation.
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Organotypic cultures

Testicular tissue culture at a gas-liquid interphase was performed according to the previously
published in vitro organ culture technique (Sato et al., 2011). To prepare the agarose gels,
0.7% agarose solution (A6013, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) was mixed with
an equal volume of the relevant basal medium to obtain 0.35% agarose gels, as described by
Reda et al., 2016. For 1.5% agarose gels, we used the protocol developed by Arkoun et al.,
2015. The day before the beginning of each culture, 0.35% or 1.5% agarose gels were placed
in 6-well plates, 1 gel per well, and soaked overnight in 2 ml culture medium (a-MEM or
DMEM (31330-038, Gibco Life Technologies) in the incubator. At the day of the beginning of
culture, soaking media was replaced by 1 ml of the relevant media (basal medium or media A,
B, C, D, E and F, Table 1). Testes were cut in six (approximatively 5 mg each) with a sterile
scalpel and testicular tissue fragments were slightly included and spread onto the agarose
gels. Tissues were cultured under 5% C0»-95% air at 34°C.

The basic culture medium used for assessment of the culture conditions (depending on the
culture condition tested) consisted of a-MEM, supplemented with knockout serum
replacement (KSR, 10828-010, Gibco Life Technologies) and either 0.01% gentamicin or 1%
penicillin/streptomycin. Six different culture media were tested: (1) medium A: a-MEM + 10%
KSR + 0.1 uM vitamin C (L-ascorbic acid, A5960, Sigma-Aldrich) + 3400 uM vitamin E ((+/-)-a-
Tocopherol, T3251, Sigma-Aldrich) + 1 uM retinol (R7632, Sigma-Aldrich) + 0.1 uM
testosterone (T1500, Sigma-Aldrich) + gentamicin (G1397, Sigma-Aldrich), (2) medium B: a-
MEM + 10% KSR + 3400 uM vitamin E + 1 uM retinol + gentamicin, (3) medium C: DMEM/F12
+ 0.1 mM vitamin C + 23.2 uM vitamin E + 0.33 uM retinol + 0.33 UM retinoic acid (R2625,
Sigma-Aldrich) + 50 ng/ml FSH (Puregon, MSD France, Courbevoie, France) + 0.1 uM

testosterone + 10 pg/ml insulin (12643, Sigma-Aldrich) + 10 pg/ml apo-transferrin (T2036,
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Sigma-Aldrich) + 1 mM pyruvic acid (P3662, Sigma-Aldrich) + gentamicin +
penicillin/streptomycin, (4) medium D: medium C + 10% KSR, (5) medium E: DMEM/F12 + 0.1
UM vitamin C + 23.2 pM vitamin E + 1 uM retinol + 0.33 uM retinoic acid + 7.33 ng/ml FSH +
1.1 ng/ml hCG (Gonadotrophine Chorionique Endo, MSD France) + 10 pug/ml insulin + 10 ug/ml
apo-transferrin + 1 mM pyruvic acid + gentamicin + penicillin/streptomycin, (6) medium F:
medium E + 10% KSR. The different culture media tested were prepared and replaced at D2,

D4 and then every 4 days.

Histological and immunohistochemical analyses

Testicular tissues and cultured explants were fixed for 2 hours (cultured tissues and 8.5 dpp
tissues) or 24 hours (other in vivo controls) at room temperature in Bouin’s solution (HT10132,
Sigma-Aldrich) for histological and or in 4% paraformaldehyde (P6148, Sigma-Aldrich) for
immunofluorescence and TUNEL analyses. They were dehydrated in successive
ethanol/xylene baths in the Citadel 2000 tissue processor (Shandon, Cheshire, UK) and
embedded in paraffin (Paraplast X-TRA, 39603002, Leica, Fisher scientific, lllkirch, France).
Tissue sections (3 um thick) were cut with the JungRM 2015 microtome (Leica microsystem
GmbH) and mounted on Polysine slides (Thermo Fischer Scientific, Saint-Aubin, France) and
dried overnight. Tissue sections were then deparaffinized in xylene and rehydrated with
decreasing concentrations of ethanol at the moment of analyzes.

For hemalun eosin saffron (HES) staining, sections were incubated with hemalun (diluted at
1:2, 720-0330, RAL Diagnostics, VWR International, Fontenay-sous-Bois, France) for 2 minutes
and washed under tap water for 10 minutes. The sections were then incubated in 2% eosin
(E4382, Fisher Bioreagent, Thermo Fischer Scientific) for 15 minutes and then briefly rinsed

with distilled water. The sections were dehydrated with bath of alcohol before incubation with
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2% saffron (720-1203, RAL diagnostics, VWR International) for 10 minutes. The sections were
then rinsed in 100% alcohol, followed by two xylene baths. For periodic acid-Schiff (PAS)
reaction, which allows the visualization of the acrosomal cap of spermatids, the sections were
incubated with 0.5% periodic acid (BP581-100, Sigma-Aldrich) for 10 minutes, and were then
washed with distilled water for 5 minutes. Afterward, the sections were incubated with
Schiff’s reagent (1.090033.0500, Merck Millipore, Saint-Quentin-en-Yvelines) for 30 minutes
and washed 3 times in distilled water for 2 minutes. The sections were counterstained with
hemalun for 2 minutes and then rinsed again with distilled water for 5 minutes. Sections were
then dehydrated in successive baths of ascending concentration of alcohol before two xylene
baths, each for 5 minutes each. The sections were mounted with Eukitt (03989, Sigma-
Aldrich).

The integrity of the seminiferous epithelium was scored as follows: (i) detachment of cells
from the basement membrane was scored as 0 if absent, as 2 if partial and as 3 if total or
observed on more than the half of the tubular circumference, (ii) gap formation and shrinkage
were scored as O if absent, as 2 if slight and as 3 if more obvious. Intratubular nuclear
alterations were scored as follows: (i) distinction between Sertoli cells and spermatogonia
nuclei was scored as 0 if easy, 1 if difficult and 2 if impossible, (ii) observation of nucleoli was
scored as 0 if easy (visible in the majority of cells) and scored as 1 if impossible (iii) nuclei
condensation was scored as 0 if absent or present in only 1 nucleus, as 1 if few nuclei were
condensed and as 2 if more than 25% were pyknotic. The global score (between 0 and 10)
results from the sum of the epithelial and nuclear scores (Milazzo et al., 2008).

For Ki67 and cleaved Caspase 3 immunostaining, sections were first washed for 3 minutes in
0.05% (v/v) Tween-20 in Tris buffer (TBST), boiled for 40 minutes at 96°C in 0.7 mM citrate

buffer pH 6.0 (TO050, Diapath, Microm Microtech, Francheville, France) and then cooled at
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room temperature for 20 minutes. They were washed in distilled water for 5 minutes and
permeabilized with 0.01% (v/v) Triton X-100 (T6778, Sigma-Aldrich) at room temperature for
15 minutes (for Ki67 staining only). Non-specific sites were blocked with 5% (w/v) bovine
serum albumin (A7906, Sigma-Aldrich) and 0.12% (v/v) horse serum (H1270, Sigma-Aldrich).
Sections were then incubated for 60 or 90 minutes at room temperature with rabbit
monoclonal anti-Ki67 1gGs (1:500, Ab16667) or rabbit polyclonal anti-cleaved Caspase 3 I1gGs
(1:200, Ab49822), respectively. After a 5-minute wash in TBST, sections were incubated with
goat polyclonal anti-rabbit IgGs coupled to Alexa Fluor® 488 (1:200, AB150077) for 1 hour at
room temperature. Negative controls were performed with pre-immune rabbit IgGs (SC-2027,
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany). Sections were rinsed, dehydrated with
ethanol and mounted in Vectashield with DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) (H-1200,

Vector, Eurobio, Les Ulis, France).

CSF and thawing

Testes were frozen by CSF using a previously described protocol, with slight modifications
(Travers et al., 2011). Briefly, testes from rats aged 8.5 dpp were cut in half (approximatively
15 mg) in petri dishes containing Leibovitz L15 (11415-049, Gibco Life Technologies) medium
and placed into cryovials containing 1.3 ml of the cryoprotective medium composed of
Leibovitz L15 medium, 1.5 M dimethylsulfoxide (DMSO, D8418, Sigma-Aldrich), 0.05 M
sucrose (S0389, Sigma-Aldrich), 10% (v/v) FCS (10270-098, Gibco Life Technologies),
supplemented or not with 3.4 mM vitamin E. After a 30-minute equilibration at 4°C, testicular
fragments were frozen in a programmable freezer (Freezal, Air Liquide, Marne-la-Vallée,

France) with the following protocol: start at 5°C, then -2°C/minute until reaching -9°C,
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temperature stabilization for 7 minutes, then -0.3°C/minute until -40°C and -10°C/minute
down to -140°C. Frozen samples were then stored into liquid nitrogen.

After 1 minute at room temperature, samples were thawed during 3 minutes at 30°C in a
thermostatic water bath and then incubated at 4°C into several baths containing decreasing
concentrations of cryoprotectants for 5 minutes each: (i) 1 M DMSO, 0.05 M sucrose, 10% FCS
in Leibovitz L15; (ii) 0.5 M DMSO, 0.05 M sucrose, 10% FCS in Leibovitz L15; (iii) 0.05 M
sucrose, 10% FCS in Leibovitz L15 and (iv) 10% FCS in Leibovitz L15. Vitamin E at 3.4 mM was

added or not in each bath.

SSV and warming

Testes from rats aged 8.5 dpp were cut into 6 fragments (approximatively 5 mg each).
Fragments were incubated in DMEM/F12, then in DMEM/F12 supplemented with 2.1 M
DMSO and 1.35M ethylene glycol for 10 minutes at 4°C, and finally in DMEM/F12
supplemented with 2.1 M DMSO, 2.7 M ethylene glycol (E9129, Sigma-Aldrich), 0.5 M sucrose
and 20% FCS for 5 minutes at 4°C (Dumont et al., 2015). Vitamin E at 3.4 mM was added or
not in each bath. Samples were dropped off on aluminium boats floating in liquid nitrogen.
Vitrified fragments were transferred into pre-cooled cryovials and stored in liquid nitrogen.
After 2-3 seconds at room temperature, vitrified testicular samples were warmed at 37°C in
DMEM/F12 supplemented with 0.5 M sucrose and 20% FCS for 2 minutes, and then in
DMEM/F12 supplemented with 20% FCS for 2 minutes. To remove a maximum of
cryoprotectants, testes were then successively transferred in four baths of DMEM/F12
supplemented with 20% FCS for 5 minutes each at 4°C. Vitamin E at 3.4 mM was added or not

in each bath.

153



Publication 1 — Freezing protocols and organotypic culture

TUNEL assays

Tissue sections were warmed for 2 minutes at 37°C, rehydrated for 10 minutes in PBS and
incubated in acetone (400971, Carlo Erba, Dominique Dutscher, Brumath, France) for
2 minutes. Then, tissue sections were rinsed two times in distilled water for 10 minutes.
Afterward, slides were incubated with the enzyme solution (5 pl enzyme + 45 pl substrate, In
Situ Cell Death kit POD, Roche, Mannheim, Germany) for 60 minutes at 37°Cin a pre-warmed
humidified chamber. After been rinsed two times in PBS, sections were progressively
dehydrated in ascending concentration of alcohol. Sections were mounted in Vectashield with
DAPI. Positive controls were performed by incubating tissues with DNase | before TUNEL

assays and negative controls were carried out by omitting the enzyme solution.
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Notre premiere étude a mis en évidence un arrét de maturation précoce des cellules
germinales en prophase I de la méiose au cours d la maturation in vitro. Afin de comprendre
I’origine de cet arrét, des analyses histologiques ont été menées sur le tissu apres culture (J28).
La composition en cellules germinales et cellules de Sertoli ainsi que la prolifération
intratubulaire ont été évaluées par immunofluorescence et comparées au temps correspondant
in vivo (36,5 jpp), ainsi qu’au temps d’entrée en méiose (14,5 jpp). La fragmentation de I’ADN,
plus particulierement dans les spermatocytes I, a été étudiée apres un double immunomarquage
SYCP3 (synaptonemal complex protein 3)/TUNEL. Afin d’évaluer plus précisément les
altérations conduisant a cet arrét, des étalements chromosomiques ont été réalisés, et I’intégrité
du complexe synaptonémal (SYCP3/SYCP1 [synaptonemal complex protein 1]) ainsi que
’efficacité de I’inactivation des chromosomes sexuels (SYCP3/yH2AX) ont été analysées par
immunofluorescence et microscopie confocale (Plateforme PRIMACEN, Mont-Saint-Aignan).
La fonctionnalité des cellules de Leydig a été vérifiée par dosage de la testostérone intra-
testiculaire et dans le milieu de culture par RIA (Radio-immuno assay), en collaboration avec
le service d’hormonologie du CHU de Rouen. Une analyse du transcriptome par RNA-
sequencing (Plateforme GenomEast, Illkirch), a été effectuée afin d’identifier les mécanismes

moléculaires potentiellement modifiés lors de la culture.

Les résultats principaux obtenus sont en faveur d’'un maintien du statut immature du
tissu testiculaire maturé in vitro, celui-ci conservant les parametres comparables a ceux
observés a 14,5 jpp, plutdt qu’au temps controle d’age équivalent. Les analyses cytologiques
ont révélé des anomalies de la mise en place du complexe synaptonémal et du corps sexuel.
L’analyse du transcriptome suggere une dérégulation des genes impliqués dans la
spermatogenese, la stéroidogenese ainsi qu’une surexpression des genes qui interviennent dans
la réponse immunitaire, 1’inflammation et le stress cellulaire. Une analyse complémentaire
réalisée avec le logiciel IPA, permettant e mettre en évidence de potentiels régulateur de nos
données, a révélé une part importante de I’inflammation dans la dérégulation des geénes lors de

la culture.

Ces travaux ont été présentés sous forme de communication affichée au congres de la

FFER (Caen, 2019) et de la SALF (Nancy, 2020).
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Abstract

In vitro spermatogenesis appears as a promising approach to restore the fertility of survivors of
childhood cancer. Spermatozoa have been successfully produced from mouse prepubertal
testicular tissues using the organotypic culture approach. However, the rat model has proven to
be challenging, since a complete rat in vitro spermatogenesis has not yet been achieved with
the organ culture system. The aim of the present study was to study and identify the origin of
the meiotic maturation arrest observed in rat cultured tissues, by a histological and
transcriptomic approach.

We report that, despite meiotic entry, in vitro matured rat prepubertal testicular tissues
displayed an immature feature. RNA-sequencing analyses were conducted in order to unravel
the molecular mechanisms of meiotic arrest in organotypic cultures. Principal component
analysis confirmed the immature status of testicular tissues cultured for 28 days, whose
transcriptomic profile was close to that of 14.5 dpp testes. An upstream regulator analysis
further highlighted the presence of an important immune reaction in the cultured explants, that
could alter the progression of meiosis.

By analyzing for the first time in vitro matured rat prepubertal testicular tissues at the molecular
level, this study therefore revealed that the deregulation of genes involved in immune cell

recruitment and inflammation could be at the origin of maturation arrest in organotypic cultures.
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Introduction

With the improvement of biomedical research, the survival of children with childhood cancer
has increased. Quality of life after cancer has therefore become an important issue in the
management of these patients. Oncological treatments are mainly based on chemo- and
radiotherapy, whose gonadotoxicity could lead to gonadal dysfunction and infertility
(Delessard et al., 2020). To preserve the future fertility of prepubertal patients, cryopreservation
procedures of immature testicular fragments containing spermatogonial stem cells have been
developed (Picton et al., 2015). Several fertility restoration approaches have also started to
emerge (Onofre et al., 2016) and are currently the object of research, such as (i) in vitro
maturation in 3D cultures (Huleihel et al., 2015; Rezaei Topraggaleh et al., 2019) or in
organotypic cultures (Arkoun et al., 2015; Oblette et al., 2020; Sato et al., 2011) and (ii) in vivo
maturation by testicular tissue grafting (Fayomi et al., 2019; Pullium et al., 2008) or
spermatogonial stem cell transplantation (Hermann et al., 2012; Kanatsu-Shinohara et al.,
2003). Among these different strategies, organotypic culture presents the advantage of
maintaining the tissue architecture and cellular interactions that are necessary for germ cell
maturation as well as avoiding the potential reintroduction of tumor cells in cured patients.
Using this approach, fertilizing spermatozoa have been obtained in vitro from mouse
prepubertal testes (Oblette et al., 2020; Sato et al.,2011). The development and optimization of
organotypic culture procedures in animal models is essential before a human application can be
envisaged. The rat model, whose duration of spermatogenesis is intermediate between mice and
humans (53 days vs 36 and 74 days) and showing (as in humans) a germ cell maturation arrest
in organotypic cultures (de Michele et al., 2018; Kurek et al., 2021; Matsumura et al., 2021;
Medrano et al., 2018; Reda et al., 2016; Saulnier et al., 2020), appears as a relevant model for

the improvement of in vitro culture conditions.
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Spermatogenesis is an essential process by which haploid spermatozoa develop from
spermatogonial stem cells in the seminiferous tubules of the testis. Meiosis is the step during
which genetic recombinations occur in diploid spermatocytes and at the end of which haploid
spermatids are generated. A single round of DNA replication is followed by two consecutive
rounds of nuclear meiotic divisions. The first meiotic division (meiosis I) is characterized by a
prolonged prophase phase during which chromosome synapsis, crossovers and homologous
recombination take place (Zickler and Kleckner, 2015) and by the segregation of homologous
chromosomes, each composed of a pair of sister chromatids. Synapsis and recombinations
occur following the formation of a proteinaceous structure between the homologous
chromosomes, called the synaptonemal complex (Gao and Colaidcovo, 2018). The production
of at least one crossover per homologous chromosome pair is required for an accurate
segregation of chromosomes (Youds and Boulton, 2011). Homologous recombinations require
the generation of DNA double-strand breaks (DSBs) by the endonuclease SPO11 (Keeney et
al., 1997). Most of the generated DSBs are involved in chromosome pairing and alignment
(Zickler and Kleckner, 2015). The repair of SPOI11-induced DSBs is essential for stable
homologous chromosome pairing and synapsis during prophase (Baudat et al., 2000; Carofiglio
et al., 2018). During meiosis 11, sister chromatids separate within two haploid daughter cells.

Meiosis is therefore a complex process involving many genes, whose deregulation of
expression can be at the origin of meiotic arrest as demonstrated in transgenic mouse (de Rooij
and de Boer, 2003; Roeder and Bailis, 2000). Numerous studies have investigated the causes
of meiotic arrests in a fundamental or purely medical context (Kui et al., 2019; Stahl et al.,
2012; Wang et al., 2021; Yatsenko et al., 2015). Progressively, lists of genes leading to
infertility have emerged as a result of the development of high-throughput sequencing (Ghieh
etal.,2019). Meiotic arrest could be due to a chromosome abnormality, such as Y microdeletion

and aneuploidy, or gene mutations. A splice site mutation of the gene SYCE1 (coding for
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synaptonemal complex central element 1) (Maor-Sagie et al., 2015) have been demonstrated as
disrupting the acceptor site of intron 3, leading to an absence of this protein in the seminiferous
tubules. SYCEI is one of the four components of the synaptonemal com- plex required for
chromosome pairing. Its absence leads to the disruption of synapsis in mice (Bolcun-Filas et
al., 2009). Some studies have highlighted the involvement of different checkpoints in cases of
maturation arrest (Barchi et al., 2005; Smirnova et al., 2006). These checkpoints, such as the
pachytene checkpoint, have a fundamental role in meiotic progression. The pachytene
checkpoint is involved in the repair of DSBs induced during meiotic recombination and in the
detection of asynapsis. The retention of ATM/ATR kinases at DSB sites acts as a prevention of
cell division, followed by an amplification of this signal involving the BRCA1 protein and the
histone H2AX. It informs the cell of the persistence of DSBs on asynapsed chromosome
fragments. However, the presence of numerous asynapsis induces a defect in the recruitment of
ATR and BRCAI proteins on the asynapsed sections of the sex chromosomes. Retention of
these proteins on autosome asynapsis thus leads to a defect in sex chromosome inactivation and
cell apoptosis (Mahadevaiah et al., 2008). It appears that mutant genes involved in the same
biological process can induce arrest at different stages of the cell cycle/meiosis (Barchi et al.,
2005). The same is true for proteins involved in synapsis or silencing of sex chromosomes
(Ellnati et al., 2017; Xu et al., 2003). However, genetic alterations are not the only cause of
meiotic arrests. Because spermatogenesis is finely regulated by different factors such as
temperature, hormones and nutrients, abrupt changes in the environment can affect its
progression (Chen et al., 2016; Durairajanayagam et al., 2015; Manfo et al., 2014). Indeed, an
early deprivation in vitamin A in prepubertal mice leads to a disruption of the blood-testis
barrier (BTB), an arrest in meiosis and germ cell apoptosis (Chiharaet al.,2013; Liet al.,2011).

In cases of cryptorchidism in humans, the maintenance of germ cells at body temperature
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induces the appearance of mutations, leading to germ cell alterations, tumor formation and
progressive germ cell depletion (Cobellis et al., 2014).

A meiotic blockage has been evidenced during in vitro maturation of rat (Saulnier et al., 2020)
or human prepubertal testicular tissues (de Michele et al., 2018). The identification of
deregulated gene sets or pathways in vitro would contribute to a better understanding of the
mechanisms involved in meiotic blockage. Transcriptomic approaches has proven to be useful
in highlighting downregulation of genes involved in the control of cell cycle such as Igf-1 (Yao
etal.,2017) or upregulation of genes involved in immune response (Abe et al., 2020) in cultures
of mouse prepubertal testes. Supplementations of culture media with IGF-1 (Yao et al., 2017)
or an inhibitor of the TLR4-NF«B signaling pathway (Abe et al., 2020) led to a significant
increase in sperm yield and a reduction in the activation of macrophages, respectively. RNA
sequencing (RNA-Seq) analyses also allowed to identify differentially expressed genes (DEGs)
between in vitro and in vivo matured mouse ovarian tissues, thereby enabling the optimization
of culture conditions and the successful completion of in vitro oogenesis (Morohaku et al.,
2016).

The aim of the present study was therefore to understand the underlying mechanisms of meiotic
arrest in rat organotypic cultures, using histological analyses and in particular, a bulk

transcriptomic approach.

Results

Germ cells survive in cultured testicular tissues but do not achieve their differentiation

As previously described (Saulnier et al., 2020), rat prepubertal testicular tissues were cultured
on agarose gels for 28 days (D28). In order to characterize and identify the origin of the meiotic
arrest in in vitro cultured tissues, histological and immunohistochemical analyses were first

performed and compared to age-matched in vivo controls (36.5 dpp) and prepubertal in vivo
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controls (14.5 dpp). Six replicates were performed for each condition, composed of 6 different
testes for in vivo controls and 2-3 testicular tissue fragments for cultured explants. In sections
of 14.5 dpp and 36.5 dpp rat testes, all the expected stages of spermatogenesis were observed,
with meiotic cells present in the adluminal compartment of seminiferous tubules (Fig. 1A,B).
In sections of D28 cultured tissues, an early meiotic arrest at the spermatocyte I stage was
observed. Therefore, no staging of the seminiferous epithelium was possible. The tubules
remained quite empty and few spermatocytes I were observed (Fig. 1A,B). The
immunolabeling of DDX4, a protein expressed in the germline and involved in germline
integrity, confirmed that the germ cell content was decreased after organotypic culture, with the
presence of Sertoli cell-only tubules and a decrease in germ cells/Sertoli cells ratios compared
to age-matched in vivo controls. In contrary to Sertoli cells, a lower number of germ cells per
tubules was observed in cultured tissues compared to the age-matched control (Fig. 1C,D,
Fig.S1). In cultured tissues, the nuclei of some germ cells appeared pyknotic. However, the
germ cells/Sertoli cells ratios were similar between D28 cultured tissues and 14.5 dpp immature
testes (Fig. 1D, Fig.S1).

We next determined whether germ cell depletion in cultured tissues was the result of an
imbalance between proliferation and apoptosis. Ki67 immunostaining revealed that the
proliferative activity of intratubular cells was maintained throughout the culture process (Fig.
1E,F, Fig.S1). The proliferative activity in D28 cultured tissues was closer to that of the
immature 14.5 dpp tissues than to that of the age-matched 36.5 dpp controls, suggesting that an
impairment of tissue maturation may be a possible cause of the meiotic arrest.-To evaluate the
DNA integrity of produced spermatocyte, we combined a TUNEL reaction with a SYCP3
immunostaining. As expected, an increased proportion of intratubular cells with fragmented
DNA (TUNEL positive) was detected in cultured tissues, partially due to the culture condition

(Fig. 1G, H). However, the proportion of tubules containing TUNEL positive-spermatocytes
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at D28 was not different from in vivo controls (Fig. 1I). The percentage of spermatocytes with
DNA fragmentation was below 0.2% in cultured tissues (Fig. S1), which is insufficient to
explain the cell maturation arrest. The first wave of spermatogenesis is characterized by an
extensive apoptosis of A spermatogonia and spermatocytes at the zygote-pachytene transition
(Jahnukainen et al., 2004). Furthermore, DNA breaks reparation default can also lead to cell
death (Burgoyne et al., 2009).

The formation of the XY body was then assessed by immunolabeling YH2A.X on paraftin slides
(Fig. 1J), a protein involved in DSB and transcriptional silencing of the XY body. When
physiologically expressed, YH2AX is present at the zygotene stage on the chromosomal
asynapsis region whereas it becomes restricted and highly expressed in the XY body at the
pachytene stage (Blanco-Rodriguez, 2009). In D28 cultured tissues, arrested spermatocytes
displayed an indistinguishable XY body formation and dispersed YH2AX staining within the
nuclei, around the chromosomes (Fig. 1J). To confirm this observation, meiotic chromosome
spreads were prepared from D28 cultured tissues and age-matched in vivo controls. Using
confocal microscopy, we found supplemental YH2AX spots in the pachytene spermatocytes
generated in vitro, which were localized on the chromosome axes, in comparison to the unique
YH2AX spot detected in pachytene spermatocytes in vivo (Fig. 2A). Since yH2AX
overexpression could be due to an asynapsis or an absence of DSBs repair, the integrity of the
synaptonemal complex was investigated by performing double SYCP3/SYCP1
immunostaining. A slight asynapsis could be observed in part of the spermatocytes generated
during culture;-whereas some of them seems to be correctly synapsed (Fig. 2B).

Next, to determine if the cell maturation arrest was due to a hormonal deregulation, the
functional integrity of Leydig cells was assessed by measuring testosterone secretion into the
media throughout the culture period (DO, D6, D16, D22, D28), as well as intratesticular

testosterone levels at the different culture time points and the corresponding in vivo controls
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(8.5 dpp, 14.5 dpp, 24.5 dpp, 30.5 dpp, 36.5 dpp). As expected, high intratesticular testosterone
levels during the first days of postnatal life, corresponding to minipuberty, were evidenced by
RIA (Radio-Immuno Assay) (Fig. 3A). These levels progressively decreased during the first
wave of in vivo spermatogenesis. Similar levels (except at D6) were found in vitro, suggesting
that the functionality of Leydig cells was well preserved in organotypic cultures (Fig. 3A). A

decrease in testosterone secretion was also observed during the culture period (Fig. 3B).

In vitro and in vivo matured testicular tissues have distinct transcriptomic profiles

In order to identify the molecular mechanisms involved in the spermatogenic arrest during
organotypic culture, bulk RNA sequencing analyses were conducted on in vitro and in vivo
matured testicular tissues in order to compare their transcriptomic profiles. For each time point,
three replicates were analyzed, with three different testes for in vivo controls and twelve pooled
cultured explants per replicate for the in vitro conditions. One 14.5 dpp tissue, which displayed
a different transcriptomic profile compared to the other two replicates, was excluded from the
downstream analyses.

A PCA (Principal Component Analysis) revealed the biological relevance of the resulting
transcriptomic dataset: the first component (or dimension) containing 84.8% of variances
indeed appeared strongly correlated with the tissue maturity of samples (Fig. 4A). Indeed, in
vivo samples at each developmental stage (24.5, 30.5, 36.5 and 53.5 dpp) clustered together,
whereas immature 14.5 dpp tissues clustered with all the in vitro cultured tissues (D6, D16,
D22, D28). A more precise analysis showed that in this last cluster, 14.5 dpp tissues clustered
away from cultured explants (Dimension 1, 52.4% of variance), demonstrating a persistent
difference between in vivo and in vitro matured testicular tissues (Fig. 4B). The analysis of
DEGs confirmed the differences between in vivo and in vitro conditions from the outset of the

first wave of spermatogenesis (Fig. S2).
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Based on the above PCA and on histological observations, we compared the transcriptomes of
cultured tissues to those of 14.5 dpp tissues to highlight genes involved in the initiation of germ
cell maturation, that could be deregulated during cultures, thereby leading to a premature
spermatogenic arrest (Fig. 4C). By applying stringent selection parameters, we were able to
highlight 1,240 DEGs (Differentially Expressed Genes), among which 600 were deregulated in
each comparison (Fig. 4C, Table S1). A clustering analysis on the resulting set of genes
allowed us to generate 7 expression patterns (termed P1-7), which can be organized into two
broad clusters, P1-P4 and P5-P7, regrouped due to their extremely broad expression profile
(Fig. 4D, Table S1): cluster P1-4 corresponds to 215 genes transiently expressed in the testis
during its maturation and predominantly down-regulated in cultured tissues and cluster P5-7
corresponds to 385 genes poorly expressed during the maturation process but up-regulated in

cultured tissues (Fig. 4D, Table S1).

The functional analysis revealed associations with specific biological processes

In order to investigate the molecular pathways involved in this defective maturation process,
we performed a functional analysis based on a GO (Gene Ontology) enrichment on the seven
resulting expression patterns. This functional analysis highlighted 1,056 enriched GO terms
(Table S2) significantly associated with the P1-4 and P5-7 patterns, among which 35 biological
processes have been selected for representation (Fig. SA). Out of the 215 genes belonging to
the P1-4 pattern, 42 are involved in reproductive process (p value < 4.58E-06), 52 in cell cycle
(4.13E-25) and 58 in cell differentiation (0.037) (Fig. SA). The P1-4 pattern was also found to
be enriched in genes involved in chromosome segregation (number of genes = 29,
p value <9.23E-18), cell cycle checkpoint (11, 0.0002) as well as genes involved in
metaphase/anaphase transition (7, 0.0002) (Fig. SA), reflecting the clear defect in synaptonemal

complex organization. The 385 genes downregulated in in vivo controls and gradually
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upregulated during the culture process (pattern P5-7) (Fig. 4D) appeared to be mainly involved
in general mechanisms such as tissue development (66, 7.97E-07), cell development (52,
0.007), cell death (71, 6.24E-08), stress (110, 4.52E-09) or inflammation (16, 0.007) (Fig. SA).
Interestingly, more specific terms which may influence spermatogenesis are also enriched.
Indeed, due to the culture condition, explants were exposed to a more harmful environment
than under physiological conditions, with a direct exposure to oxygen, and finally oxidative
stress. It was reflected by a significant association with the oxygen level GO term (26, 3.30E-
05) (Fig. SA). Also, genes whose expression could be affected by the culture media and its
supplementation were enriched for gene sets involved in nutrient level (32, 0.0003), response
to hormonal stimulation (54, 2.10E-07) as well as growth factors (26, 0.0008) (Fig. SA).

By exploring these gene sets with a manual bibliography, we identified 102 genes clearly
related to spermatogenesis and/or SSC (Spermatogonial Stem Cell) maintenance. Among them,
51 belongs to the pattern P1-4 and 51 to the pattern P5-7 (Table 1, Table S3). The top-15 most
differentially expressed genes (according to their adjusted F-values) associated with
spermatogenesis were Cypl7al, Insi3, Teskl, Cdc34, Kifl 1, Ube2c, Incenp, Plkl, Ccnf, Cks2,
Alox15, Bublb, Ccna2, Cbx2 and Aspm for the pattern P1-4 (Table 1), Mmp9, Vidir, Nridl,
Igfbp3, Cxcll0, Abcal, Fstl3, Wnt4, Cdl4, Ctsh, Stat3, Cx3cll, Kdr, Srebfl and Tf for the
pattern P5-7 (Table 1). At least 43 out of 102 genes related to gametogenesis were expressed
in spermatocytes, which included 6 genes (Cbx2, Sohlh2, Tex12, Trip13, Plkl and Plk2) related
to the synaptonemal complex. Most of them were down-regulated in cultured tissues, and may
be related to the synapsis defect observed in vitro (Table 1, Table S3).

Moreover, genes involved in DSBs and crossover formation (Top2a, Emel, Tripl3 and Bardl)
were down-regulated (Table 1, Table S3). These gene expression patterns were consistent with
our previous observations. In addition, numerous genes related to inflammation and stress

response pathway were deregulated such as Cxcl10, Cdi14, Cx3cll, Alox15, Ccl2, Ccl5, Socs3
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and Fcgr3a (Table 1, Table S3). The immunological response of the tissue is extremely
important for its protection but could induce in some cases an immunological sterility (Fijak et
al., 2011; Jiang et al., 2014). The recruitment of immune cells by the interstitium appeared to
be extremely stimulated under our culture condition (Table 1, Table S3). However, some genes
involved in tissue growth and tissue homeostasis were upregulated (Srebfi, Sic2al, Igf2 and
Igfbp3) in response to the nutrients provided by the culture media, reflecting the beginning of
testicular cell maturation (Table 1, Table S3). In that respect, we observed an overexpression
of genes involved in reorganization of the BTB junctions (Icaml, Ctsl, Mmp9, Mmp2 and
Sppl), which are essential for spermatogenic differentiation (Table 1, Table S3). In
contradiction with RIA data, we observed a significant down-regulation of key steroidogenenic
enzymes (Cypl7al, Cypllal and Hsd3bl) — aiming to produce progesterone from circulating
cholesterol — in cultured tissues (Table 1, Table S3). In addition, genes involved in the
regulation of steroidogenesis (Shbg, Pdpn, Lparl, Apoe, Adrbl, Igfbp3, Adm, Hsd11bl, Ngfr
and Nridl) were all up-regulated, suggesting a weak testosterone production by Leydig cells
(Table 1, Table S3). Finally, at least 52 genes out of 102 are involved in cell cycle processes,
such as SSC self-renewal (Ccna2, Igf2, Epha?2), spindle organization and chromosomal
segregation (Kif11, Aspm, Cdca2, Haus7), cell cycle checkpoint (UbeZ2c, Incenp, Plkl, Bub1b)
or meiotic entry (Vldilr, Nridl, Rbpl) (Table 1, Table S3).

In summary, our cultured tissues were characterized by an upregulation of genes involved in
tissue response to stress with the inflammation response and cell death. As expected, a
deregulation of genes involved in meiotic cells and cell cycle progression was observed.

The expression pattern of selected spermatogenesis-related genes was confirmed for the most
part in 14.5 dpp testes and cultured explants by RT-qPCR. Indeed, our data showed a significant
decrease in Chx2, Cks2, Top2a and Ube2c mRNA levels during culture (Fig. S3). Consistently

with RNA-seq data, similar DIkl mRNA levels were found in 14.5 dpp and in vitro cultured
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tissues, whereas Ngfr mRNA levels were deregulated in organotypic cultures (Fig. S3).
However, differences in Bub1b and Sohlh2 mRNA levels were observed between RNA-seq and
RT-qPCR analyses (Fig. S3). In general, qRT-PCR data were found to have similar tendency
with results received by RNA-seq. Information’s about relative primers are available in

supplementary figure (Table S4).

The in vitro maturation process was associated with the inflammatory process

To identify a potential common regulator of these genes, the upstream regulator tool from
Ingenuity Pathway Analyses (IPA) software was used. IPA analyses clearly demonstrated that
zinc finger and BTB domain containing 17 (ZBTB17), tumor necrosis factor (TNF) and
CCAAT/enhancer binding protein beta (CEBPB) were the top 3 predicted upstream regulators
of the 594 deregulated genes between 14.5 dpp and D28 cultured tissues, among the 600
candidate genes (Fig. 5B, Table S5). Most of the top 10 predicted upstream regulators were
involved in inflammatory process or immune cell recruitment. These results suggest that the
maturation arrest observed in vitro was associated with a strong response of the local

inflammatory system, probably generated by the resident macrophages.

Discussion

The current study, explored the in vitro maturation of rat prepubertal testicular tissues at the
molecular level in order to unravel the mechanisms underlying meiotic arrest observed in vitro.
Indeed, although organotypic culture has proven to be a promising approach to generate
spermatozoa from immature tissues in the mouse model, a complete in vitro spermatogenesis
has not yet been achieved on agarose gels in other species, including rat and human prepubertal
testicular tissues, thereby delaying its use in the clinics for fertility restoration of survivors of

childhood cancer.
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Consistently with our previous findings (Saulnier et al., 2020), no germ cells beyond the
pachytene spermatocyte stage have been observed in rat organotypic cultures. In vitro cultured
tissues were analyzed at D28 (corresponding in vivo time point 36.5 dpp), time at which round
spermatids should be detected in seminiferous tubules. The proliferative activity of intratubular
cells was maintained under the culture conditions. However, because of the meiotic blockage,
a significant decrease in germ cell content was found within seminiferous tubules compared to
age-matched in vivo controls. Although more tubules showed DNA fragmentation when
comparing in vitro to in vivo conditions, few pachytene spermatocytes were TUNEL positive,
suggesting that either apoptosis occurred after this stage or that pachytene spermatocytes
presenting abnormalities were phagocytosed by Sertoli cells (Nakagawa et al., 2005). In another
study (Reda et al., 2016), very few round spermatids were obtained after in vitro maturation of
rat prepubertal testes.

Two distinct meiotic arrest mechanisms occur ring during the prophase of male meiosis have
been described in human (Jan et al., 2018): (i) type I arrested spermatocytes are characterized
by the absence of a discernible XY body and a dispersed YH2AX nuclear staining, (ii) type 11
arrested spermatocytes display normal features, i.e. the presence of an XY body displaying
YH2AX staining. Here, the arrested rat spermatocytes displayed an indistinguishable XY body
formation due to a zygotene-like phenotype of the yYH2AX staining. The cytological analyses
of the rat spermatocytes generated in vitro moreover revealed a disorganization of the
synaptonemal complex and asynapsis, which are known to induce a defect in the recruitment
of ATR and BRCAI, thereby leading to a defective inactivation of XY chromosomes and to
apoptosis (Mahadevaiah et al., 2008).

Meiotic arrest could be due to a genetic mutation (Hung et al., 2007; Jiao et al., 2021), hypoxia
(Gat et al., 2010) or hormonal deregulation (Weedin et al., 2011). In order to overcome the

maturation arrest, it is essential to understand the molecular mechanisms that are deregulated
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during in vitro culture. Interestingly, our bulk RNA-Seq analyses revealed that D16, D22 and
D28 cultured tissues showed immature features, with transcriptomic profiles close to 14.5 dpp
in vivo controls. A total of 600 DEGs were identified between in vitro and in vivo matured
testicular tissues. Using gene ontology analyses, different GO terms in relation with
spermatogenesis or tissue homeostasis were highlighted. Moreover, IPA analyses performed on
our dataset led to the identification of predictive upstream regulators. We found that the top ten
upstream regulators were involved in inflammation and in regulation of spermatogenesis.
Among them, TNFO is partly produced by macrophages to promote the inflammatory process,
and its expression is accompanied by the production of ROS or chemokines (Syriou et al.,
2018). In addition, TNFa has been shown to be activated by the NF-kB signalling pathway
which contributes to immune cell survival and proliferation, followed by the production of
various cytokines (Zhao et al., 2014). These results are consistent with a recent transcriptomic
analysis that revealed the presence of a drastic and overwhelming immune reaction involving
the TLR4-NF-«xB signalling pathway in cultures of prepubertal mouse testicular tissues (Abe
et al., 2020). Moreover, we have previously shown that cytoplasmic and nuclear ROS are
generated in in vitro cultured mouse testes (Arkoun et al., 2019). Cytokines have been shown
to regulate the steroidogenic function of Leydig cells by modulating testosterone production
(Hedger and Meinhardt, 2003; Winter et al., 2014). A downregulation of steroidogenic genes
(Cypllal, Cypl7al, Hsd3bl) was evidenced in organotypic cultures in the current study.
Cytokines also regulate the permeability of the blood-testis barrier by restructuring gap
junctions (Lie et al., 2011; Yan et al., 2008; Yanez-Mo¢ et al., 2015).

Very recently, Matsumura and colleagues have reported the production of round spermatids
from rat prepubertal testicular tissues with an optimized version of the organotypic culture
system, which uses polydimethylsiloxane ceiling chips, lower oxygen concentration and

supplementation of culture medium with hormones, antioxidants and lysophospholipids
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(Matsumura et al., 2021). By countering inflammation in agreement with our transcriptomic
data and using these optimized culture conditions, an increased number of round spermatids
could thus be generated in vitro.

In conclusion, through a combination of histological and molecular analyses, we deciphered for
the first time the underlying mechanisms of meiotic arrest observed in cultures of rat
prepubertal testicular tissues. Our data converge towards the possibility of a very strong impact
of the inflammatory process and of the deregulation of genes related to this process on the
meiotic progression of germ cells. The exploitation of all the transcriptomic data obtained in
this study will be useful to further optimize the in vitro tissue maturation protocol, particularly

the crucial meiotic step, before considering a clinical application.
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Materials and Methods

Animal care and handling

All the experimental procedures were approved by the Institutional Animal Care and Use
Committee of Rouen Normandy University under the license/protocol number 26016-
2020061209299793. Rats were housed in a temperature- and humidity-controlled environment,
under a 12h light/dark cycle. Food and water were provided ad /ibitum. Pubertal and adult rats

were euthanized by CO» asphyxiation, whereas pups aged 8.5 dpp were decapitated.

Animals and tissue samples

Wistar rats (Rattus norvegicus) were purchased from Charles River Laboratories (L’ Arbresle,
France) and bred in our animal facility. After euthanasia, testes were biopsied and rinsed in
oMEM (Gibco Life Technologies, Saint-Aubin, France) at 4°C. The tunica albuginea was
removed with two needles under a binocular magnifier (S8APO, Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany).

For organotypic cultures, testicular tissues were collected at 8.5 dpp and prepared as described
below. For histology and immunohistochemistry, tissues from in vivo controls or from in vitro
cultures were fixed at room temperature in Bouin’s fixative solution (Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin Fallavier, France) or 4% paraformaldehyde (PFA, Sigma-Aldrich). They were then
dehydrated in successive ethanol/xylene baths, embedded in paraffin and cut into thin sections
(3 um thick). After two xylene baths, tissue sections were rehydrated in successive descending
ethanol baths and plunged into PBS. For immunocytological analyses, cells from in vivo
controls or cultured explants were spread onto glass slides. For molecular analyses, the central
necrotic area in cultured explants was removed with two thin needles, before storage into liquid

nitrogen.
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Organotypic cultures

Testicular explants were cultured using the gas-liquid interphase method as described before
(Saulnier et al., 2020). Briefly, 8.5 dpp testes were cut into 6 fragments and cultured onto
agarose gels (Sigma-Aldrich) in 6-well plates (ThermoFisher Scientific, Saint-Aubin, France).
The day before the beginning of each culture, agarose gels were soaked completely in basal
medium (aMEM + 0.01% gentamicin) and kept overnight in the incubator (Sato et al., 2011;
Saulnier et al., 2020). (Arkoun et al., 2015; Reda et al., 2016)Tissues were maintained under
5% C0O2-95% air at 34°C for 6, 16, 22 or 28 days. The culture medium was composed of tMEM
supplemented with 10% Knock-out serum replacement (Gibco Life Technologies), 10° M
retinol (Sigma-Aldrich) and 3.4 mM vitamin E (Sigma-Aldrich). The medium was prepared
and replaced every 3-4 days. Juvenile male rats at 14.5, 24.5, 30.5 and 36.5 dpp were used as

in vivo controls.

Histological and immunohistochemical analyses

Hemalun-Eosin-Saffron staining was performed to identify the different meiotic germ cells and
division figures (Clermont, 1972). Data representing the most advanced stage of differentiation
were analyzed with the Kruskall-Wallis test to determine significant differences.

All the antibodies used in this study for immunohistochemical analyses are presented in Table
S6. For YH2AX immunostaining, tissue sections fixed with Bouin’s solution were incubated in
citrate buffer at 96°C for 10 minutes for antigen retrieval and cooled down for 5 minutes at RT.
After rinsing with distilled water, endogenous peroxidases were blocked with HP block (Dako,
Les Ulis, France) for 15 minutes at RT. After 3 washes in PBST, nonspecific binding sites were
then blocked for 30 minutes at RT with 20% goat serum, 5% BSA in PBS-Tween 0.05%. Tissue

sections were incubated for 2 hours at RT with anti-yH2AX antibodies diluted in blocking
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buffer. Subsequently, primary antibodies were detected with polyvalent secondary antibodies
for 5 minutes at RT. Staining was achieved after incubation with a streptavidin-horseradish
peroxidase solution (ThermoFisher Scientific) for 15 minutes at RT followed by 3,3'-
diaminobenzidine substrate for 30 seconds at RT. After nuclear counterstaining with
hematoxylin (Diapath), sections were dehydrated in successive ethanol baths of increasing
concentrations, followed by two xylene baths and mounting with Eukitt (Sigma-Aldrich).

To assess cell proliferation (Ki67) and germ cell (DDX4)/Sertoli cell ratio, tissues sections were
subjected to a standard immunofluorescence protocol as described below. Tissue sections fixed
in PFA were incubated in citrate buffer (Diapath) at 96°C for 40 minutes and cooled for
20 minutes at RT. After rinsing in distilled water, sections were permeabilized in PBS-
Triton X-100 0.01% for 15 minutes at RT (only for Ki67). To avoid nonspecific staining,
sections were blocked with 5% BSA + 5% horse serum (Ki67) or with 20% goat serum +
5% BSA (DDX4). Slides were then incubated overnight with primary antibodies at 4°C.
Negative controls were performed with pre-immune IgGs. After 3 washes in PBST, sections
were incubated with secondary antibodies coupled to Alexa Fluor® 488 for 1 hour at RT.
Sections were rinsed, dehydrated with ethanol and mounted in Vectashield (Vector, Eurobio,
Les Ulis, France) with Hoechst 33342 (ThermoFisher Scientific).

To detect DNA fragmentation and spermatocytes in the same samples, tissue sections were first
subjected to TUNEL assays (/n Situ Cell Death kit POD, Roche, Mannheim, Germany),
following the manufacturer’s instructions. Then, sections were post-fixed with 4% PFA for
15 minutes at RT and finally underwent the standard immunofluorescence protocol described
above (without the permeabilization step). Rabbit anti-SYCP3 antibodies were used and
revealed with secondary antibodies coupled to Alexa Fluor® 594. Positive controls were
performed with DNase I before TUNEL assays and negative controls were carried out by

omitting the enzyme solution (TUNEL) or with pre-immune IgGs (SYCP3 immunostaining).
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Histological analyses were conducted on 6 replicates. For each replicate, at least 2 levels of the
testis/explant and 30 seminiferous tubules were analyzed. Each level was separated by at least
30 pm. For each in vitro replicate, 2-3 testicular explants were analyzed. In total, approximately
360 tubules were counted for in vivo controls and at least 720 for the in vitro condition, per

analysis. The Kruskall-Wallis test was used to determine significant differences.

Chromosome spreads

Preparations of meiotic chromosome spreads from rat spermatocytes were adapted from
previously published protocols (Milazzo et al., 2006; Peters et al., 1997) with slight
modifications. Briefly, testicular tissue fragments from in vivo controls and in vitro cultured
testicular explants were placed into a hypotonic extraction buffer (30 mM Tris, 50 mM sucrose,
17 mM sodium citrate, 5 mM ethylenediaminetetraacetic acid, 0.5 mM dithiothreitol, 0.5 mM
phenylmethanesulfonyl fluoride, 118 mM potassium chloride, pH 8.2) for 40 to 60 minutes at
RT. Fragments were then placed on a 20 pL drop of 100 mM sucrose and the central necrotic
area from in vitro cultured testicular explants was removed (2-3 explants per drop). Tissues
were mechanically dispersed with two needles to obtain a cell suspension. After adding a 20 pL
drop of sucrose solution and removing the remnant seminiferous tubules, cells were gently
resuspended and spread (according to the drying-down technique) onto two Superfrost Plus
glass slides previously coated with 1% PFA + 0.15% Triton X-100. Nuclei were air dried at
least 2 hours in a humidified chamber. Finally, preparations were washed twice for 2 minutes
in freshly prepared 0.4% Photoflo (Kodak) and dried at RT. Preparations were stored at -20°C

and used within 2 weeks.

Analysis of chromosome synapsis
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After 2 minutes at 37°C, chromosome spreads were rehydrated in PBST for SYCP3/SYCP1
immunostaining or in successive Triton X-100 baths (5 minutes in PBS + 0.5% Triton-100, 5
minutes in PBS + 0.05% Triton X-100) for SYCP3/yH2AX immunostaining. Spreads were
blocked for 30 minutes at RT with 5% BSA + 5% horse serum in PBS (SYCP3/SYCP1) or with
2% BSA + 0.05% Triton-X100 in PBS (SYCP3/yH2AX). They were then incubated overnight
with primary antibodies at 4°C (SYCP3/SYCP1) or RT (SYCP3/yH2AX) in a humidified
chamber. Negative controls were performed with pre-immune antibodies. After 3 washes,
preparations were incubated with appropriate secondary antibodies. Biotin was revealed with
Alexa Fluor® 594 coupled to streptavidin for 30 minutes at RT. Preparations were rinsed,
dehydrated with ethanol and mounted in Vectashield (Vector). The slides were sealed with
polish for confocal microscopy.

For the analysis of chromosome synapsis, spermatocytes were isolated from at least three
36.5 dpp control rat testes and D28 in vitro cultured tissues. The Chi? test was used to determine

significant differences.

Classification of prophase I stages

The classification was performed as previously described (Ishishita et al., 2014). Briefly,
spermatocyte stages were identified by the morphology of the lateral elements (LE) revealed
by SYCP3 immunostaining. At the early leptotene stage, LE appear as thin, dot-like fragments.
At the leptotene stage, they are numerous and appear as short fragments. At the zygotene stage,
LE elongate to form filaments. At the early zygotene stage, synapsis are not apparent or only
in few and short fragments. The mid-zygotene stage is characterized by synapsis extension. At
the late zygotene stage, LE are shorter than in mid-zygotene and almost all the chromosomes

are synapsed extensively with their homologs, only few areas are not yet synapsed. At the
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pachytene stage, LE are shorter and all the chromosomes are synapsed. At the diplotene stage,

synapsed LE begin to be released and chiasmata can be observed.

Microscopy analysis

HES-stained testicular tissues were analyzed with a DM4000B light microscope (Leica
Microsystems) equipped with a Leica Application Suite software (LAS; Leica Microsystems).
Confocal images (1024 X 1024 pixels) of meiotic chromosome spreads were acquired using an
upright fixed-stage Leica TCS SP8 CFS confocal microscope (Leica Microsystems) equipped
with diode lasers (Coherent, Les Ulis, France) at 488 nm to excite Alexa Fluor 448® and at
552 nm to excite Alexa Fluor 594® and a conventional scanner at 400 Hz. Using a 63x (1.40,
oil immersion) fluorescence emission was sequentially detected through a hybrid detector
(Leica Microsystems) in a photon counting mode with a specific band from XXX to XXX nm
for Alexa Fluor 488® and XXX to XXX nm for Alexa Fluor 594®. Z-stack images were
acquired using an adapted step-size from Nyquist Criteria. ImageJ (Rasband W.S., U.S.
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2020)

was used to adjust brightness and contrast and to perform z projections of 3D images (xyz).

Radioimmunoassay (RIA)

Intratesticular testosterone levels and release of testosterone into the organotypic culture media
were measured by RIA (IM1087; Beckman Coulter, Villepinte, France) according to the
manufacturer’s instructions. Hormone levels were measured at DO, D6, D16, D22 and D28 in
cultured testicular explants and culture media, and at 14.5 dpp, 24.5 dpp, 30.5 dpp and 36.5 dpp
in control testes. Freshly prepared media were used as controls. Six different animals were used

per condition and all samples were analyzed in duplicates. RIA had a lower sensitivity of
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0.05 ng/mL with an intra- and inter-assay variation coefficient < 11.6 and 13.5%, respectively.

The Mann-Whitney test was used to determine significant differences.

RNA extraction

Total RNA was extracted using RNeasy Micro Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the
manufacturer’s instructions and stored at -20°C until use. Genomic DNA was removed by
incubation with Turbo DNase (Invitrogen) and RNA quality control was performed before RNA
sequencing and RT-qPCR on Agilent Bioanalyzer (Les Ulis, France). All the samples chosen for

the analyses displayed an RNA Integrity Number (RIN) value greater than or equal to 8.5.

RNA-seq library preparation and sequencing

RNA-Seq libraries were generated from 400 ng of total RNA using TruSeq Stranded mRNA
LT Sample Preparation Kit (Illumina, San Diego, CA), according to the manufacturer's
instructions. Briefly, following purification with poly(T)-oligo attached magnetic beads,
mRNA was fragmented using divalent cations at 94°C for 2 minutes. The cleaved RNA
fragments were copied into first strand cDNA using reverse transcriptase and random primers.
Strand specificity was achieved by replacing dTTP with dUTP during second strand cDNA
synthesis using DNA polymerase I and RNase H. Following addition of a single 'A' base and
subsequent ligation of the adapter on double stranded cDNA fragments, the products were
purified and enriched with PCR (30 seconds at 98°C; [10 seconds at 98°C, 30 seconds at 60°C,
30 seconds at 72°C] X 12 cycles; 5 minutes at 72°C) to create the cDNA library. The excess
of PCR primers was further removed by purification using AMPure XP beads (Beckman-
Coulter) and the final cDNA libraries were checked for quality and quantified using capillary

electrophoresis. Libraries were then single-read sequenced with a length of 50 bp on an [llumina
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Hiseq4000 sequencer. Image analysis and base calling were carried out using RTA v.2.7.7 and
bel2fastq v.2.17.1.14.

For each time point, three independent sets of total RNA were isolated and used as a template
for RNA-seq library preparation. In addition, for each cultured sample, testicular tissue
fragments originated from a minimum of 3 juvenile males. Thus, a minimum of 9 animals per
time point was used to minimize/normalize the effect of genetic variability. The Kruskall-

Wallis test was used to determine significant differences.

RNA-seq analysis

Read mapping. Reads from each individual sample were aligned to the 6 release of the rat
genome with STAR (version 2.5.2a) (Dobin et al., 2013) using previously published approaches
(Chalmel et al., 2014; Pauli et al., 2012; Trapnell et al., 2012; Zimmermann et al., 2015).
Briefly, STAR program was first run for each fastq file, using the RefSeq transcript annotation
(GTF format) of rat genome (release m6) downloaded in November 2017. Exon junction
outputs were then added to a splice junction set. STAR was next run a second time
complemented by the splice junction dataset to produce a final alignment file (BAM format)
for each sample.

Transcriptome quantification. RefSeq transcripts were quantified with StringTie (version
1.3.3), with default settings applied (Pertea et al., 2016). Transcript abundances were next
normalized with Ballgown (available in the StringTie suite), expressed as reads per kilobase of
exon model per million reads mapped (RPKM).

Principal component analysis. Principal component analysis (PCA) was performed based on
the gene abundance values with the FactoMineR package to graphically evaluate the

distribution of sequenced samples (L¢ et al., 2008).
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Statistical filtration and clustering analysis. The statistical filtration of the genes showing a
differential expression (DE) across experimental samples was performed using AMEN
(Chalmel and Primig, 2008). Out of 17’322 genes in the dataset, we first selected 11,701
“detectable” or “expressed” genes, defined as those for which abundance levels exceeded 0.5
RPKM in at least one experimental condition (median value of sample duplicates). The D6
condition was removed due to the differences in cellular composition (Fig. S4). Next, we
compared 14.5 dpp testicular tissue samples to D16, D22 and D28 cultured tissue conditions
and selected 1,490 genes yielding at least one-fold change greater or equal to 2.0 (median values
of sample duplicates). A Linear Models for Microarray Data (LIMMA) statistical test was used
to identify 1,240 genes with significant abundance variations across samples (F-value adjusted
with the FDR method: P < 0.05) (Smyth, 2004). Finally, we intersected the three sets of DEGs
to select 600 genes showing significant differential abundances in all three comparisons. The
resulting 600 genes were next clustered into seven expression patterns (P1-P7) with the
unsupervised HCPC algorithm, respectively (L€ et al., 2008). The resulting patterns were

ordered according to peak expression levels in the different cell types.

Functional analysis

AMEN (Chalmel and Primig, 2008) was used to calculate the Fisher exact probability, and the
Gaussian hypergeometric test to identify significantly enriched terms from the gene ontology
in the seven expression patterns (P1-P7). A specific annotation term was considered enriched
in a group of coexpressed genes if the P value was <0.01 and the number of genes in this cluster
showing this annotation was >5. Upstream regulator analysis was performed using the

Ingenuity Pathway Analysis software (Ingenuity, Qiagen).

Validation of the transcriptome data by RT-qPCR

181



593

594

595

596

597

598

599

600

601

602

603

604

605

606

607

608

609

610

611

612

613

614

615

616

617

Publication 2 - Histological and transcriptomic analyses of in vitro matured testis

To check the accuracy of the transcriptome data, DEGs identified as important for the process
of spermatogenesis were selected for RT-qPCR. Each reaction was performed using three
technical replicates and three biological replicates for the robustness of our analysis. Briefly,
after RNA extraction, RNA integrity was analyzed by capillary gel electrophoresis on RNA
6000 Nano chips (Agilent Technologies, Courtabceuf, France) with the Bioanalyzer 21 000
(Agilent Technologies).

Reverse transcription. cDNA synthesis was performed using qScript™ cDNA SuperMix
(Quanta Biosciences by VWR, Fontenay-sous-Bois, France) according to the manufacturer's
instructions using the following program: 5 minutes at 25°C, 30 minutes at 42°C and 5 minutes
at 85°C.

gPCR. cDNA amplifications were carried out in a total volume of 13 pl containing 6 ng of
cDNA templates, 6.5 ul of SYBR Green (ThermoFisher Scientific) and 300 nM of each primer.
Specific primers are listed in Table S4. Samples were dispensed using the Bravo pipetting robot
(Agilent Technologies). Reactions were performed in 384-well plates (Life Technologies) in a
QuantStudio 12K Flex system . The amplification condition was 20 seconds at 95°C followed
by 40 cycles (1 second at 95°C, 20 seconds at 60°C) and a final step of denaturation of 15
seconds at 95°C, 1 minute at 60°C and 15 seconds at 95°C. Melting curves were also obtained
to ensure the specificity of PCR amplifications. The size of the amplicons was verified by
agarose gel electrophoresis (E-gel 4%, Life Technologies). The relative expression level of each
gene was normalized to two housekeeping genes as recommended by the MIQE guidelines

(Bustin et al., 2009): Gapdh and actin B (Actb), which were identified and validated as the most
stable and suitable genes for RT-qPCR analysis in rodent testis development (Gong et al., 2014).
Data were analyzed using the 2722 method (Livak and Schmittgen, 2001). The Kruskall-Wallis

test was used to determine significant differences.
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conveniently accessible through the ReproGenomics Viewer (Darde et al., 2015; Darde et al.,
2019).
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Fig. 1. Histological evaluation of D28 in vitro cultured testicular tissues

(A) HES staining labeled cytoplasm in pink, collagen fibers in yellow and nuclei in blue in

paraffin-embedded testicular tissue sections. Scale bar: 50 um; Magnification: X200 (upper

panel) and X500 (lower panel). Tissues cultured for 28 days (D28), from an age-matched in

vivo control (36.5 dpp) and from an immature in vivo control (14.5 dpp) were analyzed. The

most advanced stage of spermatogenesis (B) was evaluated. DDX4 immunostaining was
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performed to determine the percentage of seminiferous tubules containing germ cells (C) and
the intratubular germ cells/Sertoli cells ratio. (E) Percentage of Ki67-positive tubules and (F)
Ki67-positive cells. (G) Percentage of TUNEL-positive tubules and (H) TUNEL-positive cells.
(I) Percentage of SCP3-positive cells (spermatocytes) presenting DNA fragmentation (TUNEL
positive). (J) Immunohistochemical localization of YH2A.X in paraffin-embedded testicular
tissue sections from 36.5 jpp (left) and D28 cultured tissues (right). Indistinguishable XY body
formation and a dispersed staining within the nuclei were observed in cultured tissues. Scale
bar: 50 pum; Magnification: X500. Data are expressed as mean + s.e.m. *p value <0.05; **p

value <0.01; ***p value <0.001; dpp, days postpartum; HES, Hemalun eosin saffron.
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36.5 dop

D28

Fig. 2. Immunofluorescence staining of meiotic chromosome spread preparations from
D28 in vitro cultured tissues and 36.5 dpp in vivo controls.

(A,B) YH2A.X (A), SYCP1 (B) and SYCP3 (A,B) immunostaining. Representative pachytene
spermatocytes at 36.5 dpp and D28 are shown in the upper and lower row, respectively. Scale

bar: 10 um, Magnification: X630. dpp, days postpartum
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Fig. 3. Intratesticular testosterone levels and release of testosterone into the media during

organotypic culture

(A) Testosterone levels in in vitro cultured testicular tissues and age-matched in vivo controls.

(B) Testosterone levels in organotypic culture media (ng/mL). For each time point, 6 samples

per testis were analyzed (n = 6). Data are expressed as mean + s.e.m. *p value <0.05. RIA,

radioimmunoassay.
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Fig. 4. Transcriptomic analyses of in vitro and in vivo-matured testicular tissues.

(A) Scatter plot representing the position of each sample along the first two dimensions. Each
point represents the average expression level of transcripts, one dot per replicate. The variability
between samples is mainly explained by their age of development (Dimension 1, 84.8%). The
different clusters, represented by coloured circles, highlight the distance between each group of

transcriptomes. An evolution curve of the transcriptome of maturing testicular tissues is
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represented in yellow. (B) PCA analysis conducted on the red dotted circle shown in panel A,
corresponding to cultured tissues and 14.5 dpp immature testes. The variability between groups
is mainly explained by the origin of the tissue (in vivo vs in vitro). All the in vitro matured
tissues display similar transcriptomic profiles. (C) Flow chart summarizing the filtration and
clustering strategies. The numbers below the cluster ID indicate the genes falling into each
cluster. (D) A false-colour heatmap summarizes the 7 patterns defining the global
concentrations for transcripts across the entire sample set. Each line corresponds to a gene and
each row to the mean expression value of a replicate. P1 to P7 refers to the number of patterns,
followed by the number of genes included in each pattern in parenthesis. A colour scale is
shown for standardized RPKM (Reads Per Kilobase of transcript, per Million mapped reads)

values.
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Fig. 5. Gene Ontology enrichment and upstream regulator analysis in cultured testicular

tissues

(A) Each cluster is matched with a selection of enriched GO terms from the ontologies

“‘biological process’” and “cellular component”. Significantly enriched “biological process”

terms and their identification numbers are given followed by the total number of genes

associated with the term and the numbers of genes observed vs expected by chance Significant

Go term for each patterns were highlight with bold values. A colour code indicates

overrepresentation (red) and underrepresentation (blue) as indicated in the p value scale bar.

(B) Predicted upstream transcriptional regulators of 594 DEGs between D28 in vitro cultured

tissues and 14.5 dpp in vivo controls.
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1223 Table 1: Biological information of the top 15 DEG in each pattern (1-4 and 5-7) related to spermatogenesis
Patterns 1-4
ID Gene Adjusted Pattern Fold Change (Log(2)) Cell type (Testis) Function in spermatogenesis
F-value D16 D22 D28
25146 Cyp17al  4.10E-05 P4 Down Down Down . Conversion of progesterone into dehydroepiandrosterone
Y (-7.47)  (7.143)  (-7.46) Leydig cells (Aghazadeh et al., 2015) (Aghazadeh et aI.,92015) Y
114215  Insi3 4.10E-05 P4 Down Down Down Leydig cells and post-meiotic cells (Sansone  Testicular descent (Sansone et al., 2019)
(-5.65) (-4.63) (-4.24) etal, 2019)
29460 Tesk1 5.20E-05 P4 Up Up Up Spermatocytes (late pachytene) to round
(1.43) (1.60) (1.78) spermatids (Toshima et al., 1995; Toshima et ~ Cytoskeleton reorganization (Toshima et al., 2001)
al., 1998; Toshima et al., 2001)
362187 Ccdc34 9.00E-05 P4 Down Down Down Meiotic and post-meiotic cells (Pati et al., Regulation of cell cycle G2/M (Butz et al., 2005; Legesse-Miller et
(-1.39) (-1.51) (-1.38) 1999) al., 2009; Pati et al., 1999)
171304 Kift1 1.10E-04 P1 (D_;)v;r;) (D_;)vgg) (D_;)v;q) gﬁs'g:;gﬁz:ﬁg ?S::g_iﬁsﬁgﬁ;:ﬁrgfhds (zlohégmosomes separation (Blangy et al., 1995; Kapitein et al.,
2019) )
296368 Ube2c 1.10E-04 P4 (D<2)v1vz) (ng(\;r;) (D(znmzzz) Meiotic cells(Ben-Eliezer et al., 2015) E:g;:l:tg)gogf) metaphase/anaphase transition (Hao et al., 2012;
293733  Incenp 1.20E-04 P1 Down Down Down Dividing cells (Adams et al., 2001; Goto etal., Metaphase/anaphase progression (Goto et al., 2006)
(-1.40) (-1.25) (-1.44) 2006; Parra et al., 2003) Chromatids cohesion (Parra et al., 2003)
25515 PIk1 1.20E-04 P4 Down Down Down Metaphase/anaphase transition checkpoint and chromosomes
(-1.82) (-1.86) (-1.77) Spermatocytes (diplotene), spermatocytes Il segregation (Liu et al., 2012; Mondal et al., 2012)
p 4 P  SP Y X Phosphorylation of the central element of the synaptonemal
and round spermatids (Jordan et al., 2012a;
Matsubara et al., 1995) complgx (Jorqan etal, 201.2b) o .
! Cohesion of sister chromatids (Giménez-Abian et al., 2004)
Chromosomes alignment (Matsumura et al., 2007)
117524  Cenf 1.40E-04 P1 Down Down Down - Cell cycle (Kong et al., 2000
(1.78)  (1.76) (-1.67) Dviding celis (Kong et al., 2000), Poten{lially(invoﬁ/ed in prolife)ration and sperm motility (Sun et al.,
spermatozoa (Sun et al., 2019) 2019)
498709 Cks2 1.40E-04 P4 Down Down Down Regulation of meiotic cell cycle, contribution to the control of the
(-1.36) (-1.36) (-1.56)  Meiotic cells (Rother et al., 2007) first metaphase/anaphase transition during mammalian meiosis
(Rother et al., 2007; Smirnova et al., 2006; Spruck et al., 2003)
81639 Alox15 1.70E-04 P1 Down Down Down Contribution to spermiogenesis with formation and resorption of the
-7.34 -6.72 -5.39 , cytoplasmic droplet (Fischer et al., 2005
( o ) ) Spermatozoa (Fischer et al., 2005) C):Jngtituent of tf?e O)Eidative stress pathw)ay (Bromfield et al., 2017;
Bromfield et al., 2019; Walters et al., 2018)
171576  Bub1b 1.70E-04 P1 Down Down Down Regulation of the SAC and chromosomal alignment, interaction
(-1.26) (-1.42) (-1.49) Mitotic and meiotic cells (Izumi et al., 2009) with Plk1 (Choi and Lee, 2008; Jeganathan and van Deursen,
2006; Matsumura et al., 2007; Parra et al., 2009)
114494  Ccna2 1.70E-04 P1 Down Down Down SSC, spermatogonia, spermatocytes Formation of the SSC pool (Ma et al., 2020)
(-1.54) (-1.61) (-1.68) (preleptotene), Sertoli cells (Ravnik and Regulation of microtubule dynamics during the rapid formation of
Wolgemuth, 1996; Ravnik and Wolgemuth, the metaphase Il spindle (by similarity with oocytes) (Zhang et al.,
1999; Sweeney et al., 1996) 2017)
303730 Cbx2 1.80E-04 P1 Down Down Down Germ cells (Baumann and De La Fuente, Establishment of the synaptonemal complex (Baumann and De La
(-1.12)  (-1.22) (-1.12)  2011) Fuente, 2011)
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Patterns 5-7

ID Gene Adjusted Pattern Fold Change (Log(2)) Cell type (Testis) Function in spermatogenesis
F-value D16 D22 D28
81687 Mmp9 4.10E-05 P7 Up Up Up Early SSC (Lee et al., 2016), gonocytes and
(8.06) (8.32) (7.94) Sertoli cells (Kumar et al., 2016; Kurzawski Cell junctions and BTB maintenance(Lydka et al., 2012; Siu and
et al., 2017; Robinson et al., 2001), Cheng, 2004; Siu and Cheng, 2008; Siu et al., 2003)
spermatocytes and spermatids (Lydka et al., Sperm motility (Mohagheghi et al., 2018)
2012)
25696 Vidir 4.10E-05 P7 I(JZ‘.)28) tjzégo) (U2F.)48) ;S’_\Eiizrzmeztltgf?/tzei;(7p)achytene) and Leydig cells Regulation of meiosis (Riaz et al., 2017; Tacken et al., 2001)
252917  Nr1d1 4.70E-05 P7 Up Up Up Regulation of meiotic entry, Stra8/Nr1d1 balance (Ferder et al.,
(1.31) (1.43)  (1.80) Leydig cells (Li et al., 2021) and germ cells 2019)
(Ferder et al., 2019) Stimulation of testosterone production and steroidogenic gene
expression (Li et al., 2021)
24484 Igfbp3 5.20E-05 P5 Up Up Up . " Regulation of testicular cell homeostasis via apoptosis (Lue et al.,
(362 (369) (3.70) fe“"." cells (Rappaport and Smith, 1995), 2010), inhibition of IGF1 stimulation of steroidogenesis (Lin et al.,
eydig cells (Lin et al., 1993) 1993)
245920  Cxcl10 9.70E-05 P5 Up Up Up Leydig cells, T cells and macrophages (Hu et
(2.35) (2.78) (2.72) al., 1998; Le Goffic et al., 2002), peritubular Role in inflammatory process, induction of germ cell apoptosis
and Sertoli cells during inflammation (Aubry (Aubry et al., 2000; Jiang et al., 2017)
et al., 2000)
313210 Abcat 1.10E-04 P5 Up Up Up Leydig and Sertoli cells, round spermatids, Cholesterol transporter (Merkl et al., 2016)
(1.47) (1.27) (1.69) spermatozoa (Dong et al., 2016; Merkl et al., Modulation of Sertoli cell phagocytosis (Dong et al., 2016)
2016) Impact on fertility (Stocchi et al., 2018)
114031  Fsti3 1.10E-04 P5 Up Up Up Leydig cells, spermatogonia, mature Regulation of gonadal development via interaction with activin
(1.94) (2.04)  (2.08) spermatids (Xia et al., 2004) (Oldknow et al., 2013; Tsuchida et al., 2000; Xia et al., 2004)
84426 Wnt4 1.10E-04 P7 Up Up Up SSC (Boyer et al., 2012) and Leydig cells . .
(3.34)  (3.90) (4.18) (Jordan et al., 2003) Cell activity and apoptosis (Boyer et al., 2012)
60350 Cd14 1.40E-04 P5 Up Up Up Putative SSC and early spermatogonia Inflammatory response signaling pathway (Palladino et al., 2018)
(2.28) (2.53) (2.85) (Orwig et al., 2008; Park et al., 2019) Immunoregulation of the testicular environment (Winnall and
Macrophages (Hu et al., 2003) Hedger, 2013)
25125 Stat3 1.40E-04 P5 Up Up Up Cell cycle regulation of G1 to S phase transition (Saxena et al.,
(1.29) (1.60)  (1.71) Gonocytes, pro-spermatogonia, round 2007)
o : Promotion of SSC differentiation (Oatley and Brinster, 2012;
spermatids (Murphy et al., 2005) Sisakhtnezhad and Heshmati, 2018)
Sertoli cells (Rete testis) (Nagasawa et al., Cell viability (Ch t al 201'1
2018) ell viability ( en et al., 2C ) o )
Assembly of the meiotic spindle (by similarity with oocytes)
(Haraguchi et al., 2020)
25425 Ctsh 1.40E-04 P7 3?25) 3?25) (L{I’.)38) g—izggcue;ﬁi’ estear:,(?hzggg;l_:giﬁ;ﬂ:set al., Eerm cell§, Sertoli and Leydig cells (Haraguchi et al., 2003;
1985) ominami et al., 1985)
89808 Cx3cl1 1.60E-04 P5 Up Up Up Interstitial tissue (Habasque et al., 2003), Inflammation process (Habasque et al., 2003)
(1.51) (2.04) (242) Sertoli and Leydig cellsl, spermatogonia, Stimulation of macrophages recruitment (Truman et al., 2008)
spermatocytes and peritubular cells
25589 Kdr 1.70E-04 P5 Up Up Up Spermatids, Sertoli and Leydig cells, lamina Participation to germ cell survival and enhancement of
(1.57) (1.74) (1.91) propria and blood vessels (Bott et al., 2010;

Ergiin et al., 1997)

vascularization (Caires et al., 2009; Tian et al., 2016)
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78968 Srebf1 1.70E-04 P5 Up Up Up Germ cells (Fon Tacer et al., 2003) Regulation of cholesterol transport (Brown and Goldstein, 1999)
(1.22) (1.46) (1.74) N Glucose homeostasis and fat metabolism (Osborne, 2000)
24825 Tf 1.70E-04 P7 Up Up U Sertoli cells, spermatocytes and early

p
(3.25) (3.52) (2.95) spermatids (Bhattacharya et al., 2019; Forti et
al., 1989; Petrie and Morales, 1992; Vannelli
et al., 1986)

Regulation of sperm yield (Lécureuil et al., 2007)
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Fig. S1. Histological evaluation of D28 in vitro cultured testicular tissues

Tissues cultured for 28 days (D28), from an age-matched in vivo control (36.5 dpp) and from
an immature in vivo control (14.5 dpp) were analyzed. (A) DDX4 immunostaining was
performed to determine the number of cells per seminiferous tubule and the number of germ
cells (B) and Sertoli cells (C) per tubule. (D) Percentage of TUNEL/SCP3-positive cells. (E)
Number of spermatocytes with or without DNA fragmentation. Data are expressed as mean +
s.e.m. Localization by immunofluorescence of DDX4 (F), Ki67 (G) and TUNEL/SCP3 (H) in
paraffin-embedded testicular tissue sections counterstained with Hoechst. Scale bar: 50 pum,

Magnification: X960.
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1235  Fig. S2. Transcriptomic analyses of in vitro and in vivo-matured rat testicular tissues

1236 A false-colour heatmap summarizes the 7 patterns defining the global concentrations for
1237  transcripts across the entire sample set. Each line corresponds to a gene and each row to a
1238  replicate. A colour scale is shown for standardized RPKM (Reads Per Kilobase of transcript,

1239 per Million mapped reads) values.

213



1240

1241

1242

1243

Publication 2 - Histological and transcriptomic analyses of in vitro matured testis

AT

Bubihb
Kruskal-Walis. p= 08491
FE T
2.0 4
-] 15‘
Moo10q e l .
0.5 4
0.0 ¥ 7
]
&g o o
e
k1
Frushal-Walls, p = 01545
5
4 4
1
39
-
14 -
] = = v 7
b A ]
huﬁq o o ¥
e
fopla
Kruskal-Walis. p= 00043
1.5
*
| I
104 =
~
0.5
"
a.n v . r—
o
& g -a"‘} 4°
we

z-\.'l.'u.!

Chx2
KruskalWallis, po= 00206
1.5
1.0 4 i
0.5 4
]
0.0 s . L 2

Ngfr
Eruskit-Walis, po= 00252

=

4 4 l

54

24

1 = l

o] v - ¥

] e Nl
,:a‘i’q o ¢ &
‘.
b‘
UheZc
Erkal-vWals. = 00043
1.5 5
»
104 =
0,5 4
[ |

nol— z

LK r )

Cks2
Kruska-als, p = 00043
1.5 9
i
| ]
1.0 4 -
0.5+
" I
0.0 T - T ¥
& i3 B
CEE R
B
-
Sohth2
Eruskal-\Wals, p= 00524
1.5 4
1.0 4 }
0.54
[ ]
ol T ¥ ! =2

Fig. S3. Relative mRNA levels of spermatogenesis-related genes (normalized to Gapdh and

Actb) in in vitro cultured testicular tissues and 14.5 dpp in vivo controls.

Data expressed as mean =+ s.e.m., 3 replicates were realized for each samples. Dpp, days post-

partum
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Fig. S4: Most advanced stage of spermatogenesis in in vitro cultured tissues and age-
matched in vivo controls.
The culture starting point (8.5 dpp) was added. Contrary to other culture time points, tissues at

D6 contained very few seminiferous tubules with meiotic cells. dpp, days postpartum
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Table S1: Differentially expressed genes between cultured tissues and 14.5 dpp controls

Table S2: GO term enrichment

Information on enrichment of statistically significant annotation terms. Note that: r corresponds
to the total number of genes (NCBI Entrez gene identifiers) associated with a given GO term
and belonging to a given expression cluster; R is the total number of genes belonging to a given
expression cluster; n is the total number of genes associated with a given GO term; N is the
total number of genes; rEXP is the total number of genes associated with a given GO term and
belonging to a given expression cluster expected by chance; 1/R is the proportion of genes
associated with a given GO term within a given expression cluster; p(BH) corresponds to the
FDR-corrected p-value (Fisher exact probability). A term was considered significantly enriched
in a group of genes if the false discovery rate-corrected P value was 0.05 and the number of

genes bearing this annotation was 5
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Table S3: Biological information of the down-regulated and up-regulated genes related to spermatogenesis.

ID Gene IF\-dvj:Ii':d Pattern D16 Fold CDI12a2nge (L°g|(322); Cell type (Testis) Function in spermatogenesis
] R R R . Conversion of progesterone into dehydroepiandrosterone
25146 Cyp17al | 4.10E-05 |P4 7.47 7.13 7.46 Leydig cells (Aghazadeh et al., 2015) (Aghazadeh et al., 2015)
i -meioti Testicular d t t al., 201
114215 | Inst3 410E-05 | pa 565 463 424 Iiagl)g cells and post-meiotic cells (Sansone et al., esticular descent (Sansone et al., 2019)
Early SSC (Lee et al., 2016), gonocytes and Sertoli Cell junctions and BTB maintenance(Lydka et al., 2012;
cells (Kumar et al., 2016; Kurzawski et al., 2017; Siu and Cheng, 2004a; Siu and Cheng, 2008; Siu et al.,
81687 Mmp9 4.108-05 | P7 8.06 832 7.94 Robinson et al., 2001), spermatocytes and spermatids | 2003)
(Lydka et al., 2012) Sperm motility (Mohagheghi et al., 2018)
25696 Vidir 410E-05 |P7 208 2.90 248 Zpe;rg%k))cytes (pachytene) and Leydig cells (Riaz et ;)eg;:)latmn of meiosis (Riaz et al., 2017; Tacken et al.,
Regulation of meiotic entry, Stra8/Nr1d1 balance (Ferder
% Leydig cells (Li et al., 2021) and germ cells (Ferder et | et al., 2019)
252917 | Nr1d1 470E-05 | P7 1.81 143 1.80 al., 2019) Stimulation of testosterone production and steroidogenic
gene expression (Li et al., 2021)
. . . Regulation of testicular cell homeostasis via apoptosis
24484 | lgfbp3 | 5.20E-05 |P5 362 369 3.70 Sertoli cells (Rappaport and Smith, 1995), Leydig cells | ' \,c ¢ 51, 2010), inhibition of IGF1 stimulation of
(Lin et al., 1993) . L oh
steroidogenesis (Lin et al., 1993)
Spermatocytes (late pachytene) to round spermatids
29460 Tesk1 5.20E-05 | P4 143 1.60 1.78 (Toshima et al., 1995; Toshima et al., 1998; Toshima | Cytoskeleton reorganization (Toshima et al., 2001)
et al., 2001)
-~ ~ R ~ L N . Regulation of cell cycle G2/M (Butz et al., 2005; Legesse-
362187 | Ccdc34 9.00E-05 |P4 1.39 1.51 1.38 Meiotic and post-meiotic cells (Pati et al., 1999) Miller et al., 2009; Pati et al., 1999)
245020 | Cxelto | 9.70E-05 | P5 235 278 272 %Ségi-gl_ceegséfgcc:t";anz%?za)cf:rnigﬁlsa(riﬁ ‘sarel}'toli Role in inflammatory process, induction of germ cell
cells during inflammation (Aubry et al., 2000b) apoptosis (Aubry et al,, 2000b; Jiang et al., 2017)
. . . Cholesterol transporter (Merkl et al., 2016)
313210 | Abcat 110E-04 |P5 147 127 1,69 Leydig and Sertoli cells, round spermatids, Modulation of Sertoli cell phagocytosis (Dong et al., 2016)
spermatozoa (Dong et al., 2016; Merkl et al., 2016) I~ !
Impact on fertility (Stocchi et al., 2018)
Leydig cells, spermatogonia, mature spermatids (Xia Regulation of gonadal development via interaction with
114031 | Fsti3 1.10E-04 |P5 1.94 2,04 208 yeig ce's, sp gonia, P activin (Oldknow et al., 2013; Tsuchida et al., 2000; Xia et
et al., 2004) al, 2004)
" % ~ R ~ Spermatogonia, spermatocytes, spermatids and Chromosomes separation (Blangy et al., 1995; Kapitein et
171304 | Kift1 1.10E-04 | P1 147 1.53 1.81 Sertoli cells (Hara-Yokoyama et al., 2019) al., 2005)
206368 | Ube2c | 1.10E-04 |P4 214|205 224 | Meiotic cells(Ben-Eliezer et al., 2015) Regulation of metaphase/anaphase transition (Hao et al.,
2012; Peters, 2002)
84426 | Wnt4 110E-04 |P7 334 3.90 418 Zs%g;;/er etal., 2012) and Leydig cells (Jordan et | ¢o o oivity and apoptosis (Boyer et al., 2012)
: ~ R ~ Dividing cells (Adams et al., 2001; Goto et al., 2006; Metaphase/anaphase progression (Goto et al., 2006)
293733 | Incenp 1.208-04 | P1 140 1.25 144 Parra et al., 2003) Chromatids cohesion (Parra et al., 2003)
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Spermatocytes (diplotene), spermatocytes Il and

Metaphase/anaphase transition checkpoint and
chromosomes segregation (Liu et al., 2012; Mondal et al.,
2012)

Phosphorylation of the central element of the

25515 PIk1 1.20E-04 | P4 -1.82 -1.86 -1.77 round spermatids (Jordan et al., 2012a; Matsubara et
al., 1995) synapt_onemal_ complex (Jo_rdan e_t a!., 2012t_>2
’ Cohesion of sister chromatids (Giménez-Abian et al.,
2004)
Chromosomes alignment (Matsumura et al., 2007)
s Cell cycle (Kong et al., 2000b)
117524 | Conf 1.40E-04 |P1 178|176 167 | Dividing cells (Kong etal., 2000a), spermatozoa (Sun | 5o iz involved in proliferation and sperm motility (Sun
etal., 2019)
etal., 2019)
Putative SSC and early spermatogonia (Orwig et al., Iznglfé?matory response signaling pathway (Palladino et al.,
60350 Cd14 1.40E-04 |P5 2.28 253 2.85 2008; Park et al., 2019) | lation of the testicular environment (Winnall
Macrophages (Hu et al., 2003) mmunoregual
and Hedger, 2013)
Regulation of meiotic cell cycle, contribution to the control
. of the first metaphase/anaphase transition during
498709 | Cks2 1.40E-04 | P4 -1.36 -1.36 -1.57 Meiotic cells (Rother et al., 2007) mammalian meiosis (Rother et al., 2007; Smirnova et al.,
2006; Spruck et al., 2003)
Germ cells, Sertoli and Leydig cells (Haraguchi et al., | Germ cells, Sertoli and Leydig cells (Haraguchi et al.,
25425 | Ctsh 1:40E-04 | P7 1.25 1.25 1.38 2003; Kominami et al., 1985) 2003; Kominami et al., 1985)
Cell cycle regulation of G1 to S phase transition (Saxena
et al., 2007)
Gonocytes, pro-spermatogonia, round spermatids Promotion of SSC differentiation (Oatley and Brinster,
25125 Stat3 1.40E-04 |P5 1.29 1.60 1.71 (Murphy et al., 2005) 2012; Sisakhtnezhad and Heshmati, 2018)
Sertoli cells (Rete testis) (Nagasawa et al., 2018) Cell viability (Chen et al., 2011b)
Assembly of the meiotic spindle (by similarity with oocytes)
(Haraguchi et al., 2020)
Interstitial tissue (Habasque et al., 2003), Sertoli and Inflammation process (Habasque et al., 2003)
89808 Cx3cl1 1.60E-04 |P5 1.51 2.04 242 Leydig cells, spermatogonia, spermatocytes and Stimulation of macrophages recruitment (Truman et al.,
peritubular cells 2008)
Contribution to spermiogenesis with formation and
X resorption of the cytoplasmic droplet (Fischer et al., 2005)
81639 | Alox15 1.70E-04 |P1 -7.34 -6.72 -5.39 Spermatozoa (Fischer et al., 2005) Constituent of the oxidative stress pathway (Bromfield et
al., 2017; Bromfield et al., 2019; Walters et al., 2018)
Regulation of the SAC and chromosomal alignment,
. . . interaction with Plk1 (Choi and Lee, 2008; Jeganathan and
171576 | Bub1b 1.70E-04 |P1 -1.26 -1.42 -1.49 Mitotic and meiotic cells (Izumi et al., 2009) van Deursen, 2006; Matsumura et al., 2007; Parra et al.,
2009)
. Formation of the SSC pool (Ma et al., 2020)
SSC, spermatogonia, spermatocytes (preleptotene), Regulation of microtubule dynamics during the rapid
114494 | Ccna2 1.70E-04 | P1 -1.54 -1.61 -1.68 Sertoli cells (Ravnik and Wolgemuth, 1996; Ravnik | ~e9u #1002 T D S TEPl
and Wolgemuth, 1999; Sweeney et al., 1996) formation of the metaphase Il spindle (by similarity witl
oocytes) (Zhang et al., 2017)
Spermatids, Sertoli and Leydig cells, lamina propria Participation to germ cell survival and enhancement of
25589 Kdr 1.70E-04 |P5 1.57 1.74 1.91 and blood vessels (Bott et al., 2010; Ergiin et al.,

1997)

vascularization (Caires et al., 2009a; Tian et al., 2016)
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Regulation of cholesterol transport (Brown and Goldstein,

78968 Srebf1 1.70E-04 |P5 1.22 1.46 1.74 Germ cells (Fon Tacer et al., 2003) 1999)
Glucose homeostasis and fat metabolism (Osborne, 2000)
Sertoli cells, spermatocytes and early spermatids
24825 Tf 1.70E-04 |P7 3.25 3.52 2.95 (Bhattacharya et al., 2019; Forti et al., 1989; Petrie Regulation of sperm yield (Lécureuil et al., 2007)
and Morales, 1992; Vannelli et al., 1986)
303730 | Chx2 1.80E-04 | P1 12 |22 4142 | Germ cells (Baumann and De La Fuente, 2011) Sﬁg“g’f[;"ﬁﬂ;‘;‘;g‘g;{;‘fpm”ema' complex (Baumann
Inhibition of CXCR4 signaling in testes of adult mice
Impairment of SSC maintenance, leading to loss of
the germline (Yang et al., 2013)
60628 Cxcr4 1.90E-04 |P7 2.58 2.61 272 Gonocytes and spermatogonia (Westernstroer et al., Modulation of PGC migration and germ cell survival (Lee
2014) etal., 2017; Li et al., 2016; Molyneaux et al., 2003)
Macrophages (Habasque et al., 2002)
Putative SSC (Goissis et al., 2018)
246273 | Trib3 1.90E-04 |P7 6.20 7.36 6.75 SSC (Zhang et al., 2014b) E;ﬂis)s“’” during early tissue development (Zhang et al.,
Spindle function (Zhong et al., 2005
289054 | Aspm 2.00E-04 | P4 -1.66 -1.48 -1.65 Spermatocytes (leptotene to pachytene) NZcessary for ge(rmlinegmaintenanct)e (Pulvers et al., 2010)
114496 | Bik 210E-04 |P5 217 226 238 Testis (Coultas et al., 2005) Zggg? development, first wave apoptosis (Coultas et al.,
" Mobilization and migration of immune cells in the
24770 | Cel2 2.10E-04 |P7 6.10 6.27 6.05 Interstitial cells (Guazzone et al., 2003a) and interstitium (Guazzone et al., 2003b; Guazzone et al.,
peritubular cells (Aubry et al., 2000a) 2009)
s . . Chromosomes segregation (Wurzenberger et al., 2012)
305984 |Cdca2 | 2.10E-04 |P4 126|132 165 | Dividing cells (Vagnarelli et al., 2011; Wurzenberger | oyt remodelling (Vagnarelii et al., 2006; Vagnareli
etal., 2012) atal. 2011)
59326 |Rapgef3 |210E-04 |P5 127 155 1.60 Spermatozoa (ltzhakov et al., 2019; Tomes, 2015) ﬁggi’gf;”;f 32%‘1’3@;’;?2%’} ;;9”3"”9 pathway
Correlation with sperm motility and count (Rajender et al.,
2011; Tang et al., 2018)
24483 Igf2 220E-04 |P5 3.49 319 3.04 ND :wlg(g);c:)l redundancy with OGF 1 and insulin (Griffeth et
Regulation of spermatogonial proliferation (Soder et al.,
1992)
25026 | Adm 2.30E-04 | P7 414 458 4.87 39”208'0%';‘; Leydig cells (Chan et al., 2008a; Chan et | goqjation of steroidogenesis (Chan et al., 2008a)
363071 | Stra6 2.50E-04 |P1 -1.38 -1.45 -1.86 Sertoli cells (Kelly et al., 2016) Vitamin transport across BTB (Kelly et al., 2016)
Not decisive for spermatogenesis (Brandeis et al., 1998)
Spermatocytes (pachytene, diplotene, metaphase), Expression counterbalanced by CCNB1 (Chotiner et al.,
363088 | Ccnb2 2.70E-04 |P4 -1.30 -1.30 -1.35 early round spermatids (Brandeis et al., 1998; 2019)
Chapman and Wolgemuth, 1993) Drives G2-M transition in mitosis with CDK1 (oocyte)
(Chotiner et al., 2019; Daldello et al., 2019)
a Sertoli cells and spermatozoa (Hsia and Cornwall, May play a functional role in sperm maturation (Li et al.,
266776 | Cst12 3.00E-04 |P6 1.58 2.39 2.57 2003; Li et al., 2005) 2005, Whelly et al., 2016)
25116 | Hsd11b1 |3.00E-04 |P7 2.87 348 382 Leydig cells (Lin et al., 2014) Regulation of corticosterone and testosterone level (Lin et

al., 2014)
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Sertoli cells (Mruk and Cheng, 2015), spermatogonia,

BTB and testicular homeostasis (Cai et al., 2016; Lydka et

25464 | lcam1 3.20E-04 |P5 1.82 1.95 213 spermatids (Cai et al., 2016) al., 2012; Mruk and Cheng, 2015; Xiao et al., 2012)
Appears as the unique enzyme responsible for transient
double-stranded breaks in elongating spermatids (Bakshi

Spermatogonia, spermatocytes, round spermatids and | et al., 2001b)
360243 | Top2a 3.50E-04 |P1 -1.44 -1.52 -1.87 early elongating spermatids (Bakshi et al., 2001b; May be involved in mediating DNA modifications and
Chen et al., 2001) maintaining nuclear organization during spermatogenesis
(Bakshi et al., 2001a; Chen et al., 2001; Roca and
Mezquita, 1989; Sukhacheva et al., 2003)
360348 | Hsd3b1 | 3.60E-04 |P4 304|235 -1.98 Eiﬂﬁoﬁ'fézf‘%f;"d Hales, 2004; Zirkin and Key enzyme for steroidogenesis (Miller and Auchus, 2011)
Sertoli cells (lwamori et al., 2010), spermatocytes, Cytokinesis (lwamori et al., 2010; Zhao et al., 2006)
294074 | Cep55 3.70E-04 |P1 -1.37 -1.35 -1.54 spermatids and germ cell intercellular bridge (Chang Could induce germ cell apoptosis during overexpression
et al., 2010) (Sinha et al., 2018)
Inactive Cts/induces atrophy of the seminiferous
tubules and altered differentiation into pachytene
;Zircmaégﬁztfgég;%hggﬁl"Zggg?éharmn etal, Involved_ in_ semini_ferous tubules structure and germ cell
2007; Visone et al., 2009; Zabludoff et al., 2001) differentiation (Wright et al., 2003)
25697 Ctsl 3.70E-04 |P5 1.41 1.37 1.57 - - Py P Facilitation of spermatids movement toward the lumen of
Dying or dead germ cells (Kim and Wright, 1997) inif tubules (Erickson-L. tal 1991
Testis (Sluka etal., 2002) semlnl_erous ubui ES( FIC s_on awrence et al., ),
Intratubular cells (Gye and Kim, 2004) formation of Sertoli cell junctions (Mruk et al., 1997)
Leydig cells, Sertoli cells, germ cells (Mathur et al.,
1997)
Removal of sister chromatids cohesion in anaphase by
cleaving the cohesin complex, target Rec8 phosphoryated
Mitotic and meiotic cells (Fan et al., 2006; Kudo et al., | (Fan et al., 2006; Stemmann et al., 2001)(by similarity to

315330 | Esplt 4.10E-04 | P4 -1.34 -1.26 127 2009) mitosis) (Kucej and Zou, 2010; Sun et al., 2009; Touati et
al., 2012) (mouse oocyte) (Katis et al., 2010; Kudo et al.,
2009)) (yeast)

Cell cycle regulation via Plk1 interaction (Guardavaccaro

292263 | Fbxo5 4.10E-04 |P1 -1.30 -1.31 -1.63 Testis (Tategu et al., 2008) et al., 2003; Margottin-Goguet et al., 2003; Moshe et al.,
2011; Tategu et al., 2008)

" Spermatocytes (pachytene), spermatids (Zhi et al., Nuclear shaping (Zhi et al., 2016) and acrosome
294286 | Kifo1 4408-04 | P1 156 142 150 | 5016) biogenesis (Ma et al., 2017; Yang and Sperry, 2003)
295661 | Spc25 4.40E-04 |P1 127 -1.33 172 2(')‘82')”9 cells (Janke et al., 2001; McCleland et al., SAC cells (Janke et al., 2001; McCleland et al., 2004)
Rete testis epithelium (adult) (Danyu et al., 2008; Participation to the reabsorption of the tubal fluid (Badran
25240 Agp1 470E-04 |P5 3.95 376 3.68 Domeniconi et al., 2008) and Hermo, 2002; Domeniconi et al., 2008)
Upregulation impacts negatively sperm fertilizing
capacity (Barbonetti et al., 2008) Produced during inflammatory response (Klein et al
81780 Ccl5 4.80E-04 |P1 -1.94 -1.87 -1.52 Leydig cells, Sertoli cells and germ cells (Rebourcet et 2016; Schall, 1991) v
al., 2010) ’ ’
Immune cells (Schall, 1991)
25678 Ddr1 4.80E-04 |P7 196 153 175 Testis (Miillenbach et al., 2006), germ cells and Deregulation associated with non-obstructive azoospermia

peritubular cells (Ramaswamy and Weinbauer, 2014)

(Ramaswamy and Weinbauer, 2014)
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Spermatogonia, spermatocytes (Chieffi et al., 2004)

Participation to homologous chromosomes alignment and
segregation (Kimmins et al., 2007; Mallampalli et al., 2013;

114592 | Aurkb 4.90E-04 |P1 -1.60 -1.92 -2.26 Mitotic and meiotic cells (Parra et al., 2003; Tang et Shuda et al., 2009) (cocyte) (Ditchfield et al., 2003; Maia
al., 2006)
etal., 2010)
Cell cycle progression, chromosomes segregation
304951 | Nuf2 5.70E-04 |P1 -1.09 -1.18 -1.18 Dividing cells (Hori et al., 2003) (Asakawa et al., 2005; Hori et al., 2003; Zhang et al.,
2015b)
The meiotic G2/M transition is associated with high
levels of Cyclin B1 (Godet et al., 2000)
Spermatogonia, spermatocytes (pachytene, ), round | Potentially essential for SSC renewal and spermatocytes
25203 | Conbd 6.008-04 | P1 -1.38 -1.56 -163 spermatids and Sertoli cells (Chapman and differentiation (Lau et al., 2011; Tang et al., 2017)
Wolgemuth, 1994; Godet et al., 2000; Gromoll et al.,
1997; Lau et al., 2011)
. . S Enzyme of steroidogenesis, determines the biosynthesis
29680 | Cypf1a? |6.00E-04 |P4 317 376 3.25 Leydig cells (Papadopoulos and Miller, 2012; Zirkin | it ot | eydiig cells (Papadopoulos and Miller, 2012:
and Papadopoulos, 2018) Zirki
irkin and Papadopoulos, 2018)
. Meiotic progression (Rhee and Wolgemuth, 2002),
114482 | Nek2 6.10E-04 | P4 477|153 472 fp:r’nr:‘:t‘izgﬂ‘?:rfgsg'z‘:‘e%gdﬁ"p'me”e)' early round | o omatin condensation (Di Agostino et al., 2004) and
P B SAC (Wei et al., 2011b)
Spermatocytes I, round spermatids and spermatozoa Potentially related to acrosome reaction (O’Rand et al.,
298441 | Nasp 6.30E-04 | P4 -1.22 -1.12 -1.40 (O'Rand et al 1’992_ Welch and O'Rand, 1990) 1992)
" ’ ! Histone transport protein (Richardson et al., 2000)
24925 | Adrb1 6.80E-04 |P7 332 3.75 4.03 Sertoli and Leydig cells (Heindel et al., 1981), testis Stimulation of testosterone production (Heindel et al.,
(Hellgren et al., 2000) 1981)
. Proliferation and maturation of Sertoli cells, stimulation of
54320 Pdpn 6.80E-04 |P5 1.41 1.34 1.48 Sertoli cells (Gao et al., 2017) ABP production (Gao et al., 2017)
SSC self-renewal (26621350, 28087628, 21543770(Helsel
291023 | Id4 7.10E-04 | P4 1.17 1.68 1.75 SSC (Sun et al., 2015) et al., 2017; Oatley et al., 2011; Sun et al., 2015))
Overexpression induces a lower proliferation level (by | Critical for the formation of synaptonemal complexes via
similarity with female cells) (Zhang et al., 2014a) the regulation of Sycp1 expression (Park et al., 2016)
Meiotic cells (Park et al., 2016) Progression and viability of differentiating spermatogonia
619575 | Sohih2 7.20E-04 | P3 -1.37 -1.54 -1.52 Spermatogonia, Sertoli cells, Leydig cells and smooth | via Kit stimulation (Barrios et al., 2012; Hao et al., 2008)
muscle of blood vessel wall (Hao et al., 2008; Zhang | Regulation of meiotic entry by interaction with STRA8
et al., 2015a) (Desimio et al., 2015)
KO = uKO mice were fertile and had essentially
normal spermatogenesis with the exception of some
24854 clu 8.80E-04 |P7 1.09 175 208 incomplete spermiation after stage VIII Possibly involved in sperm maturation and capacitation
. . . . Spermatozoa, Sertoli cells and degenerating germ (Saewu et al., 2017)
cells (Ahuja et al., 1996; Han et al., 2012; Matsushita
et al., 2016; O'Bryan et al., 1994)
Sperm cell development and proliferation (Zalzali et al.,
Spermatocytes (pachytene), round spermatids, 2018)
54238 Cdkn2c 9.00E-04 |P4 -2.13 -1.96 -2.46 elongated spermatids and Leydig cells (Buchold et al., | Regulation of spermatogenesis via inhibition of CDKs,
2007; Zindy et al., 2001) mitotic exit and normal meiotic maturation of
spermatocytes (Zindy et al., 2001)
. . Regulation of SSC stemness (Liu et al., 2019)
81686 Mmp2 9.20E-04 |P5 213 1.85 1.88 Spermatogonia, spermatocytes, round spermatids, Migration of spermatogonia and spermatocytes (Chen et

spermatozoa and Sertoli cells (Chen et al., 2011a;

al., 2011a)
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Ferrer et al., 2012; Longin et al., 2001; Siu and
Cheng, 2004b; Warinrak et al., 2015; Yao et al., 2009)

Regulation of BTB tight junctions (Barone et al., 2017; Siu
et al., 2003)

Regulation of the elongated spermatid dynamics (Siu and
Cheng, 2004c)

Gonocytes and spermatogonia (Beumer et al., 2000a)

Modulation of Sertoli cell proliferation (Lucas et al., 2014b;
Rindone et al., 2018)

58919 | Condt 9.90E-04 | P2 126 132 125 Sertoli cells (Lucas et al., 2014a) Regulation of SSC renewal and differentiation (Beumer et
al., 2000b; Carthon et al., 2005; He et al., 2013)
64557 | Bard1 1.10E-03 |P1 429|147 135 asl"egg“gf)’gm'a' spermatocytes, spermatids (Feki et | 1y 1ation of meiotic recombinations (Zhao et al., 2017)
KO led to spindle defects, chromosomes
misalignment and disruption of y-tubulin localization in | Could be associated with oligoazoospermia (29017965)
293844 | Haus7 1.10E-03 |P5 1.23 1.18 1.00 the spindle poles (by similarities with oocytes) (Wang | Involved in spindle formation during meiotic maturation (by
etal., 2013) similarity with oocytes) (Wang et al., 2013)
Spermatocytes (Pandey et al., 2019)
Related to testosterone production and germ cell survival
116744 | Lpart 1.10E-03 |P5 1.23 1.21 1.23 Germ cells (Ye et al., 2008) (Ye, 2008: Ye et al., 2008)
Sertoli cells and germ cells, interstitial cells (Law et 5:)%::2'2? ;f C1h5;)9|?t;:-:i:':zxrterleaslls §g$8§t5r0|dogen65|s
25728 | Apoe 1.30E-03 |P5 1.91 1.60 1.94 al., 19_97; Olson et al., 1994; Olson et al., 1995; Lipid transport for sperm maturation (Anderson et al.,
Schleicher et al., 1993) 2008)
KO induces subfertility and a reduced sperm count Support germ cell production (Caires et al., 2009b; Caires
-~ (Lu et al., 2013) etal., 2012)
83785 Vegfa 1.80E-03 | P7 3.01 3.98 3.66 Germ cells, Sertoli cells and Leydig cells (Bott et al., Development of vasculature and seminiferous cords
2006; Caires et al., 2009a; Caires et al., 2012) (Baltes-Breitwisch et al., 2010; Bott et al., 2006)
79131 Fabp3 1.90E-03 |P5 1.06 1.02 1.02 Testis (Oresti et al., 2013a) Associated .Wllh the functional differentiation of interstitial
cells (Oresti et al., 2013b)
Involved in inflammatory response pathway (Huang et al.,
89829 | Socs3 1.90E-03 |P5 1.37 217 224 Sertoli cells (Gautam et al., 2018) 2016) )
Linked with female infertility (Ozkan et al., 2018)
X Blood vessels (Kokk et al., 2004), spermatocytes and
24778 | Slc2at 2.00E-03 |P5 1.34 1.70 1.69 spermatids (Rauch et al., 2006) Glucose transporter (Rauch et al., 2006)
Zpeggfégioa (O'Rand and Widgren, 2012; Zhang et Control of sperm motility and acrosomal reaction via
685161 | Eppin 2.20E-03 |P3 -2.91 -1.48 -1.50 Raund spermatids, elongated spermatids (Silva et al modulating internal calcium levels (Bian et al., 2009;
2012) P » elong P ~ | O’'Rand and Widgren, 2012; Zhang et al., 2010b)
o Leydig cells, endothelial cells, primary spermatocytes . .
24167 Adcyapir1 | 2.50E-03 | P5 2.20 213 1.92 (Prisco et al., 2020) Probably related to fertility rate (Reglodi et al., 2018)
Sertoli cells, spermatogonia (Persengiev et al., 1997),
140588 | Gli3 2.50E-03 |P1 -1.64 -1.54 -1.53 spermatocytes and round spermatids (Szczepny et Inhibition of Sertoli cell proliferation (Yao et al., 2016)
al., 2006)
Mutation led to dysfunction during the transition from E&/g)l/vez%&g;etaphase/anaphase transition (Goto and
64515 |Cdc20 | 2.60E-03 |P4 473|170 159  |metaphase to anaphase (Lietal. 2017) Critical for spindle assembly and chromosomes
Spermatocytes (pachytene), round spermatids, tion (Jin et al.. 2010: Y. tal. 2014) (b
elongated spermatids (Goto and Eddy, 2004a) segregation (Jin etal, »Yangetal, ) (by
! similarity with oocytes)
292071 | Cdt1 2.90E-03 |P1 -1.19 -1.19 -1.42 Testis (Eward et al., 2004) Contribution to genomic stability (Arias and Walter, 2007)
29366 Serpine2 | 3.20E-03 | P5 1.21 1.18 1.30 Germ cells, Leydig cells (Lu et al., 2011) Prevention of cholesterol efflux (Lu et al., 2011)
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Spermatogonia, spermatocytes (preleptotene to

Coordination of the mitosis/meiosis transition (Hilbold et

313484 | Dmrtb1 3.30E-03 | P4 -1.57 -2.52 -1.48 pachytene) (Grive, 2019; Hilbold et al., 2019), Grive al., 2019)
2019, 25249458) "
Natural killer cells (by similarity with female) - . - X
304966 |Fcgrda | 3.40E-03 |P7 372 439 479 (Lukassen et al., 2003)! L”‘"’"’Ied. n "".{T‘“”:L"g'“a' ‘Terz"'ay (Giletal, 1998)
Lymphocytes (Gil et al., 1998) emale infertility (Aksu et al., 2016)
’ Spermatocytes, round spermatids, elongating Microtubular transport and formation of sperm (Wang et
84392 | Kif3a 4.50E-03 | P4 142 151 -1.63 spermatids, spermatozoa (Lehti et al., 2013) al., 2019; Zhao et al., 2018)
. . Probably related to tissue growth (Hirai et al., 1998;
24182 | Agtr2 8.10E-03 |P5 1.22 1.01 0.98 ;e:}'sz(g?g)eha’a etal., 1998), spermatozoa (Gianzo | . nohara et al., 1998), correlated with sperm motility
oz (Gianzo et al., 2016)
Upregulation of CDK1 inhibits separase action
(Stemmann et al., 2001) Progression of the meiotic division (Clement et al., 2015;
54237 Cdk1 8.30E-03 |P1 -1.75 -1.97 -2.46 Spermatogonia and spermatocytes (I and Il) (Godet et | Godet et al., 2000; Godet et al., 2004; Li et al., 2019;
al., 2004; Ravnik and Wolgemuth, 1999; Redgrove et | Rattani et al., 2014)
al., 2016)
Chromosomes alignment and spindle organization (Sun et
- - . I, 2011; Wei et al., 2014) (by similarity with oocytes)
Mitotic and meiotic cells (Wei et al., 2014) (by a. . ) K .
A A — (Diaz-Rodriguez et al., 2008; Wei et al., 2011a), somatic
301701 | Ndc80 8.50E-03 | P4 -1.84 -1.57 -1.81 5|Smllar|tty I\ﬁvltzho??cyges)_(D_leLﬂca c_e‘thal., ZOtOS), mitosis cells (DeLuca et al., 2003; Lin et al., 2006),mitosis (Chen
(Sun etal, ) (by similarity with oocytes) et al., 2020; Helgeson et al., 2018; Zhang et al., 2012)
Involved in G2-M transition (Gui and Homer, 2013)
Regulation of male germ cell potency (He et al., 2009;
294503 | Nodal 9.80E-03 |P5 2.20 1.94 1.87 Germ cells (He et al., 2009; Tian et al., 2015) Spiller et al., 2012; Tassinari et al., 2015) and Sertoli cell
proliferation (Tian et al., 2015)
Component of the central element and structure of the
synaptonemal complex, pairing of homologous
Spermatocytes (Hamer et al., 2006a; Hamer et al chromosomes by the establishment of SYCP1 (Hamer et
690393 | Tex12 1.00E-02 |P3 -4.04 -3.47 -2.08 2008a) o ’ ” al., 2006)b; Hamer et al., 2008b; Hernandez-Hernandez et
al., 2016,
Phosphorylated by PLK1, for the disassembly of the
synaptonemal complex (Jordan et al., 2012b)
Androgen transport protein, facilitation of the transport of
Sertoli cells (Hammond, 2011; Wood et al., 2011) and | testosterone or dihydrotestosterone into seminiferous
24775 Shbg 110E-02 |P7 0.89 162 1.49 Iieydig cells (Della-Maria et al., 2002; Herbert et al., tubules (Della-Maria et ?I., 2002) _ . _
005) Influence on the dynamic of germ cell proliferation (Jeyaraj
Germ cells (endocytosis) (Gerard et al., 1994) et al., 2002)
Extracellular transport of androgens (Hammond, 2011)
366492 |Epha2 | 1.20E-02 |P5 1.04 1.26 1.44 SSC (Morimoto et al., 2020, 31403678) g{g‘fa'z(’;‘z%d)'ﬁer of self-renewal signals in SSC (Morimoto
Participation to the formation of the synaptonemal
Upregulation probably silences the mitotic checkpoint complex, ?fﬂc'em synapsis of sfex chrpmosomes and for
) (Wang et al., 2014) sex bod.y qrmatlgn, crossove_r ‘ormation and .
292206 | Trip13 1.20E-02 | P2 -1.68 -1.58 -1.74 recombination (Li et al., 2007; Pacheco et al., 2015; Roig

Mitotic cells and spermatocytes (Pacheco et al., 2015;
Roig et al., 2010; Wang et al., 2014)

etal., 2010)e
Involved in chromosomal instability (Ma and Poon, 2016)
Regulation of DSBs repair (Clairmont et al., 2020)
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Spermatogonia to early pachytene spermatocytes

Suggests a role asan adhesive protein binding to the
basement membrane and adjacent Sertoli cells (Luedtke
etal., 2002)

25353 Spp1 2.40E-02 |P5 1.89 1.91 1.96 (Luedtke et al., 2002) Potentially involved in SSC proliferation (Yoo et al., 2010)
SSC (Yoo et al., 2010) Initiation of meiotic recombination, DSB (yeast) (Acquaviva
et al., 2013; Adam et al., 2018; Karanyi et al., 2018;
Sommermeyer et al., 2013)
Reduced CRBP | mRNA levels in vitamin A deficient
testis (Perozzi et al., 1998) May regulate the intracellular concentration of retinoids
25056 Rbp1 3.70E-02 |P5 1.52 1.32 1.75 Spermatocytes, Sertoli cells and peritubular cells (Fa¥aor?io etal, 1993)
(Eskild et al., 2000; Faraonio et al., 1993; Pandey et ”
al., 2019)
Round spermatids and elongating spermatids (Carrell . .
25345 Prm2 4.00E-02 |P4 -0.45 -3.51 -0.45 et al., 2007; Domenjoud et al., 1991) Essential for sperm DNA compaction (Carrell et al., 2007)
x ~ R - Round spermatids and elongating spermatids Allows the histone to protamine transition in spermatids
24840 | Tnp2 4.208-02 | P4 240  |-260 384 | (Domenjoud et al., 1991; Wykes et al., 1995) (Culp etal., 1980)
Spermatocytes (Jordan et al., 2012c; Pattabiraman et | Stabilization of the synaptonemal complex (Pattabiraman
83722 | Plk2 4.30E-04 | P6 2.156504 | 2.102189 | 1.878657 | ;'">417) ‘at the crossover sites (32997737) etal,, 2017)
Regulation of entry into the second meiotic division
-~ . (Perrard et al., 2007)
24596 | Ngfr 4.90E-04 |P5 2.185249 | 1.833839 | 1.468167 | Sertoli cells (Persson et al., 1990) Regulation of meiosis via androgen pathway and fixation
to NGF produced by germ cells (Persson et al., 1990)
X ~ R ~ . Indispensable for germ cell survival and meiotic
364382 | Prmt5 1.00E-03 |P3 1.21228 | -1.27504 1.18728 | Germ cells (Wang et al., 2015; Zhu et al., 2019) progression (Wang et al... 2015; Zhu et al., 2019)
X = R ~ Component of the crossover pathway (Holloway et al.,
287634 | Emet 1.90E-03 | P4 2.33741 | -1.9649 1.72282 | Spermatocytes (Holloway et al., 2008) 2008; Wang et al., 2016; Wechsler et al., 2011)
289175 | Slc19a2 | 5.60E-03 |P6 1.049012 | 1.210315 | 1.180235 | ND Necessary for survival of pachytene spermatocytes

(Fleming et al., 2003; Oishi et al., 2004)
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Table S4: Primers and parameters used for RT-qPCR

bp, base pair; RT-qPCR, Reverse transcription-quantitative Polymerase Chain reaction

Gene
name
Cbx2
Cks2
Top2a
Ube2c
DIkl
Bublb
Sohlh2
Ngfr
Actb

Gapdh

Forward primer

5> 3)
CAAGGGCAAGCTGGAGTACC
T
GGAGGAGACTTGGTGTTCAAC
AG
GAACTGGCTTCAAATCAGTAT
GTGA
AGCCCTTTGAACACACATGCT

GTGAAGAACCATGGCAGTGT
GT
ACTACAGAAGTCATCCCTGCA
AATG
TCCCTTCAGAGCAATAAGAGG
TTT
GGGCCTTGTGGCCTATATTG

ACCGTGAAAAGATGACCCAG
AT
CAGCCTCGTCTCATAGACAAG
ATG

Reverse primer

(5> 3)
TCGGGTCCAAGATGTTCTCT
TC
AATATGCGGTTCTGGCTCAT
G
CCTTATATGTCTGGGTCCAT
GTTCT
TGGTTGGAGACCTGCTTTGA
ATA
GCAAGCCCGAATATCTATTT
CG
ATGATGGCATCTTCACTCAA
AGG
CATAGCATCTCCCCTCTGTG
ATG
GCGCCTTGTTTATTTTGTTTG
C
CACAGCCTGGATGGCTACGT
A
CAATGTCCACTTTGTCACAA
GAGAA

Tm
°C)
80.2
74.5
74.0
75.5
76.5
73.0
77.3
78.0

76.0

79.0

225

Size
(bp)
89
71
109
95
74
92
93
63
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Table S5: IPA analysis of the 594 differentially expressed genes in in vitro cultured tissues
(D28)

Upstream
Regulator

Molecule
Type

Activ
ation
Z_

score

p-value
of overlap

Target Molecules in Dataset

Mechanisti
¢ Network

ZBTB17

transcriptio
n regulator

4.56E-30

ASPM,AURKB,BUB1B,CCNA2,CCNB1,C
CNB2,CDC20,CDCAS8,CDK 1,CENPF,CEP
55,CKAP2,ECT2,FOXM1,HMMR,IQGAP3
KIF11,KIF18B,KIF22,MKI67,NDC80,NU

F2,NUSAP1,PBK,PIMREG,PLK1,PRC1,T

OP2A,UBE2C

166 (7)

TNF

cytokine

6.201

2.15E-26

ABCA1,ACTA2,ADCY5,ADM,ADORA2A
,AOC3,APLN,APOE, ARSI, ATF3,B2M,BH
LHE40,BIK,CASP4,CCL11,CCL2,Ccl2,CC
L5,Ccl7,CCND1,CD14,CDH13,CDH2,CEB
PD,CFB,CH25H,CLU,CNN1,CTSK,CTSS,
CX3CL1,CXCL10,CXCL13,CXCL2,CXCR
4,CYP11A1,CYP17A1,DUSPS,EFNA1,FC
GR2B,G0S2,GADD45A,GM2A,H19,HLA
A,JCAMI1,IER3,IGF2,IGFBP3,IL4R,ISG15,
JUNB,LRRCS8C,LTBP2,MGP,MGST1,MG
ST2,MMP12,MMP2,MMP9,MYLK,NQO1,
OSMR,PDPN,PENK,PLA2G2A,PLSCR1,P
RSS23,RASD1,RBP1,SAT1,SERPINBY,SE
RPINE2,SLC2A1,SOCS3,SPSB1,SREBFI,
STAT3,STEAP4,STMN1,TAGLN,TF,TGM
2,TMEM176B,VEGFA

177 (17)

CEBPB

transcriptio
n regulator

-2.669

1.15E-25

ACTA2,APLN,APLNR,AURKB,BARDI,B
UBIB,C1QC,C3AR1,Ccl2,CCL5,CCNA2,C
CNB2,CCND1,CD14,CDC20,CDCA3,CDC
A8,CDH3,CDK1,CDKN2C,CDT1,CEBPD,
CXCL10,CXCR4,CYP11A1,CYP17A1,DE
PDCI1,DIAPH3,DLGAPS,ESPLI,FBLN1,F
CGRI1A,FCGR3A/FCGR3B,FZD1,GADD4
5A,HBB,HMMR,HSD11B1,IER3,IGFBP3,
KIF18B,KIF22,LGMN,LMNB1,MELK, MK
167,MXD3,NASP,PLK1,SPC25,SPP1,SRE
BF1,STAT3,STMN1,TACC3,TF,TK1,TOP
2A,TRIB3,TRIP13,VLDLR

245 (18)

CSF2

cytokine

-1.175

2.91E-25

ABCA1,BUBIB,CCL2,Ccl2,CCNA2,CCN
B1,CCNF,CD14,CDC20,CDCA2,CDCA3,C
DCAS,CDK1,CSF2RB,CXCL10,E2F7,FBX
05,FCGR2B,FOXM1,HJURP,ICAM1,IER3
JIFITM3,JUNB,KIF11,LCP1,MKI67,MMP9
JNUSAP1,0SMR,PLK1,PRC1,RBBP4,REC
QL4,REG3G,SLC2A1,SNTB1,S0CS3,SPC
25,SPP1,SREBF1,STMN1,TGM2,TOP2A,T
RIP13,UBE2C,UHRF1

185 (18)
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LDLR

transporter

1.664

6.9E-24

ABCAI1,APOE,AURKB,BUB1B,CCL2,Ccl
2,CCL5,Ccl7,CCNA2,CCNB1,CCNB2,CC
ND1,CDCA3,CDK1,CENPA,CENPF,CFB,
CX3CL1,E2F7,FCGRIA,FOXM1,GAPDH,
GJA4,ICAMI1,IER3,IRF7,LYZ,mir23,MKI6
7,MMP2,MMP9,NUSAP1,PFKL,PLK1,PR
C1,SLC2A1,SPP1,SREBF1,TOP2A,UBE2C
,UHRFI,VLDLR

156 (14)

TP53

transcriptio
n regulator

3.98

9.41E-24

ACSL6,ACTA2,ADGRB1,ALOX15,APOE,
ATF3,AURKB,BCL6B,BHLHE40,BIK,BU
B1B,C1QC,CASP4,Ccl2,CCL5,CCNA2,CC
NB1,CCNB2,CCND1,CD82,CDC20,CDH3,
CDK1,CDT1,CENPF,CEP55,CKAP2,CKM
T2,CLIC4,CLU,CNN1,CPT1B,CXCL10,C
XCL2,DDR1,DGKA,DLGAP1,DUSP4,DU
SP5,EPHA2,ESPL1,FABP3,FGF7,FKBP5,F
OXM1,FSTL3,FUCA1,GADD45A,GADD4
5B,GAPDH,GPR157,GTSE1,H2BCS,HMM
R,ID3,IER3,IGF2,IGFBP3,IL4R, INKA2,IR
F7,1SG15,JUNB,KCNJ2,KCNJ4,KDR KIF
C1,LY6H,LYZ,MGST2,mir23,mir27,MKI6
7, MMP2,MMP23B,MMP9,NDC80,NDRG1
JNR2F1,PBK,PECAM1,PLK1,PLK2,PRAG
1,PRC1,PTPRM,RBBP4,RECQL4,RFC4,R
RM1,RUNX1,SAT1,SERPINB9,SERPINE?
,SESN2,SLC19A2,SLC2A1,SPC25,SPP1,S
REBF1,STAT3,STMN1,TGM2,THBS1,TO
P2A,TRIB3,TYMS,UBE2C,UHRF1,UNC5
B,VASN,VEGFA,VLDLR,WNT10A

231 (23)

TGFB1

growth
factor

2.01

2.54E-23

ACTA2,ADM,AQP1,ASPM,BARDI,BHL
HE40,BUB1B,CASP4,CCL11,CCL2,Ccl2,C
CL5,Ccl7,CCNA2,CCNB1,CCNB2,CCND1
,CDC20,CDH2,CDK1,CDKN2C,CDT1,CE
NPA,CENPF,CKS2,CLDN4,CNN1,CXCL1
0,CXCL2,CXCR4,CYP11A1,CYP17A1,EL
N,ENPP1,ESPL1,FAM107A,FBLNS,FSTL
3,FZD1,HTRA1,ICAMI,IER3,IGF2,IGFBP
3,JUNB,JUP,KDR,LTBP2,mir196,MKI67,
MMP12,MMP2,MMP9,MXD3,NDC80,PE
CAMI1,PRC1,RFC4,31PR3,SEMA7A,SOC
S3,SPP1,STAT3,TAGLN,TGM2,THBS1,T
OP2A,VEGFA

204 (20)

FOXMI

transcriptio
n regulator

-2.555

3.68E-23

AURKB,BUB1B,CCNA2,CCNB1,CCNB2,
CCND1,CCNF,CDC20,CDCA2,CDCAS,C
DH2,CDK1,CENPA,CENPF,CKS2,CTNN
AL1,FZD1,GTSE1,KDR,MKI67,MMP2,M
MP9,NUF2,PECAM1,PLK1,PRCI,PRRI11,
SKP2,STAT3,STMN1,VEGFA

245 (19)
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NRIH3 ligand- 0.381 | 1.59E-22 | ABCA1,APOE,ATF3,AURKB,BUBIB,CC | 173 (16)
dependent L2,Ccl2,CCL5,Ccl7,CCNA2,CCNB1,CCN
nuclear B2,CDCA3,CDK1,CENPA,CENPF,CFB,C
receptor H25H,CX3CL1,CXCL10,CXCL2,E2F7,FC
GR1A,FOXM1,HSDI11B1,IFIT2,IRF7,LYZ,
MELK,MKI167, MMP9,MYLIP,NUSAP1,PL
K1,PRCI1,SREBF1,TOP2A,UBE2C,UHRF1
ERBB2 kinase 0.202 | 5.2E-22 ANGPT2,ASPM,ATF3,BARDI1,BHLHE40, | 263 (24)

BUBIB,CAVIN2,CCL11,CCL2,CCL5,Ccl7
,CCNA2,CCNB1,CCNB2,CCND1,CD82,C
DC20,CDCA2,CDCA3,CDCA7,CDCAS,C
DH2,CDK 1,CDKN2C,CDT1,CENPA,CEN
PF,CKS2,CLDN4,CST8,CXCL10,E2F7,ES
PLI,ETV1,FSTL3,GALNT18,HOMER2,H
TRA1,ICAM1,IL17B,JUNB,JUP,LTBP2,L
UM, mir23,mir27,MKI67,MMP12,MMP16,
MMP9,MXD3,NDC80,NOTCH4,NUP210,
PENK,PRC1,RFC4,RRM1,SLC2A1,STAT3
STEAP4,TAGLN,THBS1,TK1,TOP2A,TY
MS,UNC5B,VEGFA
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Table S6: Antibodies used in the current study

IF, Immunofluorescence; IHC, ImmunoHistoChemistry

Category | Antibody/protein Host Dilution | Reference | Supplier
Primary YH2AX Mouse 1:200 05-636 Merck
(IHC)
1:500 (IF)
DDX4 Rabbit 1:800 (IF) | Ab13840 | Abcam
Ki67 Rabbit 1:500 (IF) | ab16667 | Abcam
SYCP3 Rabbit 1:200 (IF) | ab15093 | Abcam
SYCP3 Mouse 1:200 (IF) | ab97672 | Abcam
SYCP1 Rabbit 1:200 (IF) | ab175191 | Abcam
Secondary | Anti-rabbit Goat 1:200 (IF) | ab150077 | Santa Cruz
(Alexa Fluor 488®- Biotechnologies
conjugated)
Anti-rabbit Goat 1:200 (IF) | ab150080 | Santa Cruz
(Alexa Fluor® 594- Biotechnologies
conjugated)
Anti-mouse Goat 1:200 (IF) | Ab150113 | Santa Cruz
(Alexa Fluor®488- Biotechnologies
conjugated)
Anti-mouse Goat 1:200 (IF) Abcam
(Biotin-conjugated)
Polyvalent Goat Prediluted | TP-60-BN | ThermoFisher
(Biotin-conjugated) (IHC) Scientific
Control IgGs Rabbit 1:200 02-6102 Invitrogen
(IF, IHC)
Mouse 1:200 Sc-2025 Santa Cruz
(IF, IHC) Biotechnologies
Alexa Fluor® 594-conjugated | / 1:200 (IF) | S11227 Invitrogen

streptavidin
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Les travaux de recherche réalisés au cours de cette these ont tenté de répondre a

plusieurs questions :

- Les protocoles de congélation utilisés chez la souris et ’homme permettent-ils de
préserver la structure et 1’intégrité du tissu testiculaire prépubere de rat ?

- La culture organotypique a interface gaz-liquide sur gel d’agarose du tissu testiculaire
prépubere permet-elle de produire des spermatozoides de rat in vitro ?

- Quels sont les mécanismes moléculaires dérégulés au cours de la culture organotypique
de tissu testiculaire prépubere de rat, entrainant 1’arrét de maturation des cellules

germinales in vitro ?

Dans cette partie du manuscrit, nous discuterons dans un premier temps la pertinence du
modele murin choisi pour réaliser cette étude. Dans un second temps, les résultats obtenus au
travers des deux articles présentés seront discutés, notamment la validation des protocoles de
congélation de tissu testiculaire chez le rat prépubere, la culture organotypique du tissu
testiculaire de rat prépubere, I’optimisation de cette approche de maturation in vitro et enfin les

hypotheses quant a I’origine de 1’arrét de maturation observé en culture.

Modele murin utilisé — Choix du rat par comparaison a la

SOuris

Depuis plusieurs décennies, le rongeur est un modele de choix pour la réalisation
d’études cliniques et fondamentales. En effet, son temps de génération et d’age de maturité
sexuelle en fait un modele particulierement prisé, permettant d’obtenir rapidement des résultats.
Les 90% de similitude avec le génome humain en font un parfait candidat pour I’étude de la
fonction de genes (Rat Genome Sequencing Project Consortium, 2004). La spermatogenese
présente également de nombreuses similitudes entre les rongeurs et I’homme. Que ce soit chez
I’homme, le primate non humain, le rat ou la souris, la spermatogenese est un mécanisme
hautement conservé, permettant la production de cellules haploides a partir de cellules
diploides. Dans chacune de ces especes, la structure des tubes séminiferes ainsi que
I’organisation du testicule sont identiques. De plus, ces trois especes exorchides ont toutes trois
une spermatogenese ayant lieu de facon optimale a 34°C. Cependant, de nombreuses

divergences sont néanmoins présentes entre ces especes. En effet, tandis qu’un rat produira ses
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premiers spermatozoides au bout de 53 jours post partum et a 35 jours post partum chez la
souris, I’initiation de la puberté chez I’homme se produit autour de 13 ans (Clermont, 1972).
Cette différence de cinétique du développement testiculaire est aussi le reflet du développement
des spermatogonies a différents stades de maturité, avec une entrée en méiose des 8 jours
postpartum chez la souris, 12 jours postpartum chez le rat alors que 1’age auquel la méiose
commence chez le garcon est variable d’un individu a ’autre, tout comme la quantité de
spermatogonies présentes dans les tubes séminiferes (Masliukaite et al., 2016). Les étapes de
prolifération et différenciation des spermatogonies différent aussi entre le rongeur et I’homme,
avec 7 stades successifs chez le rat et la souris contre 3 pour les primates (Oatley et Brinster,
2012). De plus, des différences de régulation hormonale pouvant étre observées entre
différentes especes de rat (Kiihn ez al., 1983), il est tout a fait possible que des différences soient

présentes entre le rongeur et ’homme.

La premiere étude qui a rapporté 1’obtention d’une spermatogenese complete in vitro
ayant été réalisée chez la souris (Sato et al., 2011b), tres peu d’équipes se sont intéressées a
évaluer ces mémes conditions de culture dans d’autres especes. Chez I’homme et le rat, tres
rapidement, un arrét de maturation précoce des cellules germinales a été observé (Reda et al.,
2016; de Michele et al., 2017). La divergence d’une partie des mécanismes physiologiques
entre la souris et I’homme, associée a la durée de la spermatogenese deux fois plus courte chez
la souris que chez I’homme (35 jours vs 74 jours) font de la souris un modele moins approprié
pour une transposition directe de la procédure de culture organotypique chez 1’homme.
Contrairement a la souris, le modele rat possede une durée de la spermatogenese intermédiaire
de 53 jours et un cycle de 1’épithélium séminifere de 13 jours, contre 8,6 jours pour la souris et
16 jours pour I’homme (Perey et al., 1961). De plus, I’hypothese selon laquelle le blocage
observé chez ’homme pouvant étre identique, ou en partie, a celui observé chez le rat en fait
un modele pertinent pour I’optimisation des conditions et milieux de culture, avant d’envisager

des essais chez ’homme.

Une constante évolution des modeles est nécessaire afin de se trouver au plus proche
des échantillons initiaux. Le modeéle murin présente de nombreux avantages tels que la
disponibilité des tissus ainsi que la taille importante des portées générées. Cependant, au-dela

de la dimension d’accessibilité aux tissus, il est important de prendre en compte la distance
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phylogénétique. L’ organisation hélicoidale des cycles de I’épithélium séminifere est commune
entre le ouistiti (Callithrix jacchus) et ’homme, tandis qu’une organisation segmentée est
observée chez les rongeurs (Millar et al., 2000). L’utilisation d’un modele de primate non
humain tel que le ouistiti permettrait de prendre en compte divers parametres, potentiellement

spécifiques au genre primate.
Validation des protocoles de congélation

La congélation de tissu testiculaire prépubere est actuellement mise en ceuvre afin de
préserver la fertilit€ des enfants traité€s pour le cancer. Malgré son utilisation courante, cette
technique n’est cependant pas sans danger pour le tissu si le protocole est mal réalisé. En effet,
la congélation est un processus permettant le passage de 1’eau d’un état liquide a un état solide.
Cette transformation induit la formation de cristaux de glace, pouvant entrainer des dommages
séveres aux cellules ainsi qu’un effet de solution, par concentration des solutés et donc une
déshydratation cellulaire. Ces dommages sont a I’origine de mort cellulaire apres décongélation
(Mazur, 1970). Afin d’éviter ces effets néfastes, les protocoles de congélation ont été adaptés

avec I’ajout de CPA, permettant une meilleure survie cellulaire apres décongélation.

Afin de préserver au mieux 1’intégrité structurale et fonctionnelle du tissu testiculaire
prépubere, des travaux de recherche permettant d’obtenir les conditions de congélation
optimales ont été menés. Le tissu testiculaire d’enfants étant disponible en trop petite quantité,
le tissu testiculaire de souris prépuberes a été utilisé afin de réaliser les premiéres mises au point
au sein du laboratoire (Milazzo et al., 2008). Différents protocoles ont été comparés et différents
parametres évalués : la nature et la concentration du CPA interne utilisé (DMSO ou PROH), la
courbe de descente en température (contrdlée ou non contrdlée, lente ou rapide) et la présence
ou non d’un seeding. Le protocole optimal nécessite 1’utilisation d’un milieu de congélation
contenant du DMSO a 1,5 M, du sucrose a 0,05 M et 10% de SVF, une étape d’équilibration
du tissu dans le milieu de congélation de 30 minutes a 4°C, suivie d’une étape de congélation
lente contrlée sans seeding automatisée. Ce protocole a permis de maintenir 1'intégrité
tissulaire, ainsi que la fonction endocrine (production de testostérone par les cellules de Leydig)
du tissu testiculaire de souris pépuberes congelé/décongelé mis en culture (Milazzo et al.,
2008). Actuellement, la congélation lente contrOlée est utilisée au sein du Laboratoire de

Biologie de la Reproduction du CHU de Rouen, et permet de préserver 1’intégrité structurale
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du tissu testiculaire prépubere humain apres décongélation (Rives-Feraille ef al., en révision).
En France, plus de 700 enfants ont pu bénéficier de ce protocole mis au point au sein du

laboratoire, utilisé au niveau national.

Bien que le protocole de congélation optimisé et 1’utilisation d’agents cryoprotecteurs
permettent le maintien de 1’intégrité structurale et fonctionnelle du tissu testiculaire prépubere
chez la souris et ’homme, il restait a démontrer que cette procédure peut aussi étre utilisée chez
le rat. La congélation lente contrdlée a préalablement été testé au sein du laboratoire dans le
modele rat (Travers et al.,2011). Cependant, ce protocole n’a jusqu’alors pas été comparé a la
vitrification, récemment mise au point chez la souris prépubere (Dumont et al., 2015). Nos
résultats ont montré une conservation de I’intégrité structurale des tissus apres congélation lente
controlée et décongélation, ainsi que la capacité proliférative des cellules testiculaires. Une
légere augmentation du pourcentage de tubes présentant une fragmentation de I’ADN a
cependant été observée. Ces résultats sont cohérents avec les études menées précédemment au
sein du laboratoire dans le modele souris (Milazzo et al., 2008; Dumont et al., 2015) et rat
(Travers et al., 2011). Afin d’évaluer I’'impact des procédures de congélation/décongélation a
court terme, les mémes évaluations histologiques ont été effectuées 20h apres décongélation.
Si les altérations tissulaires déja présentes immédiatement apres congélation/décongélation sont
encore observées 20h apres la congélation/décongélation, le score Iésionnel reste toutefois
inférieur a 1 sur une échelle de 10, considéré comme €tant en faveur d’un tissu modérément ou
pas altéré apres décongélation (Milazzo et al., 2008). Apres 20h, la capacité proliférative des
cellules testiculaires est conservée au sein du tissu, avec néanmoins une légere diminution du
pourcentage de cellules en prolifération par tube. A I’inverse, le pourcentage de tubes présentant
une fragmentation de I’ADN est augmenté. Les cellules pourraient avoir ét€ endommagées par
les CPA lors des procédures de congélation/décongélation. En effet, les CPA peuvent aussi
avoir un effet cytotoxique, en particulier si leurs concentrations et leurs temps d’exposition ne
sont pas adaptés (Pegg, 2002). Au total, les procédures de congélation/décongélation utilisées
chez la souris et ’homme sont aussi adaptées au modele rat, les altérations tissulaires observées

apres décongélation étant modérées.

Afin de limiter la formation de glace intracellulaire lors de la congélation, la technique
de vitrification a été développée. Elle permet une descente en température ultra-rapide. Utilisée
principalement sur le tissu testiculaire prépubere de souris, ont €ét€ réalisées sur le tissu

testiculaire chez le garcon prépubere (Curaba et al., 2011a; Poels et al., 2013). Une étude
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préalable menée au sein du laboratoire sur le modele souris a permis de comparer les différentes
procédures de vitrification et la congélation lente contrélée (Dumont et al., 2015). Une
supériorité du protocole de vitrification sur surface solide a été mise en évidence avec des
altérations tissulaires moindres apres vitrification par comparaison a la congélation lente
controlée (Dumont et al., 2015). Chez le rat, nos résultats montrent que le score 1ésionnel est
similaire apres vitrification ou congélation lente controlée. Cependant, une meilleure capacité
de prolifération des cellules intratubulaires est observée apres décongélation dans les tissus
vitrifiés tandis qu’une augmentation de la proportion de cellules ayant un ADN fragmenté est
observée dans les tissus obtenus apres congélation lente. Plusieurs facteurs pourraient étre a
I’origine d’une altération des cellules testiculaires plus importante apres congélation lente
contrdlée qu’apres vitrification. Contrairement a la vitrification, la CLC nécessite un temps
d’équilibration de 30 minutes, suivie d une phase de refroidissement lente, prolongeant le temps
d’exposition du tissu aux CPA, mais aussi a I’origine d’un choc thermique et pouvant conduire
a la formation de glace intracellulaire. La vitrification, non automatisée, nécessite cependant

une phase d’apprentissage plus longue.

Chez la souris, un meilleur rendement spermatique a été obtenu dans les cultures de
tissus vitrifiés par rapport aux cultures de tissus congelés (Dumont et al.,2015). Une autre étude
a montré la possibilité d’obtenir une descendance a partir de spermatozoides de souris issus de
cultures de tissus congelés ou vitrifiés, sans mettre en évidence la supériorité d’un des deux
protocoles (Yokonishi et al., 2014). Concernant la progression de la spermatogenese in vitro
dans le modele rat, nos résultats n’ont montré aucune différence significative entre cultures de

tissus congelés ou vitrifiés.

Les protocoles de congélation lente contrdlée et de vitrification, optimisés dans le
modele souris permettent donc un maintien de I’intégrité structurale et fonctionnelle du tissu
testiculaire de rat prépubere. Cependant, une proportion non négligeable des cellules
testiculaires semble é&tre altérée durant ces processus. La sortie du testicule de son
environnement physiologique et les processus de congélation/décongélation induisent la
formation d’ERO (Aliakbari et al., 2016a), qui peut étre concomitante avec une altération des
voies de défenses anti-oxydantes (Bilodeau et al., 2000). Un exces de production d’ERO peut
conduire a une peroxydation des lipides membranaires, des dommages a I’ADN ainsi qu’une
apoptose cellulaire (Agarwal et al., 2014a). Le tissu testiculaire étant particulierement riche en

acides gras polyinsaturés, il se trouve €tre particulicrement sensible a la peroxydation lipidique
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(Aitken et Roman, 2008). Afin de réduire au maximum les effets déléteres des ERO, la
vitamine E a été ajoutée dans les milieux de congélation/décongélation. Les travaux publiés de
notre équipe sur le sujet ont montré une amélioration de la préservation du tissu testiculaire de
souris prépuberes en présence de vitamine E a 3,4 mM et de la production de spermatozoides
in vitro (Arkoun et al., 2019). La vitamine E est un antioxydant lipophile qui est démontré
comme étant vital pour le maintien de la spermatogenese chez les mammiferes (Johnson, 1979).
En revanche, nos résultats montrent que 1’ajout de vitamine E a 3,4 mM dans les milieux de
congélation/décongélation de tissu testiculaire de rats prépuberes est associé a une
augmentation de 1’apoptose et de la fragmentation de I’ADN dans les tubes séminiferes des
tissus congelés ou vitrifiés. La concentration de vitamine E utilisée dans notre étude n’est peut-
étre pas adaptée pour le tissu testiculaire de rats prépuberes. Un effet bénéfique de la vitamine
E sur la prolifération de cellules testiculaires isolées de souris et sur leur viabilité a été€ obtenue
a des concentrations plus élevées : 4,6 mM (Aliakbari et al., 2016b) et 220 mM (Aliakbari et
al.,2016a). Une deuxieme hypothese, beaucoup plus plausible, est que la vitamine E pourrait
se fixer aux tissus et réduire de facon locale la vitesse de refroidissement (Mazur, 1977).
L'utilisation d'autres antioxydants tels que la vitamine C, les caroténoides ou I’acide urique
(Cadenas, 1989) devraient étre testés afin de protéger plus efficacement les cellules lors des

phases de congélation/décongélation.

Culture organotypique — Progression de la spermatogenese

et optimisation des conditions de culture

La culture organotypique sur gel d’agarose est un modele utilisé depuis les années 1930
et dont la structure a évolué au cours du temps. Sa mise en ceuvre relativement simple en fait
un modele prisé. Malgré la réussite dans 1’obtention d’une spermatogenese complete in vitro
dans les cultures de tissus testiculaires prépuberes de souris, des optimisations de ce systeme
de culture sont a réaliser afin d’obtenir la méme réussite dans d’autres especes ou améliorer les

résultats déja obtenus.

Outre I’arrét de maturation des cellules germinales et le faible rendement spermatique
constatés respectivement dans les cultures organotypiques de rat et de souris, une zone
« nécrotique » apparait assez tot (dés 20h de culture) au centre des explants tissulaires mis en

culture. L’approvisionnement en nutriments et en oxygene, assuré dans les conditions
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physiologiques par le systeme circulatoire, semble étre insuffisant au centre des explants pour

permettre la survie cellulaire.

N

Bien qu’elle vise a mimer au mieux les conditions physiologiques, la culture
organotypique sur gel d’agarose n’a pas permis jusqu’a maintenant de produire des
spermatozoides in vitro chez le rat a partir de tissus testiculaires prépuberes. Plusieurs études
ont utilisé des conditions de culture différentes de celles développées chez la souris. En 2016,
I’équipe du Pr Stukenborg a obtenu de rares spermatides rondes a partir de tissus testiculaires
de rats prépuberes (Reda et al., 2016). Des gels d’agarose a 0,35%, et non a 1,5% comme chez
la souris, ont été utilisés dans cette étude. De plus, les tissus mis en culture provenant de rats
agés de 5 jpp contiennent encore des gonocytes tandis que les seules cellules germinales
présentes au moment de la mise en culture des tissus de souris de 6 jpp sont des spermatogonies.
Afin de déterminer les conditions de culture permettant la progression de la spermatogenese in
vitro chez le rat, des cultures tissulaires faisant varier ces parametres ont été réalisées. Nos
résultats montrent qu’une proportion plus élevée de tubes séminiferes contenant des
spermatocytes est obtenue lorsque des tissus agés de 8,5 jpp (contenant uniquement des
spermatogonies) plutot que de 5,5 jpp sont mis en culture. Ces résultats sont cohérents avec la
littérature : en effet, une étude menée chez la souris a montré que la différenciation des cellules
germinales in vitro était plus efficace lorsque les testicules prépuberes contenaient des
spermatogonies plutt que des gonocytes au moment de la mise en culture (Arkoun et al., 2015).
Nos données montrent également que 1'utilisation de gels d'agarose a 1,5% est préférable aux
gels d’agarose a 0,35%. Un maillage plus serré permet une diffusion plus lente des
macromolécules au sein des gels d’agarose. L utilisation du protocole développé par Reda et
collaborateurs ne nous a pas permis d’obtenir des spermatides rondes. Seuls 4% des tubes
contenant au minimum une spermatide ronde (Reda et al., 2016), il est possible que nous
n’ayons pas détecté ces rares cellules germinales au sein des explants tissulaires. Une autre
explication pourrait étre la différence de souches de rats utilisées : des rats Wistar dans notre
étude et des rats Sprague-Dawley dans 1’étude de Reda et collaborateurs. Une étude récente a
montré une différence d’efficacité de maturation in vitro de tissu testiculaire prépubere entre
les souches de souris C57BL/6 et B6D2F, avec un arrét de maturation des cellules germinales

au stade spermatocyte I pour les souris de souche B6D2F (Portela et al., 2019b).
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Des milieux de compositions différentes issus de la littérature ont ensuite ét€ comparés.
Ces milieux sont supplémentés avec des facteurs favorisant la progression de la spermatogenese

ou indispensables a la survie cellulaire.

L’une des premieres modifications du milieu de culture ayant permis une progression
significative de la spermatogenese in vitro fut le remplacement du SVF par du KSR. Ce sérum,
jamais utilisé auparavant lors de la culture organotypique pour maturer in vitro des
spermatogonies, est couramment utilis€ dans la culture de cellules embryonnaires souches,
permettant de promouvoir leur différenciation tout en conservant leur état indifférencié.
L’utilisation du KSR a 10% a ainsi permis d’obtenir pour la premiere fois une spermatogenese
complete in vitro a partir de tissus testiculaires de souris prépuberes (Sato et al., 2011b).
Parallelement, les auteurs ont rapporté un effet similaire de I’AlbuMAX™, qui est composé
d’albumine sérique riche en lipides. Cet effet bénéfique sur la progression de la spermatogenese
serait plus lié a la présence de facteur(s) de stimulation dans le KSR ou I’AlbuMAX™ qu’a un
effet inhibiteur du SVF, la combinaison SVF + AlbuMAX™ permettant une différenciation
cellulaire similaire a celle observée en présence d’AlbuMAX™ seul (Sato et al., 2011b). Dans
le modele rat, nos résultats montrent une proportion de tubes séminiféres au stade spermatocyte
pachyténe plus importante apres 16 jours de culture avec des milieux supplémentés en KSR
(milieux D : 51,1% et F : 34,4%) en comparaison aux mémes milieux sans KSR (milieux C :
31,1% et E : 20,0%), méme si ces résultats ne sont pas significatifs. Il apparait nécessaire de
supplémenter les milieux de culture avec d’autres facteurs afin de promouvoir la différenciation
des cellules germinales jusqu’au stade spermatozoide dans les cultures organotypiques de rat.
La composition chimique du KSR n’étant pas définie, 1I’équipe du Pr Ogawa a tenté d’obtenir
une spermatogenese complete in vitro chez la souris en utilisant des milieux de culture
chimiquement définis dépourvus de sérum (Sanjo et al., 2018, 2020). Jusqu’a maintenant, ces
milieux ont permis d’obtenir une progression de la spermatogenese in vitro jusqu’au stade

spermatide ronde chez la souris (Sanjo et al., 2020).

Différentes études ont utilisé le rétinol ou son métabolite actif 1’acide rétinoique pour
obtenir une spermatogenese complete in vitro chez la souris et le rat, sans y parvenir
(Steinberger et al., 1964b; Zhou et al., 1993). L’intérét de 1’ajout du rétinol lors de la culture
organotypique sur gel d’agarose a été mis en évidence dans une série de travaux réalisés au sein
de notre équipe. En effet, la production de spermatozoides in vitro chez la souris est un
évenement rare, dont le rendement nécessite d’étre amélioré. Ces travaux ont montré qu’une

supplémentation en rétinol a 1 M permettait d’augmenter significativement la quantité de
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spermatides rondes et de spermatozoides produits en culture organotypique de tissu testiculaire
prépubere chez la souris (Arkoun et al., 2015). De plus, une stimulation significative de la
différenciation des CSS exprimant c-KIT (KIT proto-oncogene receptor tyrosine kinase) et de
leur entrée en méiose par 1I’expression de STRAS a été observée en présence de rétinol (Arkoun
et al.,2015). Plus récemment, une étude a confirmé 1’impact de la signalisation du rétinol par
une promotion de la différenciation des spermatogonies lors de la culture organotypique chez
la souris apres ajout de rétinol et acide rétinoique dans le milieu de culture (Sanjo et al., 2018).
En effet, ’acide rétinoique est connu pour agir au sein du testicule via son association aux
récepteurs RAR et RXR (Endo et al., 2017). Une étude récente a mis en évidence que la source
d'arRA dérivée des cellules germinales n’est pas indispensable a la spermiation, au contraire de
I’atRA issu des cellules de Sertoli. L’atRA permettant la différenciation des CSS, ne serait
cependant pas responsable de I’entrée en méiose des spermatogonies et de I’expression de Stra8
(Teletin et al., 2019). Ces résultats défient dogme actuel de la signalisation du rétinol comme
étant a I’origine de I’entrée en méiose des spermatogonies (Endo et al., 2017). L’identification
des facteurs nécessaires a 1’entrée en méiose pourrait permettre de développer des milieux de
cultures, plus aptes simuler I’environnement physiologique et permettant une différenciation

optimale des CSS lors de la culture in vitro.

Associée aux régulations paracrines omniprésentes au sein du testicule, une régulation
endocrine de la spermatogenese par la LH et la FSH est aussi a prendre en considération. En
effet, ces hormones sont indispensables au bon déroulement de la spermatogenese. Une
inactivation des geénes codants pour les récepteurs a la FSH et aux androgenes conduit a un
effondrement de la population de cellules germinales, li€ a leur incapacité a progresser au-dela
du stade spermatocyte pachytene précoce (Abel et al., 2008). De plus, I’inhibition de la FSH
par I'injection d’anticorps anti-FSH entre 14 et 18 jpp chez le rat conduit a une apoptose des
spermatogonies et des spermatocytes leptotenes (Ruwanpura et al., 2008). Des
supplémentations hormonales ont couramment été utilisées lors des cultures organotypiques
(Steinberger et al., 1964a; Boitani et al., 1993; Arkoun et al., 2015; Dumont et al., 2017; de
Michele et al., 2018b; Kojima et al., 2018; Medrano et al., 2018b; Sanjo et al., 2018; Portela et
al.,2019a). Cependant, tres peu d’études se sont intéressées a 1’effet individuel de chacune de
ces hormones sur les tissus cultivés in vitro. Au sein du laboratoire, des supplémentations en
FSH/LH ont montré un effet significatif de ces hormones sur la production de spermatides
rondes dans le modele murin, sans pourtant augmenter la proportion de spermatides allongées.

Un effet délétere de I’association rétinol/FSH/LH a été observé, pouvant étre di a des effets
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antagonistes de ces molécules entres-elles (Arkoun et al.,2015). Néanmoins, une seconde étude
réalisant une supplémentation en FSH seule, a la méme concentration que la premiére étude, a
mis en évidence une diminution de la proportion de tubes séminiféres contenant des spermatides
allongées (Oblette et al., 2019). La composition particuliecrement complexe des milieux de
culture organotypique de tissus testiculaires de rat, utilisée dans cette premiere étude (Travers
et al., 2013; Perrard et al., 2016; Oblette et al., 2017), ne permet pas de savoir quelle est la
contribution des supplémentations hormonales sur la maturation in vitro des cellules
germinales. Afin de pouvoir étudier I’effet individuel de la FSH, de la LH ou de la testostérone,
des cultures d’explants testiculaires pourraient étre réalisées avec chacune de ces hormones a

des concentrations physiologiques. Leur effet synergique serait également intéressant a étudier.

Comme mentionné précédemment, des ERO peuvent étre produits lorsque le tissu
testiculaire est en dehors des conditions physiologiques. Afin de limiter le stress oxydant au
sein des explants tissulaires, des antioxydants comme les vitamines C et E peuvent étre ajoutés
dans les milieux de culture. Tout comme la vitamine E, la vitamine C contribue au maintien de
la spermatogenéese, au moins en partie grace a sa capacité a réduire la vitamine E et a maintenir
cet antioxydant dans un état actif (Aitken et Roman, 2008). Une carence en vitamines C ou E
entraine un état de stress oxydant dans les testicules qui perturbe a la fois la spermatogenese et
la production de testostérone (Johnson, 1979). A l'inverse, I'administration de vitamine C a des
rats adulte stimule la production de spermatozoides et la sécrétion de testostérone (Sonmez et
al.,2005). La supplémentation des milieux de culture en vitamine E a permis une augmentation

de la production de spermatozoides in vitro (Arkoun et al., 2019).

Différents milieux de culture comportant tout ou partie des supplémentations discutées
précédemment ont été comparés dans notre travail de these afin d’évaluer leur impact sur la

progression de la spermatogenese in vitro chez le rat prépubere.

Les milieux dont la composition est la plus complexe (milieux C, D, E et F) n’ont pas
permis de maintenir les spermatocytes tout au long de la culture. En effet, une différenciation
des spermatogonies jusqu’au stade spermatocyte pachyténe a €t€ obtenue avec ces milieux a
J16, suivie d’une déplétion en spermatocytes, 2 1’exception du milieu F. Etonnamment, le
milieu C avait permis d’obtenir une différenciation des spermatogonies en spermatozoides dans
des cultures de tubes séminiferes de rats prépuberes au sein d’un bioréacteur d’hydrogel

composé de chitosan (Perrard er al., 2016). La différence entre les résultats obtenus est
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probablement liée a la nature des échantillons utilisés (fragments testiculaires vs tubes
séminiferes isolés), au mode de culture (en interface gaz-liquide vs au sein d’une matrice) et au
support de culture utilisé (agarose vs chitosan). L’incorporation des tubes séminiferes au sein
de la matrice de chitosan permet d’éviter leur exposition directe a 1’air ambiant et
potentiellement les effets déléteres du stress oxydant, contrairement au systeme de culture en
interface gaz-liquide. De plus, au sein de la matrice de chitosan, la surface de contact entre les
tubes séminiferes et le milieu de culture est plus importante, permettant un meilleur
approvisionnement en nutriments et en oxygene. Des études récentes ont montré que
I’étalement des fragments testiculaires sur gel d’agarose, sous une matrice de PDMS, permet
également d’augmenter la surface d’échange entre le tissu et le milieu de culture et d’éviter le
contact du tissu avec 1’air ambiant (Matsumura et al., 2021). Les résultats de Perrard et
collaborateurs n’ont a ce jour jamais été reproduits et sous réserve qu’ils puissent 1’étre, le
milieu C pourrait donc contenir les facteurs nécessaires a I’initiation et a I’achevement d’une
spermatogenese in vitro chez le rat. Le milieu E, dont la composition est treés proche du milieu
C et qui avait été testé au sein du laboratoire pour des cultures organotypiques de souris sur
inserts de polycarbonate (Travers et al., 2013), permet uniquement une progression de la
spermatogenese chez le rat jusqu’au stade spermatocyte pachyténe, avec une perte de ces

cellules au-dela de 16 jours de culture.

Un arrét de maturation précoce au stade spermatocyte pachyteéne a également été obtenu
avec les milieux A et B. Cependant, les spermatocytes pachyteénes sont maintenus en culture
jusqu’a J45 avec ces milieux, contrairement aux milieux C, D, E et F. A ce stade de la méiose,
les chromosomes homologues sont théoriquement complétement appariés grace au complexe
synaptonémal et les recombinaisons génétiques doivent avoir lieu. Des anomalies lors de ces
événements, telles que 1’absence d’appariement des chromosomes, 1’absence de
recombinaisons génétiques et I’absence de réparation des DSBs, peuvent entrainer un arrét
méiotique au stade pachytene, un échec de l'inactivation des chromosomes sexuels menant ainsi
a une apoptose (Mahadevaiah et al., 2008; Burgoyne et al., 2009). Une dérégulation de
I’expression de genes impliqués dans les recombinaisons génétiques ou les points de controle
méiotique pourrait expliquer cet arrét de maturation. Ces hypotheses sont appuyées par les
données obtenue lors de notre analyse transcriptomique réalisée sur les tissus de rats prépuberes
maturés in vitro. En effet, une dérégulation de génes ayant un role connu dans les DSBs ainsi
que les recombinaisons génétiques a été mise en évidence. De plus, pres de 29 genes en lien

avec la ségrégation méiotique des chromosomes et 11 avec les checkpoints cellulaires sont
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observés comme étant dérégulés. Les tissus utilisés ayant été choisi pour leur contenu cellulaire
proche, il est plus que probable que les dérégulations observées soient diies a une expression
erronée de ces genes dans les spermatocytes produits in vitro. Ces résultats sont appuyés par
I’analyse cytologique faisant apparaitre la présence d’asynapsis des chromosomes au stade
spermatocytes pachytenes et de plusieurs foci YH2AX. Parmi nos 600 genes d’intéréts, 17 sont
des genes codés par le chromosome X, dont I’expression est inhibée au stade spermatocyte
pachytene. Cette analyse ayant été réalisée sur du tissu testiculaire entier et non sur cellules
isolées, 1l impossible de déterminer le type cellulaire exprimant chacun de ces différents genes.
Une hybridation in situ des ARNm sur coupe de tissus pourrait permettre d’identifier le ou les
types cellulaires a 1’origine de cette expression génique et de déterminer si une perturbation de

I’inactivation est chromosomes sexuels est bien présente.

Les résultats obtenus avec les différents milieux de culture soulévent de nouvelles
possibilités d’optimisation des conditions de culture. En effet, les milieux C, D, E et F
permettent d’obtenir des spermatocytes pachytenes a J16 et les milieux A et B permettent en
plus un maintien de ces cellules jusqu’a J45. Il est important de noter que plus de 50% des tubes
séminiferes analysés a J16 contenaient des spermatocytes pachyténes avec le milieu D contre
30% et 6% avec les milieux A et B, respectivement. L’absence de spermatocyte pachytene
observée avec les milieux C, D, E et F a partir de J28 pourrait étre la conséquence d’un
épuisement des différentes populations de spermatogonies, associé a une apoptose des
spermatocytes. Il est cependant important de prendre en compte qu’une préservation de
I’activité proliférative des cellules intratubulaire est observée in vitro avec le milieu B (milieu
utilisé lors de nos cultures de tissus dans la deuxieme étude de cette these), sans pour autant
permettre la différenciation des cellules germinales au-dela du stade spermatocyte I. Il serait
cependant intéressant d’évaluer ce parametre au sein des différents milieux utilisés afin de
confirmer ou infirmer cette hypotheése. Une association de ces deux types de milieux sous forme
de cultures séquentielles, avec une premiere phase de différenciation (milieu D) suivie d’une
phase de maintien et différenciation des cellules germinales (milieux A ou B), est en cours

d’évaluation.
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Spermatogenese in vitro - Fonctionnalité du tissu

testiculaire

Diverses étiologies peuvent étre responsables d’arréts de maturation. L’azoospermie
non obstructive observée chez les hommes infertiles peut étre liée a des anomalies génétiques,
des altérations de la fonction endocrine testiculaire, ou des conditions environnementales
déléteres pour la prolifération et la différenciation des cellules de la lignée germinale. Ces
mémes dérégulations, peuvent €tre a 1’origine de notre arrét de maturation.

Afin d’obtenir une progression de la spermatogenese in vitro dans le modele rat, il est
indispensable de comprendre les mécanismes altérés au sein des explants testiculaires durant la
culture. C’est pourquoi, dans la deuxieme étude de cette these, (1) nous avons analysé dans un
premier temps la fonctionnalité du tissu testiculaire, mais aussi la qualité des spermatocytes
pachytenes obtenus lors des cultures de tissus frais, puis (ii) dans un second temps, nous nous
sommes intéressés aux mécanismes moléculaires dérégulés lors de la culture organotypique,

pouvant altérer la progression de la spermatogenese in vitro.

Différents événements ont lieu durant la premiere vague de la spermatogenese. Que ce
soit la mise en place de la BHT ou la vague majeure d’apoptose des cellules germinales, ces
processus vont influencer le devenir du tissu. Ces éveénements, indispensables durant la
maturation du tissu in vivo, peuvent devenir déléteres en cas de dérégulation. En effet,
I’apoptose des cellules germinales est contre-productive dans le cadre de la maturation in vitro
du tissu. La mise en place de la BHT est quant a elle indispensable pour la génération des
cellules méiotiques et post-méiotiques, et est conditionnée par 1’état de différenciation des

cellules de Sertoli, grandement influencées par 1’environnement testiculaire.

Afin d’évaluer I'impact de la culture sur la fonctionnalité des explants testiculaires, nous
avons analysé les tissus au moment ou des spermatides rondes sont présentes dans la majorité
des tubes séminiferes, soit théoriquement a J28 dans les cultures d’explants et a 36,5 jpp dans
les controles in vivo d’ages correspondants.

En accord avec la premiere étude de cette theése, aucune cellule germinale au-dela du
stade spermatocyte I n'a ét€ observée en culture. Comme discuté précédemment, I’équipe du
Professeur Stukenborg a obtenu de rares spermatides rondes, mais nous n’avons pas réussi a

reproduire ces résultats (Reda et al., 2016). Tres récemment, Matsumura et collaborateurs ont
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réussi a obtenir des spermatides rondes a partir de tissus testiculaires de rats prépuberes en
utilisant le systeéme de culture organotypique sur gel d’agarose recouvert d’une matrice de
PDMS (Matsumura et al., 2021). Dans cette publication, les auteurs ont aussi souligné la
difficulté rencontrée a reproduire les résultats de Reda et collaborateurs en utilisant les mémes
conditions de culture. Ces derniers résultats sont prometteurs mais il semble que 1'étape de la
spermiogenese, visant a produire des spermatozoides, soit encore difficile a surmonter.

Dans le testicule, chaque cellule de Sertoli peut supporter un nombre défini de cellules
germinales en développement. En effet, il est essentiel de conserver un pool important de
cellules germinales dans le tissu cultivé in vitro, en veillant au maintien de la balance entre
prolifération et apoptose des cellules germinales au cours de la premiere vague de
spermatogenese. Ainsi, une inhibition de I’apoptose physiologique des cellules germinales lors
de I'initiation de la spermatogenese peut entrainer une perturbation de la spermatogenese a
I’age adulte (Rodriguez et al., 1997). Afin de déterminer si un exces ou une diminution en
cellules germinales est a ’origine de I’arrét de maturation in vitro, nous avons analysé le
nombre de cellules germinales et de cellules de Sertoli intratubulaires. Nos résultats ont montré
une perturbation du ratio cellules germinales/cellules de Sertoli a J28 de culture, par
comparaison aux controles in vivo. Cette perturbation est due a une différence du nombre de
cellules germinales différenciées au sein des tubes séminiferes, le nombre de cellules de Sertoli

étant conservé entre le tissu cultivé in vitro et les contrdles in vivo (14,5 jpp et 36,5 jpp).

Les données publiées dans la littérature montrent que I’hypoxie peut étre a 1’origine
d’un arrét de maturation (Gat et al., 2010). Un pourcentage d'oxygene a 15% s'est avéré
bénéfique pour le tissu testiculaire de rats prépuberes maturé in vitro, tout comme une
supplémentation du milieu de culture associant testostérone (1 M), triiodothyronine (2

ng/mL), LH (1 ng/mL) et FSH (1 ng/mL) (Matsumura et al., 2021).

De maniere intéressante, nos données montrent qu’apres 28 jours de culture, le tissu testiculaire
ressemble phénotypiquement au tissu testiculaire immature provenant de rats agés de 14,5 jpp,
correspondant au temps de l'initiation de la spermatogenese. Trois hypotheses pourraient €tre

envisagées pour expliquer le blocage de la spermatogenese in vitro :

- Une diminution ou une absence de spermatogonies aptes a proliférer, entrainant un
épuisement tres rapide du pool de spermatogonies capables de se différencier,
- Une absence totale de différenciation des spermatogonies, les tissus ayant été mis en

culture avant I’entrée en méiose des spermatogonies (12 a 14 jpp),
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- Un échec de la spermatogenese dii a un blocage de la méiose, phénotype fréquemment

observée chez les patients présentant un arrét de maturation (Yogev et al., 2000, 2002).

Afin de vérifier ces hypotheses, nous nous sommes intéressés a la prolifération des cellules
intratubulaires. Nos résultats montrent une forte activité proliférative des cellules
intratubulaires, réfutant la premiere hypothese proposée. Il semble en effet logique de penser
que la majorité des cellules en prolifération sont des spermatogonies, puisqu’en condition
physiologique la prolifération des cellules de Sertoli est achevée au temps correspondant in vivo
(36,5 jpp). Un double marquage des cellules de Sertoli par le GATA4 (GATA binding protein
4) et des cellules en prolifération avec le Ki67 permettrait de déterminer le type cellulaire des
cellules en prolifération. Pour aller plus loin, il serait intéressant de réaliser un double marquage
DDX4 (DEAD-box helicase 4) /BrdU (BromodésoxyUridine), le BrdU marquant les cellules
en prolifération. Ce marquage permettrait de déterminer si les cellules différenciées sont issues
de la premiere vague méiotique des spermatogonies ou d’un retard de différenciation.

Au cours de la premiere vague de la spermatogenese, une vague d’apoptose des cellules
germinales est observée. Les cellules les plus sensibles a ce processus sont les spermatogonies
et les spermatocytes I (Jahnukainen et al., 2004). Un pourcentage plus élevé de tubes
séminiferes contenant des cellules avec un ADN fragmenté a été observé dans les cultures de
tissus testiculaires de rat par rapport aux controles in vivo. Notre équipe a précédemment montré
une augmentation de 1’expression de facteurs pro-apoptotiques dans les cultures de tissus
testiculaires prépuberes de souris, qui n’empéchait cependant pas 1’achévement de la
spermatogenese in vitro dans ce modele (Dumont et al., 2017).

Pour compléter ces travaux, une analyse de la maturité et de la fonctionnalité des cellules
de Sertoli devrait étre réalisée. En effet, le métabolisme des cellules de Sertoli est fortement
influencé par le milieu extérieur. Servant de cellules nourricieres aux cellules germinales, une
altération de leur fonctionnalité se traduit par des perturbations de la spermatogenese (Rato et
al., 2012). Des immunomarquages AMH/AR permettraient d’évaluer le degré de maturation
des cellules de Sertoli. Leur fonctionnalité pourrait aussi €tre évaluée par le dosage de
I’inhibine B dans le milieu de culture. De plus, il apparait nécessaire de s’assurer de 1’intégrité
de la BHT. En effet, une altération de la BHT conduit a une apoptose des cellules germinales
en cours de méiose, induite par les cellules du systtme immunitaire (Jiang ef al., 2014). Une
étude préalablement menée au sein de 1’équipe sur des cultures organotypiques de souris a

observé la mise en place d’'une BHT fonctionnelle dans la majorité des tubes séminiferes
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(Rondanino et al.,2017). La BHT étant aussi responsable du transport des métabolites (Pointis
et al.,2010) ainsi que du passage des spermatocytes pré-leptotenes du compartiment basal vers
le compartiment adluminal (Chihara et al., 2013), une dérégulation de celle-ci pourrait étre a
I’origine de notre arrét de maturation. De maniere cohérente avec cette hypothese, une
dérégulation des genes impliqués dans la réorganisation des jonctions cellulaires a été observée.
Afin d’évaluer la mise en place et I’'intégrité de la BHT, des analyses réalisées a 1’aide de biotine

imperméable a cette barriere sont actuellement en cours de réalisation.

Les altérations du systeme endocrine sont connues pour étre a 1’origine de perturbations
de la spermatogenese. L’intégrité fonctionnelle des cellules de Leydig a été évaluée par la
mesure des taux de testostérone intra-testiculaire et du relargage de testostérone dans le milieu
de culture, a différents temps au cours de la premiere vague de la spermatogenese. Des taux
similaires de testostérone intra-testiculaire ont été observés in vitro et in vivo. Une légere
diminution a été observée a J6, probablement due a la mise en culture du tissu. Ces résultats
suggerent une préservation de la fonctionnalité des cellules de Leydig ainsi qu’une maturation
similaire de ces cellules entre les conditions in vitro et in vivo. De la méme maniére, Reda et
collaborateurs avaient observé une concentration élevée en testostérone intratesticulaire au
début de la culture de tissu testiculaire de rats prépuberes, suivie d’une diminution rapide (Reda
et al., 2016). Une ré-augmentation progressive de la concentration en testostérone
intratesticulaire est néanmoins observée en fin de culture (équivalent a 57 jpp) (Reda et al.,
2016). En effet, la production d’androgeénes varie tout au long de la premiere vague de la
spermatogenese. Suite a la mini-puberté, les cellules de Leydig progénitrices entrent en
prolifération a partir de 8 jpp chez le rat, tandis que les cellules de Leydig feetales sont
progressivement remplacées. Les cellules de Leydig progénitrices commencent a produire de
1’androstérone (Haider, 2004), sous I’action de la LH. A partir de 25 jpp, les cellules de Leydig
commencent a produire progressivement de la testostérone, stimulant la spermatogenese. Entre
35 et 45 jpp, les cellules de Leydig matures, présentes en grande quantité, produisent de la
testostérone a des taux similaires a ceux observés a 1’dge adulte (Picut et al., 2015). Nos
résultats ne montrent pas d’augmentation des taux de testostérone intra-testiculaire, ni des taux
de testostérone libérée dans les milieux de culture. Des dosages de testostérone intratesticulaires
apreés 45 jours de culture permettraient d’évaluer si 1’activité stéroidogene des cellules de

Leydig est conservée dans le temps, et si elle reste similaire a celle observée in vivo.
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Le spermatocyte I étant le stade le plus différencié de la méiose obtenu in vitro, nous
nous sommes intéressés aux évenements caractéristiques de ce stade : la formation du complexe
synaptonémal et la formation/réparation des cassures physiologiques de I’ADN double-brin.
Récemment, Jan et collaborateurs ont réalisé des analyses de plusieurs biopsies testiculaires de
patients présentant un arrét de maturation au stade spermatocyte I. Leurs résultats ont mis en
évidence deux phénotypes : les arréts méiotiques de type I et de type II. Les spermatocytes
pachytenes de type I se caractérisent par 1'absence d'un corps XY, discernable par un espace
vide au sein du noyau, et par une localisation dispersée de YH2AX (Jan et al., 2018). Les
spermatocytes pachytenes de type II, qui présentent un immunomarquage YH2AX restreint au
niveau du corps sexuel XY, sont similaires aux spermatocytes pachyténes contrdles (Jan et al.,
2018). Nos analyses immunohistochimiques ont révélé un autre phénotype : la présence d’un
immunomarquage YH2AX tout le long de la chromatine condensée. Il est intéressant de noter
que quelques spermatocytes présentaient également une fragmentation de leur ADN nucléaire,
pouvant refléter le marquage YH2AX observé.

Nos analyses réalisées sur cellules isolées ont montré un défaut de mise en place des
éléments latéraux du complexe synaptonémal ainsi qu’une persistance des DSB au stade
spermatocyte pachytene. La présence de nombreuses asynapsis est connue pour induire un
défaut dans le recrutement des protéines ATR et BRCAT1 impliquées dans les processus de DSB
et de recombinaisons génétiques, conduisant a un défaut d'inactivation des chromosomes
sexuels et a I'apoptose (Mahadevaiah et al., 2008). Des analyses cytologiques en cours visent a
déterminer le pourcentage de spermatocytes pachyténes présentant ces anomalies. Des analyses
complémentaires par immunofluorescence révélant les protéines RADS1 et MLH1 (MutL
homolog 1) permettraient de déterminer si des défauts dans la réparation des DSB ou de la
réalisation des recombinaisons, respectivement, seraient aussi a 1’origine de D’arrét de
maturation. En effet, en présence de nombreuses asynapsis et non-réparation des DSB, le DNA
damages checkpoint se met en place, bloquant la maturation des cellules aberrantes, et pouvant
entrainer leur apoptose (Burgoyne et al., 2009). En effet, ce checkpoint permet le passage des
cellules germinales au stade suivant en deca d’un seuil de 20 foci YH2AX (Deckbar et al.,
2007). 11 serait donc important de s’interroger sur la qualité des gametes produits suite a la
différenciation des spermatocytes pachytenes dans le cas d’un achévement de Ila
spermatogenese in vitro. En effet, malgré la présence dans nos cultures organotypiques de
spermatocytes pachyteénes anormaux contenant plusieurs foci YH2AX, des spermatocytes

iploténes ont aussi été observés. est donc a supposer qu’une progression de la
diplot t t€ ob Il est d ’ de 1
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spermatogenese au-dela du stade spermatocyte pachyténe est obtenue dans nos explants
testiculaires, mais les spermatocytes diploténes seraient générés en trop faible quantité pour

permettre leur observation dans les coupes histologiques.

Spermatogenese in vitro — Mécanismes moléculaires mis en

jeu

Afin de comprendre 1’origine de I’arrét de maturation des cellules germinales observé
in vitro, nous nous sommes intéressés aux mécanismes moléculaires dérégulés dans les cultures
organotypiques. Pour cela, nous avons comparé trois temps de culture in vitro (D16, D22 et
D28) a des contrdles in vivo de 14,5 jpp. Le choix de ces différents temps s’appuie sur les
données histologiques obtenues lors de notre premicre étude. L’arrét de maturation étant au
stade spermatocyte I, il était indispensable de se concentrer sur des temps de culture courts,
ainsi qu’a un temps in vivo correspondant a I’entrée en méiose. De plus, le contenu cellulaire

des tissus qui ont été comparés au niveau moléculaire était similaire.

L’analyse de I’ontologie de nos 600 DEG a permis de mettre en évidence les
mécanismes globaux dérégulés lors de la culture organotypique. De fagon cohérente avec nos
résultats précédents, une dérégulation de I’expression des geénes en lien avec la mise en place
du complexe synaptonémal, la ségrégation des chromosomes ou les checkpoints cellulaires a
été observée. Un regroupement des génes avec une fonction similaire est observée au sein des
patterns 1-4 et 5-7. Le premier pattern étant composé majoritairement de génes en lien avec la
reproduction et le cycle cellulaire, et le deuxieéme pattern en lien avec des processus plus
généraux tels que le développement cellulaire, la mort cellulaire et la réaction au stress. Parmi
les 102 genes ayant un lien avec la spermatogenese ou le testicule, 53 sont exprimés dans les
spermatocytes pachytenes, suggérant une forte perturbation de la physiologie de ce type
cellulaire. De fagon cohérente avec nos résultats précédents, une dérégulation de genes en lien
avec la mise en place du complexe synaptonémal et les DSBs a ét€é observé. Une sous-
expression de ces génes peut entrainer une perturbation de la mise en place de ces processus et
une activation des checkpoints cellulaires responsable d’une apoptose cellulaire (Barchi et al.,
2005; Burgoyne et al., 2009). En effet, les genes Ube2c, Incenp, Plkl et Bublb impliqués dans

les checkpoints cellulaires se trouvent également €tres dérégulés. La présence d’asynapsis et de
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DSBs non réparées entrainent des perturbations de 1’alignement et de la ségrégation des
chromosomes homologues lors de la métaphase et de I’anaphase, pouvant conduire a des
aneuploidies ou a une activation des checkpoints méiotiques (Musacchio, 2015; Lane et
Kauppi, 2019). Cependant, un dysfonctionnement de ces checkpoints peut aussi permettre a des
cellules présentant des anomalies conduisant normalement a une apoptose cellulaire de
progresser plus loin dans le cycle cellulaire. L’utilisation d’hybridation in situ, tel que la
technology RNAScope® (Biotechne, rennes, France) permettrait d’identifier les différents types
cellulaires contenant nos ARN dérégulés, ainsi que de quantifier par cellule, la quantité d’ARN
présents et de vérifier nos hypotheses.

D’autres termes de GO en lien avec la maturité des cellules somatiques ont également
été mis en évidence. En effet, les enzymes clés de la stéroidogenese Cypl7al, Cypllal et
Hsd3b1 sont sous-exprimés durant la culture in vitro de tissus testiculaires de rats prépuberes.
Ces enzymes, responsables de la conversion du cholestérol en progestérone puis
androstenedione sont indispensables aux premicres étapes de la stéroidogenese et donc a la
production de la testostérone par la voie A4 (Saint-Dizier et al., 2014). Une réduction de la
transcription de ces geénes peut conduire a une réduction de la production de testostérone, et
donc entrainer une altération de la spermatogenese. De plus, différents génes intervenant dans
la voie de signalisation de la stéroidogenese sont up-régulés, tel que le Ngfr, connue pour étre
réprimé par les androgenes (Persson et al., 1990). Ces données suggerent donc une réduction
de la production de la testostérone au cours de la culture de tissus in vitro. Ces résultats sont
cohérents avec les données obtenues par RIA. En effet, nous avons comparé les tissus de 14,5
jpp aux tissus en culture. Or, une plus grande quantité de testostérone est détectée a ce temps in
vivo, par comparaison au tissu cultivé in vitro. Une analyse plus approfondie de nos données de
transcriptomiques a montré une diminution du taux de transcrits des enzymes de la
stéroidogenese par comparaison aux temps équivalents de tissus in vivo et cultivés in vitro
(données non montrées). Une validation de ces données par réalisation de western-blot est
indispensable afin de valider ces hypotheses. La limite de détection de 1’analyse RIA pourrait
étre compensée par la réalisation d’analyse par spectrométrie de masse, possédant une plus
haute résolution. Un dosage des précurseurs de la voie androgénique, de la testostérone et des
cestrogeénes permettraient de compléter ces résultats.

Dans un second temps, une dérégulation de 1’expression de geénes impliqués dans la
réorganisation de la BHT a ét€ mise en évidence. Son intégrité pourrait €tre évaluée par la

réalisation d’un test de perméabilité a I’aide d’une Biotine. En cas d’altération de la BHT, une
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analyse de la localisation des protéines qui la compose pourrait €tre réalisée, comme
précédemment effectuée chez la souris (Rondanino et al., 2017).

Certains genes dérégulés sont impliqués dans des processus comme la mort cellulaire,
la réponse au stress ou encore 1’inflammation. En raison des conditions de culture, les explants
testiculaires sont exposés a un environnement moins propice au développement et a la survie
du tissu que dans des conditions physiologiques. Des résultats similaires ont été obtenus lors de
culture de tissus testiculaires de souris prépuberes, montrant une forte dérégulation des genes

en lien avec la réaction inflammatoire et le syst¢me immunitaire (Abe et al., 2020a).

Une analyse IPA a été effectuée sur les DEG afin d’identifier les régulateurs situés en
amont, pouvant étre a 1’origine des dérégulations observées dans notre jeu de données. Cette
approche a mis en évidence une part importante des processus inflammatoires. En effet, parmi
les 10 premiers upstream regulators identifiés, différentes cytokines et acteurs de
I’inflammation pourraient étre a 1’origine des dérégulations. Parmi ceux-ci, le TNFa placé en
deuxieme position, est en partie produit par les macrophages pour promouvoir le processus
inflammatoire. Son expression s'accompagne de la production d’ERO et de chimiokines (Syriou
et al., 2018). En outre, le TNFo est connu pour étre activé par la voie de signalisation NF-kB
qui contribue a la survie et a la prolifération des cellules immunitaires, ainsi qu’impliqué dans
la production de diverses cytokines (Zhao et al., 2014). Le NF«B est lui aussi retrouvé comme
potentiel upstream regulator.

Les cytokines apparaissent comme étant des facteurs régulateurs de la stéroidogenese
dans les cellules de Leydig en modulant la production de testostérone (Hedger et Meinhardt,
2003; Winter et al., 2014). Ces observations semblent cohérentes avec notre jeu de données qui
montre une diminution des transcrits codant pour des enzymes de la stéroidogenese et une
surexpression des genes codant pour des cytokines ou impliqués dans des processus
inflammatoires. De plus, les cytokines peuvent modifier la perméabilité de la BHT (Yan er al.,
2008; Lie et al., 2011; Yanez-Mo et al., 2015), permettant le passage des spermatocytes dans
le compartiment adluminal par restructuration des jonctions Gap (Lui and Cheng, 2007;
Chojnacka et al.,2016). Nous pouvons alors émettre 1’hypothése que la réponse inflammatoire
au sein des explants tissulaires pourrait perturber I’activité stéroidogene des cellules de Leydig
et la fonctionnalité des cellules de Sertoli, impactant la BHT et pourrait étre donc a I’origine de
I’appauvrissement des cultures organotypiques en cellules germinales. L’étude des mécanismes

inflammatoires ainsi que la supplémentation des milieux de culture en molécules anti-
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inflammatoires pourraient s’avérer pertinentes pour mieux comprendre les mécanismes mis en
jeu, mais aussi pour outrepasser 1’arrét de maturation observé. L'étude menée par Abe et
collaborateurs a conduit a une supplémentation du milieu de culture avec du TAK242, un
inhibiteur de la voie de signalisation TLR4-NF«B, qui a réduit de maniere significative le
nombre de macrophages testiculaires.

Pour aller plus loin, il pourrait étre intéressant d’étudier les génes dérégulés et les
variations métaboliques au sein des spermatocytes pachytenes apres isolement de ces cellules
par microdissection laser (ou analyse single-cell) et séquengage du transcriptome et du
métabolome. Ces analyses permettraient alors de confirmer, ou non, nos hypothéses sur
’origine de I’arrét de maturation. Il est cependant important de noter que ces analyses portant
sur un seul type de cellules isolées peuvent conduire a une mise en évidence des conséquences
de ’arrét de maturation, plutét que I’identification de son origine. Il faut donc prendre en
compte les résultats obtenus sur les différents types cellulaires qui composent le tissu
testiculaire, et les associer a 1’état de maturation du tissu. Des cultures organotypiques avec un
inhibiteur de la voie NFkB ou un anti-inflammatoire a large spectre pourraient permettre
d’améliorer les conditions de culture et ainsi d’obtenir une spermatogenese complete in vitro

dans le modele rat.
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La préservation et la restauration de la fertilité représentent dorénavant un enjeu sociétal
tres important. En effet, par ’amélioration des traitements de chimio- et radiothérapie, le
pourcentage d’enfants guéris d’un cancer augmente progressivement. La qualité de vie apres le
cancer prend dorénavant en compte la fonction de reproduction et par conséquent la fertilité a
I’age adulte, qui peuvent étre altéréee suite aux traitements. Bien que la restauration de la
fertilité a partir de tissus testiculaires prépuberes ne soit pas pour le moment proposée, les
nombreux travaux de recherche en cours tendent a se rapprocher progressivement d’une
application clinique. Les travaux de cette these s’inscrivent dans cette thématique, ayant pour
but I’optimisation des conditions de congélation du tissu testiculaire prépubere dans le modele
rat, I’étude de la progression de la spermatogenese in vitro et 1’étude a I’échelle tissulaire,

cellulaire et moléculaire de I’arrét de maturation in vitro des cellules germinales de rat.

Nous avons, tout d’abord, mis en évidence que la procédure de congélation lente
controlée actuellement utilisée chez le garcon prépubere au sein du CHU de Rouen et au niveau
national, permettait de maintenir 1’intégrité structurale et fonctionnelle du tissu testiculaire de
rat. La méthode de vitrification sur surface solide est également efficace pour préserver le tissu
testiculaire de rats prépuberes. L’ajout de vitamine E dans les milieux de
congélation/décongélation et vitrification/réchauffement n’a pas permis d’améliorer ces deux
procédures de congélation du tissu testiculaire dans le modele rat. L.’ optimisation des conditions
de culture et I'utilisation de plusieurs milieux de composition différente n’ont pas permis
d’obtenir une spermatogenese complete in vitro a partir de tissu testiculaire de rats prépuberes.
La réalisation d’une cinétique a cependant permis d’observer différents effets des milieux de
culture sur le contenu en cellules germinales au cours du temps. En utilisant ces informations,
il pourrait étre intéressant de réaliser des cultures séquentielles et de déterminer si ce mode de
culture permet une meilleure progression de la spermatogenese in vitro. Cette approche pourrait
permettre de se rapprocher des conditions physiologiques. Des résultats préliminaires montrent
que la culture séquentielle a permis d’obtenir une différenciation des spermatogonies de rat

jusqu’au stade spermatide en élongation (Stade 8-11).

Dans notre deuxieme étude, nous avons montré que le tissu testiculaire prépubere
maturé in vitro conservait des caractéristiques de tissu testiculaire immature. Les résultats
obtenus par analyses cytologiques ont mis en évidence une altération de la mise en place du
complexe synaptonémal au stade pachytene de la prophase I, ainsi que la conservation de DSB.

Au niveau moléculaire, une dérégulation de 1’expression des genes en lien avec la méiose et
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I’homéostasie testiculaire a été montrée. L’analyse IPA a permis de mettre en avant des
régulateurs présomptifs pouvant €tre a 1’origine de I’arrét de maturation. S’agissant
d’expression génique, il va étre indispensable de valider ces résultats au niveau protéique par
western-blot et immunomarquages. De plus, il pourrait étre intéressant de vérifier la mise en
place de la BHT au sein des explants tissulaires, celle-ci protégeant les cellules en cours de

méiose du systeme immunitaire local. Par la suite, des supplémentations des cultures

organotypiques avec des anti-inflammatoires pourraient étre testées.

Malgré I’absence d’obtention d’une spermatogenese complete in vitro a partir du tissu
testiculaire de rat prépubere, nos résultats sont encourageants. En effet, diverses pistes ont été
identifiées afin d’améliorer les conditions de culture. Une association de ces diverses pistes a
travers |’utilisation de cultures séquentielles et d’anti-inflammatoires pourrait permettre
d’améliorer la progression de la spermatogenese in vitro dans les cultures du tissu testiculaire
de rats prépuberes. Cette association de milieux couplée a une modification du support de
culture par I’ajout d’une matrice de PDMS pourraient étre envisagées afin d’obtenir une
spermatogenese complete in vitro dans le modele rat. De plus, 1’utilisation d’une lignée de rats
exprimant la GFP dans les cellules germinales, en particulier dans les cellules post-méiotiques,
permettrait d’évaluer plus facilement la progression de la spermatogenese au sein des explants
tissulaires, comme actuellement réalis€ chez la souris. La difficulté a obtenir une
spermatogenese complete in vitro dans d’autres especes que la souris tend a supposer qu’une
adaptation des supplémentations semble indispensable en fonction des especes.

L’analyse de nos résultats de transcriptomique pourrait aussi permettre d’apporter de
nouvelles connaissances fondamentales sur les mécanismes moléculaires mis en jeu au cours
de la premiere vague de la spermatogenese. L’analyse du métabolome et de 1’épigénome

permettrait d’obtenir une description plus complete de cette période d’initiation de la puberté.

L’utilisation de modeles animaux intermédiaires comme le primate non humain pourrait
étre envisagée. L’étude d’especes comme le ouistiti, le singe rhésus ou le macaque a différents
ages pourrait permettre de déterminer si les conditions de culture organotypique doivent étre
adaptées en fonction de la maturité du tissu (tissus prépubére ou péri-pubére). Outre 1’age,
d’autres parametres doivent €tre pris en considération chez ’homme (type de cancer, stade du
cancer et traitements du cancer regus avant la congélation du tissu testiculaire) et font de la

restauration de la fertilité un véritable défi. Les recherches menées sur plusieurs modeles
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animaux permettront de progresser dans la mise au point d’approches de restauration de la

fertilité, afin de pouvoir proposer un protocole adapté a chaque patient.
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Abstract: Over the last decade, the number of cancer survivors has increased thanks to progress
in diagnosis and treatment. Cancer treatments are often accompanied by adverse side effects
depending on the age of the patient, the type of cancer, the treatment regimen, and the doses.
The testicular tissue is very sensitive to chemotherapy and radiotherapy. This review will summarize
the epidemiological and experimental data concerning the consequences of exposure to chemotherapy
during the prepubertal period or adulthood on spermatogenic progression, sperm production, sperm
nuclear quality, and the health of the offspring. Studies concerning the gonadotoxicity of anticancer
drugs in adult survivors of childhood cancer are still limited compared with those concerning the
effects of chemotherapy exposure during adulthood. In humans, it is difficult to evaluate exactly
the toxicity of chemotherapeutic agents because cancer treatments often combine chemotherapy
and radiotherapy. Thus, it is important to undertake experimental studies in animal models in
order to define the mechanism involved in the drug gonadotoxicity and to assess the effects of their
administration alone or in combination on immature and mature testis. These data will help to better
inform cancer patients after recovery about the risks of chemotherapy for their future fertility and to
propose fertility preservation options.

Keywords: chemotherapy; fertility; adulthood exposure; childhood exposure

1. Introduction

In recent years, the number of cancer survivors has continuously increased thanks to earlier
detection of cancer and progress in cancer treatment and medical care. In the United States, nearly
14.5 million cancer survivors have been identified in January 2014 and this number will probably
reach 19 million by January 2024 [1]. Using data from 153 cancer registries in 62 countries, a study
reports that the incidence of cancer in children under the age of 14 was 140 per million persons per
year during 2001-2010 [2]. In France, approximately 2200 new cases of cancer are diagnosed each year
among children and adolescents [3,4]. These cancers are the second most frequent cause of death for
children under 15 years of age. Leukaemia (29%), mainly acute lymphoblastic leukaemia, is among the
most common childhood cancer in addition to central nervous system tumours (23%) and lymphoma
(12%) [4]. The five-year survival rate of children and adolescents with cancer has improved significantly
in recent decades, with nearly 82% for all types of cancer [3]. Among adolescents and young adults,
2400 cases of cancer have been registered during 2000-2008. In this population, the most frequently
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observed cancers are lymphomas (23%) including Hodgkin’s lymphomas (17,8%) and non-Hodgkins
lymphoma (4.4%), germ cell tumours (16.7%), melanomas (10.9%), and thyroid cancers (10.9%) [3].

The improvement of the quality of life of cancer survivors has thus become a major public healthcare
issue. Cancer treatment-related toxicities can generate late and long-term side effects in cured patients
and infertility could be one of them [5,6]. In fact, the prevalence of male infertility is 46% in adult
survivors of childhood cancer versus 17.5% in siblings [7]. Nevertheless, given the urgency of diagnosis
and the implementation of effective therapy for children, the toxicity of cancer treatments on the gonad
was overshadowed for a long time. Moreover, earlier studies suggested that the childhood period
provide protection against chemotherapy-induced gonad damage owing to the supposed “quiescent
stage” of the testis during this period. Recent studies have shown that the testis can be affected by
cancer treatments at all stages of life, and consequently of development [8,9]. However, very few studies
concerning the gonadotoxicity of anticancer drugs in adult survivors of childhood cancer are available
compared with those concerning the effects of chemotherapy exposure during adulthood.

In order to increase the effectiveness of cancer treatments, combinations of molecules are
frequently used such as MOPP (mechloretamine, vincristine, procarbazine, and prednisone) and ABVD
(adriamycin, bleomycin, vinblastine, and dacarbazine) for the treatment of Hodgkin’s lymphoma and
CHOP (cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, and prednisolone) for non-Hodgkins lymphoma.
In most cases, the regimen of treatment received by children, adolescents, and young adults contains
alkylating agents (e.g., chlorambucil, cyclophosphamide, cisplatin, busulphan), which are associated
with a high risk of infertility [10,11]. Most chemotherapy molecules have been classified according
to their gonadotoxic risk, that is, according to the degree of spermatogenesis impairment ranging
from oligozoospermia to non-obstructive azoospermia after recovery (Table 1) [12,13]. Thus, DNA
intercalating agents (e.g., irinotecan, daunorubicin, doxorubicin, etoposide, bleomycin) that induce
or stabilize DNA strand breaks, antimetabolites (e.g., methotrexate, cytarabine) that impact DNA
biosynthesis, and spindle poisons (e.g., vincristine, vinblastine) that interact with tubulin have been
considered as moderate and low risk for fertility [14,15]. This classification indicates the risks of
infertility after chemotherapy exposure during childhood or adulthood and helps clinicians to better
refer patients for fertility preservation option. However, this classification remains questionable as it
appears to be difficult to identify the risk of each molecule, generally administered in combination.
Moreover, it should be noticed that very few data are available on the gonadotoxicity of chemotherapy
administered during the prepubertal period and most of them are deduced from adult studies [14].

Table 1. Risks of the main anticancer drugs on men fertility diagnosed in adulthood or in childhood.

Agents (Cumulative Dose for Class of Anticancer Risk on Fertility after Risk on Fertility after
Effect) Drugs Adulthood Exposure [12] Childhood Exposure [13]
Chlorambucil (1.4 g/m?) Alkylating agent High
Cyclophosphamide (19 g/m?) High High (7.5 g/m?)
Procarbazine (4 g/m?) (Prolonged azoospermia) High
Melphalan (140 mg/m?) High
Cisplatin (500 mg/m?) High
Busulfan (600 mg/kg) Alkylating agent High
Ifosfamide (42 g/m?) Moderate High (4 g/m?)
(Likelihood of azoospermia,
Carmustin (300 mg/m?) but always given with other Low
sterilizing agents)
Dactinomycin DNA Intercalating Low
Carboplatin (2 g/m?) Alkylating agent Moderate
Thiotepa (400 mg/m?) Moderate
Doxorubicin (770 mg/m?) DNA Intercalating Moderate
Cytarabine (1 g/m?) Antimetabolite Moderate
Vinblastine (50 g/m?) Spindle poison Low
Vincristine (8 g/mz) Low
Low
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Table 1. Cont.

Agents (Cumulative Dose for Class of Anticancer Risk on Fertility after Risk on Fertility after
Effect) Drugs Adulthood Exposure [12] Childhood Exposure [13]
Dacarbazine Alkylating agent (Temporary reduction in Moderate
sperm counts)
Daunorubicin DNA Intercalating Moderate
Mitoxantrone Moderate
. DNA strand breaks
Bleomycin . Low
inducer
. Topoisomerase IT

Etoposide P inhibitor Low
Fludarabine Antimetabolite Unknown
Fluorouracil Low
Mercaptopurine Low
Methotrexate Low
Thioguanine Unknown

In the current review, the epidemiological and experimental data about the effects of chemotherapy
exposure during the prepubertal period or adulthood on spermatogenesis, sperm production, sperm
nuclear quality, and offspring’s health are presented.

2. Consequences of Chemotherapy Exposure During Childhood on Future Male Fertility

The testes have a dual function: an exocrine function via the production of spermatozoa in the
seminiferous tubules and an endocrine function via the secretion of testosterone by Leydig cells in the
interstitial compartment. Thus, the testis is traditionally divided into two interdependent compartments:
the seminiferous tubules—the site of spermatogenesis—and the interstitial tissue—containing Leydig
cells and blood capillaries [16]. Spermatogenesis is a process of cell division and differentiation leading
to the production of spermatozoa from puberty to senescence. It takes place inside the seminiferous
tubules in the testis, which are composed of Sertoli and germ cells. This process can be divided into
three phases after puberty: (i) spermatogonial proliferation; (ii) spermatocyte meiosis leading to the
production of haploid spermatids; and (iii) spermiogenesis, during which spermatids differentiate into
spermatozoa. The duration of spermatogenesis differs according to species: 74 days are required to
obtain spermatozoa in humans, 52 days in rats, and 35 days in mice [17].

Spermatogonial stem cells (SSCs) allow the continuous production of spermatozoa and support
spermatogenesis. In the seminiferous tubules, Sertoli cells are known to maintain close interactions
with SSCs and to form a proper microenvironment—the so-called “niche”—essential for their
self-renewal and differentiation. In humans, undifferentiated spermatogonia are composed by
Adark and Apyle spermatogonia [18]. Spermatogonia Agark form the quiescent reserve of the stem cell
population, while maintaining their mitotic activity in the case of spermatogonia depletion. The Ape
population is mitotically active and able to differentiate into type B spermatogonia. Differentiating
spermatogonia (type B) divide, through mitosis, gives spermatocytes [18]. In rodents, undifferentiated
spermatogonia consist of Agingle (SSCS), Apaired, and Aqligned- Aaligned SPermatogonia differentiate
into Al spermatogonia that, in turn, give six generation of differentiating spermatogonia (Aj_4, A,
B) [17,19]. Rats and mice are the most commonly used animal models to study the gonadotoxicity of
chemotherapeutic molecules [14].

Childhood has been often considered as a quiescent period of testicular development, protecting
the testes from the adverse effects of chemotherapy. Thus, very few data are available on the
impact of chemotherapy exposure during childhood on testicular functions and most of them are
deduced from adult studies. However, prepubertal human testis is quietly active with an increase in

testicular volume, proliferation of immature Sertoli cells, and rise in the number of Leydig cells [20].

Successful establishment of these physiological modifications influences the pubertal development
of the testis, and consequently adult fertility. Therefore, chemotherapy may disrupt them. It should
be noted that most of the studies listed in the current review define “chemotherapy exposure during
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childhood”, including not only the administration of cancer treatment in prepubertal boys, but also in
postpubertal adolescents.

2.1. Effects of Chemotherapy on Somatic Cells and Spermatogenic Progression in Adulthood

2.1.1. Effects of Chemotherapy on Somatic Cells

Infertility observed after chemotherapy exposure can be the result of direct injury on germ cells
or indirect damages on endocrine and paracrine control of somatic cells [21]. In fact, during infancy,
Sertoli cells proliferate actively, which makes them a potential target of childhood cancer treatment
toxicity [20]. Few data are available on the long-term impact of chemotherapy exposure during
childhood on Sertoli cells. A case report has demonstrated the presence of immature Sertoli cells
(expressed Cytokeratin-18 normally absent after puberty) in an azoospermic man who underwent
chemotherapy treatment at 13 years old [22]. Moreover, reduced sperm counts found in male survivors
of paediatric cancer were systemically associated with increased follicle stimulating hormone (FSH)
levels, indirectly reflecting Sertoli cell alteration [8,23]. However, in contrast to germ cells, Sertoli
cells seemed to develop a better resistance to chemotherapeutic agents in an animal model. In vitro
studies using prepubertal rat testis showed no impact on the Sertoli cell number after 48 h exposure
to doxorubicin, cisplatin, or cyclophosphamide [24]. Another study highlighted cell death resistance
in primary Sertoli cells isolated from prepubertal rat, after 24 h in vitro exposure to cisplatin and
etoposide. The Sertoli cell survival can be explained by a mechanism of apoptosis and autophagy
inhibition [25]. However, an increased oxidative stress has been measured in an immature Sertoli cell
line (Ser-W3) after doxorubicin exposure [26]. Moreover, the administration of DNA topoisomerase
IT inhibitor led to morphological and nuclear alterations, resulting in cytoplasmic vacuolization and
abnormal chromatin condensation, respectively [27,28]. Sertoli cell dysfunction was observed after
in vivo exposure to chemotherapeutic molecules with a decreased production of androgen binding
protein (ABP) and transferrin, two proteins involved in the regulation of spermatogenesis [29,30].

Despite theirimportant role in the spermatogenesis support and the maintenance of spermatogonial
stem cell niche, little attention has been paid to myoid cells and Leydig cells and no studies have
focused on macrophages [14]. To the best of our knowledge, only one experimental study investigated
the peritubular myoid cells and demonstrated that the in vitro exposure to doxorubicin did not affect
the proliferation of myoid cells in the rat testicular tissue [31].

Leydig cell function is impaired in survivors of paediatric cancer [23,32,33]. Some patients present
a small drop of testosterone plasmatic level and an important increase of luteinizing hormone (LH)
plasmatic level owing to an amplified response of LH to gonadotropin releasing hormone to compensate
for Leydig cell dysfunction [33-35]. Many studies have reported the negative impact of chemotherapy
on the gonad endocrine function. Indeed, childhood cancer survivors have an increased risk of
hypogonadism compared with the overall population [36]. The estimation of the hypogonadism risk
would improve patient care and ensure a better prevention of the long-term complications of androgen
deficiency [36]. Although most children treated for cancer develop secondary sexual characteristics
and enter into puberty at a normal age, some patients might display sex hormone deficiency, delayed
onset of puberty, and small testicular volume, suggesting a potential spermatogenesis impairment
in addition to testicular endocrine dysfunction [34,37,38]. In animal models, few data are available
on the impact of chemotherapy exposure on Leydig cells. No change in Leydig cells function and
morphology has been observed in the pre-pubertal testis after 48 h in vitro exposure to doxorubicin [31].
Similarly, recent data have reported that Leydig cell density was unaffected after 24 h in vitro exposure
to cisplatin, cyclophosphamide, and doxorubicin [24]. Although no change has been observed in
rodent Leydig cells in in vitro studies, elevated LH levels found in survivors of paediatric cancer might
suggest Leydig cell alteration; the few studies available do not currently allow conclusions to be drawn
about the impact of chemotherapy exposure during childhood on testicular somatic cells.
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2.1.2. Effects of Chemotherapy on Spermatogonia and Spermatocytes

Exposure to alkylating agents during childhood has been particularly associated with testicular
damages characterized by Sertoli cell only tubules, reduced tubular diameter, and interstitial
fibrosis [39,40]. Moreover, a long-term reduction of the SSC pool has been observed in prepubertal
patients exposed to cancer treatment including alkylating agents, and the risk of infertility appears
to increase with the proportion of altered SSCs [11,41]. Most of the time, the SSC pool is not totally
depleted and the surviving germ cells allow spermatogenesis recovery [42,43]. Similarly, in adult
rats treated with low daily doses of etoposide during the prepubertal period (30- to 60-day-old rats),
testicular weight is reduced and testicular tissues display severe alterations with Sertoli cell only tubules
persisting in 113-day-old rats [44]. It should be noted that most of the data concerning prepubertal
chemotherapy exposure are based on studies with 25-30-day-old rats or 14-day-old mice corresponding
to an exposure during the first wave of spermatogenesis. Very few data are available on the impact of
the administration of chemotherapy before entry into meiosis (before day 7-8 in mouse and around
day 12 in rat model) [45,46] (Figure 2). Therefore, a depletion of spermatogonia characterized by Sertoli
cell only tubules has been observed in testicular tissue from five-day-old mouse cultured in vitro
after exposure to the irinotecan metabolite SN38 [47]. With the same culture condition, a significant
loss of SSCs after cyclophosphamide, vincristine, and doxorubicin exposure at concentrations used
in humans has been reported [24]. Two in vivo studies have shown that tyrosine kinase inhibitors
such as imatinib mesylate, when administered during the early postnatal period in rodent, impair the
formation of the SSC pool and reduce the proliferation of type A spermatogonia [48,49]. Indeed, this
treatment used as a first-line treatment of chronic myeloid leukaemia and gastrointestinal stromal
tumors inhibits platelet-derived growth factor receptor 3 subtype activity, which plays a major role
in the proliferation and migration of gonocytes, a significant step to maintain their survival and to
generate the SSC pool [48,50,51]. Imatinib affects neither SSC self-renewal nor their capacity to colonize
seminiferous tubules and initiate spermatogenesis, which might explain the normal sperm count found
in the epididymis of exposed animals after an 11-week recovery period [49,52]. In addition, the Comet
assay highlights an increase in DNA breaks in a cell line with SSC characteristics following exposure to
doxorubicin, considered to have a moderate risk on fertility [53]. Likewise, a short-term exposure to
chemotherapeutic drugs such as bleomycin, etoposide, doxorubicin, cisplatin, and cyclophosphamide
results in DNA damages (increased in YH2AX expression) in a C18-4 mouse spermatogonial cell line
and in culture of mouse prepubertal testicular tissue after 48 h and 16 h, respectively [24,54]. In fact,
telomere DNA damage, associated with an inhibition of telomerase activity, has been evidenced in
C18—4 cell line exposed to cisplatin or cyclophosphamide [54]. Because these structures are critical for
genetic stability, their dysfunction might affect the most differentiated germ cell types and contribute
to infertility [55]. Moreover, the accumulation of DNA damages, following in vivo administration of
a low dose of etoposide in prepubertal rats, might lead to the activation of the apoptotic pathway
and the reduction in the number of primary differentiated spermatogonia and spermatocytes [56].
In addition, it has been hypothesized that unrepaired DNA damage in SSCs, occurring after exposure
to chemotherapy during the prepubertal period (i.e., 30-day-old in rats), might be maintained in
spermatogonia throughout spermatogenesis cycles, and consequently might impact sperm quality [57].

2.2. Effects of Chemotherapy on Spermatozoa and Offspring

2.2.1. Sperm Production and Recovery Period

Paediatric cancer treatments commonly contain alkylating agents. The use of the cyclophosphamide
equivalent dose (CED) is recommended to quantify the exposure to alkylating agents and a negative
correlation has been reported between the CED and sperm concentration in a cohort of adult male
survivors of childhood cancer [10,58]. A study, based on a large cohort of 214 patients treated for cancer
between 1970 and 2002, reports that 25% of adults who received alkylating agents during childhood
display an azoospermia. Moreover, normozoospermic patients (48%) display impairment of sperm
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motility and morphology [10]. Another study including patients treated during the same period as
the previous one (1970-2002) has shown that the percentage of azoospermic patients reached 50% in
men diagnosed for Hodgkin’s lymphoma before 10 years of age, 17% for non-Hodgkin’s lymphoma,
and 12% for leukemia. Moreover, 67% of patients treated with a sterilizing dose of alkylating agents
(i.e., doses higher than values given in Table 1) display azoospermia, but none are observed in cancer
survivors receiving lower doses of alkylating agents [59]. Impairment of fertility depends not only on
the type of cancer and disease stage, but mostly on the therapy regimen.

2.2.2. Sperm Nuclear Abnormalities

Very few studies focus on sperm nuclear abnormalities. Three studies have explored sperm DNA
integrity in childhood cancer survivors. In adult survivors of childhood cancer, sperm DNA and
chromatin integrity seem to be unaffected by chemotherapy treatment [60,61]. However, chemotherapy
exposure during adolescence seems to promote epimutations and to alter DNA methylation in
spermatozoa [62].

DNA damages have been highlighted in animal models. Head abnormalities in almost 50% of
spermatozoa, associated with disruption of chromatin compaction, have been observed in adult mice
who received cyclophosphamide treatment at 14 days old [63]. Moreover, DNA strand breaks are also
found in spermatozoa following doxorubicin treatment of 30-day-old rats [57]. Data on nuclear sperm
quality, after exposure to chemotherapy during childhood, remain limited in humans as well as in
animal models.

2.2.3. Effects of Chemotherapy on Cancer Survivors’ Offspring

Male survivors who received high doses of alkylating drugs during childhood are especially
less likely to father a child [64,65]. Offspring of survivors diagnosed in childhood do not appear to
have a higher risk of congenital abnomalities, genetic diseases, and abnormal karyotypes compared
with their siblings [66-69]. Moreover, no significant difference has been observed in the risk of
hospitalization between children of paediatric cancer survivors and the overall population [69].

In animal models, there is also a notable lack of data on intergenerational and transgenerational
effects of paternal exposure during childhood on the progeny [70]. Etoposide administration during
the prepubertal period (25-day-old rats) reduces the number of offspring obtained from the mating of
treated adult rats with fertile females [56]. Moreover, the in vitro treatment of spermatogonial cells
(C18-4 mouse spermatogonial cells) with cisplatin and preactivated analog of cyclophosphamide lead
to a reduction of telomere length and inhibition of telomerase activity [54]. Disruption of germ cell
telomeres leads to aberrant fertilization and abnormal cleavage of embryos, which might cause an
increase of embryo losses or developmental abnormalities [71]. In this context, it would be necessary
to examine the health and reproductive functions of the descendants of paediatric cancer survivors.

3. Consequences of Chemotherapy Exposure During Adulthood on Male Fertility
3.1. Effects of Chemotherapy on Somatic Cells and Spermatogenesis Recovery

3.1.1. Effects of Chemotherapy on Somatic Cells

The successful completion of spermatogenesis depends, among others, on a normal endocrine
balance. In men with cancer history, assessment of testicular function is achieved by measuring
hormone levels of FSH, LH, and testosterone in blood sample [72,73]. These biomarkers have been
measured to estimate testicular damage due to cancer treatment particularly in the case where semen
analysis was not possible. In clinical practice, the measurement of serum testosterone and LH has
been used to evaluate Leydig cell impairment [74]. It is more difficult to assess Sertoli cell function
owing to the lack of reliable measurable biomarkers. Most of the time, Sertoli cell dysfunction is
deducted from a rise in the FSH level associated with spermatogenic failure [75]. Some studies suggest
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to assess the inhibin/FSH ratio because Sertoli cells are the main source of inhibin in the testis and it
could be a circulating marker for Sertoli cell function [76,77]. Following chemotherapy, adult men
with haematological malignancies show a decrease of inhibin B associated with a rise in the FSH
level, suggesting Sertoli cell damage and the loss of negative feedback control of FSH [77]. However,
it appears to be difficult to evaluate Sertoli cell damage using only the inhibin/FSH index, because of
the close interactions between the gonadotropic axis and Sertoli and Leydig cells. Therefore, it would
be better to assess the pattern of serum inhibin/FSH, in combination with other hormonal factors such
as testosterone and LH [76].

The administration of cyclophosphamide to adult mice leads to a disturbance of protein expression
in Sertoli cells [78]. This alkylating agent notably causes a reduction in the production of glial cell-derived
neurotrophic factor, involved in SSCs self-renewal and spermatogonia differentiation. Moreover,
the expression of occludin, a main component of tight junctions essential for the blood—testis barrier
functionality, is diminished, whereas the expression of transforming growth factor 33, a down-regulator
of tight junctions, is increased [78]. The disruption of protein expression of Sertoli cells as a result of
chemotherapy exposure might impair spermatogenesis.

Leydig cells, which secrete testosterone, have often been considered more resistant to chemotherapy
than germ cells and Sertoli cells. However, it has been shown that Leydig cell function can be impaired
in long-term cancer survivors associated with a raise of LH blood level and a low or normal testosterone
concentration [32,79]. Moreover, it has been hypothesized that the alteration of the seminiferous
epithelium might lead to a decrease of testicular volume and blood flow and, consequently, limited
the testosterone level leaving the testis [80]. This reduction of blood flow may be compensated by
Leydig cells by increasing intratesticular testosterone concentration. In addition, reduced arterial
flow leads to a disruption of paracrine control of Leydig cells and to a reduction of the stimulatory
response to LH [81]. In the adult rat testis, it has been observed that bleomycin, etoposide, and cisplatin
(BEP) chemotherapy induces an oxidative stress status, Leydig cell hyperplasia, and inhibition of
the transcription of genes encoding steroidogenic enzymes. A decline in CYP19A1 gene expression
(enzyme involved in the conversion of testosterone into estrone and estradiol) associated with an
increase in the Leydig cell population could explain the low/normal testosterone levels [82].

As in prepubertal testis, data on the impact of chemotherapy on somatic cell are mainly limited to
Sertoli and Leydig cells. No study investigated the impact of anticancer treatment on macrophages,
despite their role as “guardians of fertility” [83]. To the best of our knowledge, only Sasso-Cerri et al.
have shown a nuclear fragmentation and a depletion of peritubular myoid cells in adult rat testes after
alkylating agent exposure [84].

3.1.2. Effects of Chemotherapy on Spermatogonia and Spermatocytes

The toxicity of chemotherapy on spermatogonial and spermatocytes is difficult to investigate
in adult male without testicular biopsy and few data are available on biomarkers of spermatogonial
or spermatocyte damage. Anti-Miillerian hormone (AMH) has been proposed as a marker for
chemotherapy-induced testicular toxicity in combination with FSH, testosterone, and inhibin B [85].
Thus, an increase of serum AMH has been observed in patients (average age was 38 years) six months
after treatment with alkylating agents, while this hormone generally decreased with the onset of
testicular maturation. In adults, inhibin B would consist of a-subunit produced by Sertoli cells and
Bp-subunit provided by spermatocytes and spermatids, and decreases AMH production by inhibiting
the effect of FSH on Sertoli cells [86,87]. The reduction of spermatocytes and spermatids caused by
chemotherapy decreases the production of inhibin B. The negative feedback control of FSH is disrupted
and consequently causes an increase in the level of AMH [85]. Studies on larger cohorts are necessary
to define the role of AMH and its use as a biomarker of testicular toxicity, as it has been proposed for
assessing ovarian toxicity after chemotherapy exposure [88].

In cancer survivors, poor sperm quality (reduced sperm count and motility, increased abnormal
forms) can persist several years after the completion of the cancer treatment, suggesting that the effects
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of cancer drugs on SSCs have a long-term impact [89]. It is reasonable to assume that SSC injuries could
persist throughout spermatogenic cycles. Because of their scarcity and their difficulty to be purified,
very few studies have investigated SSC damages after chemotherapy exposure. Cancer treatment
leads to a reduction in the number and proliferative activity of rat SSCs [90]. Moreover, in a rat
spermatogonial cell line with SSC characteristics (GC-6spg), an increased expression of CDKNl1a,
a protein involved in cell cycle arrest and gene expression involved in DNA repair has been evidenced
after doxorubicin exposure [53,91]. The cytotoxic effects of chemotherapeutic compounds have been
also evaluated in undifferentiated spermatogonia in rats. Thus, undifferentiated Ajigned Spermatogonia
are severely depleted after in vivo BEP administration compared with undifferentiated Agingle and
Apaired [90].

Spermatocytes are also sensitive to the cytogenotoxic effect (i.e., oxidative stress, DNA damage,
apoptosis) of chemotherapeutic compounds. The exposure to cancer drugs during adulthood leads to
an increase in the number of seminiferous tubules devoid of germ cells associated with a reduction
of seminiferous tubule diameter, and epithelial vacuolization involves a decreased testis weight in
rodents [92,93]. Numerous chemotherapeutic compounds induce an increased oxidative stress in
testicular tissues associated with a downregulation of anti-oxidant enzymes, which are necessary to
prevent the excess formation of reactive oxygen species (ROS) [94-96]. This rise of oxidative stress
might result in DNA damage in germ cells and accumulation of DNA injuries leads to germ cell
death. Cyclophosphamide induces, for instance, apoptosis in spermatogonia and spermatocytes [97].
Germ cell apoptosis might be responsible for oligozoospermia or azoospermia, but also prevents the
production of spermatozoa with DNA damages and their potential transmission to the offspring [97].
However, it has been shown in animals treated by chemotherapy that damaged germ cells could
escape from apoptosis and lead to abnormal sperm production [98]. It has been hypothesized that
the increased expression of the protooncogene Jun and a disruption in cell cycle checkpoints could
explain the survival of abnormal germ cells after the administration of the BEP cocktail [98]. Besides
altering gene expression, some chemotherapeutic agents could also interfere with the DNA replication
process or chromosome segregation. This is the case of etoposide, a topoisomerase II inhibitor, which
prevents the religation of DNA double strands after replication, leading to chromosomal fragmentation,
and inhibits the normal segregation of homologous chromosomes, resulting in aneuploidy in mouse
post-meiotic cells [99].

3.2. Effects of Chemotherapy on Spermatozoa and Offspring

3.2.1. Sperm Production and Recovery Period

In a study assessing the semen quality of cancer patients before and after chemotherapy, a decrease
in sperm concentration, motility, and semen volume and an increase in sperm abnormal forms have
been described [100]. The patients treated for leukaemia, lymphoma, or a testicular cancer presented
different degrees of azoospermia or oligozoospermia, and approximately 63% of them developed
irreversible azoospermia [100]. Despite major impairments of fertility after treatment, several studies
have reported a recovery period that might vary between individuals and depending on the stage of
disease development and the therapy regimen [101]. In fact, one year after treatment, patients who
have been treated by more than two BEP cycles displayed a lower total sperm count, whereas men
treated by one or two BEP cycles had a normal sperm recovery (<39 x 10%/ejaculate) after testicular
cancer treatment [102]. The recovery period also depended on the dose received by the patient, mainly
for doses of alkylating agent. For instance, a return to normozoospermic levels was observed in
70% of men who received cumulative doses of cyclophosphamide under 7.5 g/m?, whereas only
10% recovered with higher doses after five years or even more [103]. It has been shown that 100%
of the patients of reproductive age treated for Hodgkin’s lymphoma with MOPP chemotherapy
were azoospermic 14 months after the treatment [104,105]. The earliest sperm recovery has occurred
15 months after completion of the treatment, whereas some patients still presented an azoospermia
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20 years after. Although the patients recover spermatogenesis, most of them display low sperm
counts [105]. Another treatment, the ABVD regimen, which is less gonadotoxic, is proposed to treat
Hodgkin’s lymphoma. No change has been observed in sperm concentration after one year in 90% of
men treated with ABVD [106]. These studies highlight that it would be necessary to wait for several
cycles of spermatogenesis before recovery of pre-treatment sperm counts, at least one year or more
than four cycles of spermatogenesis after the end of the cancer treatment.

In addition to disrupting sperm production, chemotherapeutic agents might also affect semen
quality. An in vitro study performed on freshly ejaculated human sperm has shown that doxorubicin
and vincristine, regarded as molecules with intermediate and low risk of gonadotoxicity, respectively,
had a sperm-immobilizing activity [107]. An increase in fructose and citric acid concentrations in the
seminal fluid has also been reported during and after the treatment with chlorambucil for chronic
lymphocytic leukaemia, Hodgkin’s, and non-Hodgkin’s lymphoma. One year after treatment, the
patients recovered a normal sperm count, as well as fructose and citric acid concentrations within
normal range [108].

Experimental data have also reported a decrease in semen quality (sperm concentration and
motility) in adult rats exposed to adriamycin, CHOP, and BEP treatment [109-111]. In rats, the
administration of CHOP leads to a reduction in sperm count and sperm recovery has been observed
nine weeks after treatment or the equivalent of more than one spermatogenesis cycle [112]. However,
the recovery of a normal sperm count does not guarantee an intact sperm nuclear quality [113].

3.2.2. Sperm Nuclear Abnormalities

While spermatogenesis might recover after completion of chemotherapy, persistent nuclear
damages are found in spermatozoa of a majority of cancer survivors [89,114,115]. Indeed, a significant
level of sperm DNA and chromatin damages has been observed in the semen samples of cancer
patients, even after a 24-month recovery period [89,116]. Nuclear abnormalities observed in ejaculated
sperm appeared to vary according to the stage of differentiation (spermatogonia, spermatocytes,
or spermatids) at the time of chemotherapy exposure and the anticancer agent used [117].

Cancer treatments induced aberrant chromosome segregation, leading to the production of sperm
with numerical chromosome abnormalities. In patients treated for testicular cancer with BEP regimen,
total sperm aneuploidy rate, evaluated using fluorescence in situ hybridization (FISH) for chromosomes
8,12, 18, X, and Y, significantly increased six months after the treatment [118]. Likewise, another
study including five patients treated by BEP has shown an increase of the frequencies of disomy and
diploidy for chromosome 16 and 18 during a recovery period from 6 to 18 months [119]. In addition,
a raised frequency of chromosome 13 and 21 nullisomy has been observed in testicular cancer patients
and Hodgkin’s lymphoma patients 18 to 24 months after the chemotherapy initiation [120]. Most of
studies using FISH analysis report a sexual chromosome disomy in patients after CHOP/MOPP-ABY,
ABVD, or BEP regimen [115,120,121]. Close to 40% of testicular cancer patients did not recover normal
sperm aneuploidy rates after treatment, and it would be advisable to postpone the parental project up
to 24 months after more than two BEP chemotherapy cycles to prevent a potential risk of aneuploid
conceptus [115]. Chemotherapeutic treatments have deleterious impacts on sperm chromosome
constitution depending on the therapy received and the delay after the end of treatment. Thus,
a multicenter prospective study assessing sperm aneuploidy in lymphoma patients demonstrated that
ABVD and CHOP/MOPP-ABV (mechlorethamine, vincristine, procarbazine, prednisone-doxorubicin,
bleomycin, vinblastine) treatments resulted in increased aneuploidy frequencies three months after the
completion of the treatment. In patients treated with ABVD, aneuploidy rates returned to lower values
than before treatment one or two years following the chemotherapy, whereas these rates were still
relatively high until two years after in patients who received CHOP/MOPP-ABYV [121].

The epidemiological data on sperm aneuploidy match with the experimental results obtained
in rodent models. Indeed, it has been reported that etoposide treatment in mice led to an increased
frequency of sperm aneuploidy 49 days after the end of chemotherapy [99,122]. It would appear that
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exposure of pachytene spermatocytes to etoposide led to the increased frequencies of chromosome
numerical and structural abnormalities (duplications and deletions) in mice spermatozoa, whereas
SSCs exposure only lead to sperm chromosome structural abnormalities [122].

After oncological treatment, some studies show no change in sperm DNA fragmentation index
in patients treated for testicular germ cell tumours, as well as Hodgkin’s and non-Hodgkin’s
lymphomas [123]. However, a rise of sperm DNA fragmentation assessment by COMET and TUNEL
assay is observed in testicular cancer and Hodgkin’s lymphoma individuals after a recovery period of more
than 24 months [73,89]. DNA fragmentation might be responsible for the abnormal chromatin compaction
detected with sperm chromatin structure assay in testicular cancer patients [116]. Chemotherapeutic
molecules such as alkylating agents modified DNA base and inducted DNA cross-links that have been
highlighted in many tissues in cancer patients [124,125]. In rat testis, DNA adducts have been observed
after cisplatin exposure and could explain DNA strand breaks in spermatozoa [126]. In fact, a higher
proportion of sperm with DNA single strand breaks and cross-links has been reported in adult rats
exposed to a chronic alkylating agent treatment [111,127]. The presence of sperm DNA damages has been
correlated with abnormal chromatin compaction [128,129]. The administration of BEP to rats induced
defective sperm chromatin compaction, with the presence of low levels of protamine 1 and high levels
of histones within the sperm nuclei [130]. BEP treatment disturbs histone H4 hyperacetylation, which
was essential for the recruitment of a testis-specific bromodomain-protein BRDT necessary for histone
removal and binding of transition proteins and protamines [131]. Moreover, the higher proportion of
histone H3 monomethylated on lysine 9 (H3K9me) and the decreased proportion of the testis-specific
histone H2B observed after BEP treatment might prevent chromatin decondensation in pachytene
spermatocytes [132]. The high degree of chromatin packaging improves sperm motility and plays a key
role in DNA protection because mature spermatozoa are deprived of repair mechanisms [133].

DNA methylation profiles has been impaired in 46% of oligozoospermic patients [134].
Hypomethylation of H19, a paternally imprinted gene, has been observed almost a year after the first
day of initial treatment in one patient diagnosed for anaplastic oligodendroglioma [135]. Following
the administration of cancer drugs, a reduced expression of DNA methyltransferases and disrupted
DNA methylation patterns has been reported in rodent spermatozoa [136,137]. Hypomethylation on
cytosine-guanine dinucleotide regions is the most frequent change observed after doxorubicin treatment.
Therefore, the DNA methylation status of these regions could be used for the early diagnosis of testicular
toxicity [137]. Several studies have shown that maintenance of DNA methylation is required to ensure
the successful development of male germ cells and embryos in rodent models [138-140]. Despite
erasure of epigenetic signatures during developmental reprogramming, some paternal epigenetic
aberrations induced by anticancer treatments persist and could affect the offspring’s development [141].

3.2.3. Effects of Chemotherapy on Cancer Survivors’ Offspring

The epidemiological data concerning the impact of paternal exposure to chemotherapy on the
progeny are limited. A recent study performed on a large number of treated patients has shown
a decreased likelihood of becoming a father, which depended on the location of the tumour, age, and
the delay since diagnosis, compared with the background population [65]. In this study, it appears
that chemotherapeutic treatments influence the birth rates (i.e., number of live child births), but not
the mortality rates (i.e., offspring death after birth) [65]. The transmission of genetic damages to the
children of cancer survivors was mainly studied by investigating congenital anomalies. It seemed that
no increased risk of congenital anomalies has been observed among children parented by male cancer
survivors in comparison with the offspring born from parents with no history of cancer [142]. Moreover,
whole genome sequencing of germline, used to identify de novo alterations, reported no increase in de
novo genetic events in children born after or before paternal exposure to chemotherapy [143]. However,
this study is limited to two families, and thus needs to be confirmed on a larger cohort of patients.

Numerous data concerning the effects of paternal exposure to chemotherapy on the progeny are
available in rodent models [70]. The experimental data report that anticancer drugs used separately or in
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combination result in increased preimplantation and postimplantation losses [110-112,144]. Disruption
of zygotic gene activation has been found in embryo sired by a father treated by cyclophosphamide.
This disruption of zygotic gene expression disturbs the kinetics of embryonic development and could
explain the losses of early embryos fathered by males treated by alkylating agents [145]. In addition to
embryo losses, studies performed in rats have shown a rise in postnatal mortality in litters descended
from cyclophosphamide-treated fathers and grandfathers [146,147]. Moreover, one- to two-week
cisplatin treatment was sufficient to induce growth retardations in the offspring sired by treated males.
Although the risk of congenital anomalies was low, external malformations, such as omphalocele and
micrognathia, were observed seven to nine weeks after paternal exposure [147]. In addition, cisplatin
has long-term adverse effects on rat male and female reproductive development. The female offspring
displayed a decrease in the number of germ cells in foetal ovaries, a decline of serum concentration
of FSH, and dysregulation in the estrous cyclicity at adulthood. However, puberty onset, sexual
behaviour, and fertility were not affected by paternal exposure to cisplatin [148]. Moreover, paternal
exposure to cisplatin during peri-puberty influenced the timing of testicular descent, epididymal sperm
counts, and testicular histology in the rat male offspring. It is important to point out that testicular
histological alterations (Sertoli cell vacuolization, germ cell loss and multinucleate giant cell formation)
observed in the adult offspring sired by treated males were similar to those seen in male rats treated
directly with cisplatin [149].

Very few studies have investigated the F2 offspring sired by a grandfather treated by anticancer
drugs. As observed for F1 offspring, pioneering studies have demonstrated that the increases in
postimplantation losses, postnatal mortality rates, and number of malformed foetuses were also
observed in the second generation [146,150]. A diminished learning capacity and spontaneous activity
were evidenced in the F2 generation [151]. Because the males and females fathered by the alkylating
agent-treated male were mated together in these studies, it cannot be concluded whether the mother,
the father, or both transmitted chemotherapy effects. A more recent study demonstrated that anticancer
drugs, other than alkylating agents, have affected reproductive parameters such as testis weight and
seminiferous epithelium (vorinostat) in F2 and sperm vitality in F3 (vorinostat and decitabine), but did
not affect the fertility of the F2 and F3 progeny. Sperm DNA methylation patterns of a few genes were
affected in the F2 and F3 offspring after father’s treatment [152].

Although few studies are available, experimental data have reported a possible transgenerational
transmission of the effects of paternal chemotherapy exposure on offspring, which needs to be investigated.

4. Conclusions

Infertility is one of the potential adverse side effects of cancer treatments. Epidemiological and
experimental studies are numerous and clearly describe the risk of infertility after anticancer treatment,
especially in men who have been diagnosed in adulthood. Recent studies have raised awareness
of the sensitivity of the immature testicular tissue to chemotherapy exposure and an increased risk
of infertility in adult men treated during childhood compared with the overall population. This
review highlighted the limited data available on the impact of chemotherapy exposure before puberty,
especially with regard to the impact on somatic cells, interstitial tissue, and sperm quality in both
human (Figure 1 [8,10,11,22,23,31-34,40,42,58,61,64-68,71,72,75,78,88,99-106,114,115,117-120,123,124,
133,134,141]) and animal models (Figure 2 [24-30,43,46-48,52,53,55,56,62,77,81,83,89,96-98,108-111,
121,125,126,129-131,135,136,143-149,151]).
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Figure 1. Effects of chemotherapy exposure during adulthood and childhood on men fertility. Schematic representation of epidemiological data available on the impact
of the administration of chemotherapy on somatic cells [8,22,23,31-34,71,72,75,78], spermatogonia and spermatocytes [10,40,42], spermatozoa [10,58,61,78,88,99-106,
114,115,117-120,123,124,133,134], and progeny [64-68,141] following chemotherapy administration during childhood and adulthood. “Childhood chemotherapy
exposure” is defined as the administration of cancer treatment during infancy and adolescence period too. The arrows ,” and *\ indicate an increase and a decrease
respectively. FSH: follicle stimulating hormone, LH: luteinizing hormone, SSC: spermatogonial stem cell.
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Figure 2. Effects of chemotherapy exposure during adulthood and childhood on male fertility in an animal model. Schematic representation of experimental data
available on the impact of the administration of chemotherapy on somatic cells [24-30,77,81,83], spermatogonia and spermatocytes [24,43,46-48,52,53,55,89,96-98],
spermatozoa [56,62,98,108-111,125,126,129-131,135,136] and progeny [55,109-111,143-149,151] following chemotherapy administration during childhood and
adulthood. Animal species and the age at which the chemotherapy treatments achieved are specified in parentheses. The arrows " and “\ indicate an increase and
a decrease respectively. ABP: androgen binding protein, SSC: spermatogonial stem cell, dpp: day post-partum.
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Most of the studies defined “childhood chemotherapy exposure” as the administration of cancer
treatment during infancy and adolescence, and only four studies investigated the consequences of
exposure before the first wave of spermatogenesis in rodents. The classification of chemotherapy
molecules according to their low, moderate, or high risk on fertility remained questionable because it
appeared difficult to identify the risk of each molecule, as they are often administered in combination.
Moreover, most of these data are deduced from adult studies and may not be applicable to prepubertal
testis. In this way, it is necessary to conduct further in vivo and in vitro studies on humans and
animal models. Studies on animal models are a good way to investigate the mechanism of action of
chemotherapy molecules as well as they are administered alone or in combination. In rodents, the most
frequently studied treatments are MOPP for treatment of Hodgkin’s disease, CHOP for non-Hodgkin’s
lymphoma, and BEP for testicular cancer, but to the best of our knowledge, no studies have examined
combined treatment used for leukemias yet—the most common childhood cancer.

Although cancer treatments are improving to reduce side effects, fertility preservation procedures are
still needed in males of all ages [153]. For postpubertal males producing sperm, sperm cryopreservation
represents an easy and efficient fertility preservation method. However, for prepubertal boys, sperm
collection is impossible and fertility preservation can be considered using testicular tissue freezing.
Several experimental methods could be envisaged to use frozen-thawed immature testicular tissue in
order to produce spermatozoa that can be used in assisted reproductive techniques: (i) in vitro maturation
of SSCs (in vitro spermatogenesis); (ii) in vivo maturation of SSCs in the patient after autologous SSC
transplantation or testicular tissue grafting; and possibly (iii) in vivo maturation of SSCs in animals after
xeno-transplantation or testicular tissue grafting [154,155]. Although some methods, such as testicular
tissue grafting, are encouraging, they will remain limited to certain types of cancer patients, with a low
risk of locating tumour cells at the testicular level. Thus, in vitro spermatogenesis appears to be the most
appropriate approach to avoid the potential risk of reintroducing tumour cells in the cured patient. The
three-dimensional cell culture and the organotypic culture have been shown to support the differentiation
of spermatogonia into spermatozoa in the rat and mouse model [156-159]. Moreover, the generation
of sperm-like cells has been reported in 3D cell culture from spermatogonial cells of busulfan-treated
mice [160]. Today, only the organotypic culture allows to produce mature spermatozoa and generate
a healthy offspring by intracytoplasmic sperm injection (ICSI) in mice [158,161]. In humans, studies
are still limited and demonstrated a maturation arrest at the post-meiotic stage after 3D culture and
organotypic culture from prepubertal and pubertal testicular tissue of cancer patient who has or has
not received gonadotoxic treatment [162-165]. These data may pave the way for future studies aimed
to optimise the conditions for in vitro maturation of frozen-thawed testicular tissue for future use in
fertility preservation strategies. Alternatively, less invasive methods are also in the experimental phase
of development such as the administration of cytoprotective agent concomitantly to cancer treatment
regimen or the miRNA replacement approaches to prevent chemotherapeutic damages [57,92,166-169].

Therefore, further research on the impact of chemotherapy on long-term spermatogenesis
progression and maintenance, gamete quality, fertility, and progeny is urgently required. These data
will help to better inform the paediatric cancer patients about the risks of chemotherapy for their future
fertility and to propose fertility preservation options.
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Abbreviations

MOPP Mechloretamine, Vincristine, Procarbazine, and Prednisone

ABVD Adriamycin, Bleomycin, Vinblastine, and Dacarbazine

CHOP Cyclophosphamide, Doxorubicin, Vincristine, and Prednisolone

DNA DeoxyriboNucleic Acid

SSCs Spermatogonial Stem Cells

FSH Follicle Stimulating Hormone

ABP Androgen Binding Protein

LH Luteinizing Hormone

YH2AX v Histone 2AX

dpp day post-partum

CED Cyclophosphamide Equivalent Dose

BEP Bleomycin, Etoposide, and cisPlatin

CYP19A1 Cytochrome P450 Family 19 Subfamily A Member 1

AMH Anti-Miillerian Hormone

CDKN1a Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1a

ROS Reactive Oxygen Species

FISH Fluorescence In Situ Hybridization

ABV Adriamycin, Bleomycin, and Vinblastine

MOPP-ABY I\/Fechlor.ethamine, Vincristine, Procarbazine, Prednisone-Doxorubicin, Bleomycin,
Vinblastine

TUNEL TdT-Mediated dUTP Nickend Labelling Assay

BRDT Testis-Specific Bromodomain-Protein

H3K9me Histone H3 Monomethylated On Lysine 9

H2B Histone 2B

H3 Histone 3

H4 Histone 4

H19D Histone 19

ICSI Intracytoplasmic Sperm Injection
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‘ W) Check for updates

Paradoxical risk of reduced fertility
after exposure of prepubertal mice
to vincristine or cyclophosphamide
at low gonadotoxic doses

iIn humans

Marion Delessard, Justine Saulnier, Ludovic Dumont, Aurélie Rives-Feraille, Nathalie Rives &
Christine Rondanino™

Cancer treatment can have long-term side effects in cured patients and infertility is one of them.
Given the urgency of diagnosis in children with cancer, the toxicity of treatments on the gonad was
overshadowed for a long time. In the present study, prepubertal mice were treated by vincristine

or cyclophosphamide commonly used in acute leukaemia treatment. The prepubertal exposure to
cyclophosphamide, at a low gonadotoxic dose in humans (< 3.5 g/m?), led to morphological alterations
of prepubertal testicular tissue. An increased proportion of spermatozoa with hypocondensed
chromatin and oxidized DNA associated with decreased fertility were uncovered at adulthood.

Short- and long-term morphological alterations of the testicular tissue, disturbed progression

of spermatogenesis along with increased proportions of isolated flagella and spermatozoa with
fragmented DNA were evidenced in vincristine-treated mice. Moreover, the fertility of mice exposed
to vincristine was severely affected despite being considered low-risk for fertility in humans. Paternal
exposure to vincristine or cyclophosphamide before puberty had no impact on offspring development.
Contrary to the current gonadotoxic risk classification, our results using a mouse model show that
vincristine and cyclophosphamide (< 3.5 g/m?) present a high gonadotoxic risk when administered
before the initiation of spermatogenesis.

Over the last decades, the long-term survival rate of children with cancer has improved significantly thanks to
earlier detection of cancer and progress in treatments'. However, cancers remain the second most frequent cause
of death for children under 15 years of age. Among childhood cancers, leukaemia (mainly acute lymphoblastic
leukaemia) is the most common’. The chemotherapy treatment of acute leukaemia includes three main phases:
(1) an induction phase, (2) a consolidation phase whose aim is to destroy all tumour cells in the blood and bone
marrow and (3) a maintenance chemotherapy to prolong remission in patients’. According to several clinical
studies, the conventional chemotherapy is presumed with low risk for fertility*-. If the treatment is not efficient,
the patients receive hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) which first requires an intensive chemother-
apy known for its high gonadotoxicity. To prevent side-effects on gonads, procedures of fertility preservation are
proposed. In prepubertal boys unable to produce sperm, fertility preservation can be considered using testicular
tissue freezing, which remains an experimental procedure’. Currently, this procedure is proposed to children with
leukaemia exclusively before the high-dose conditioning chemotherapy regimens that precede HSCT. However,
it is reasonable to assume that chemotherapy received during the induction and consolidation phases could have
adverse effects on the prepubertal testis. Paediatric leukaemia survivors who have not benefited from fertility
preservation procedures could present long-term reproductive sequelae, especially if alkylating agents were
included in their regimen®®®. Indeed, a growing number of studies have reported fertility impairment at adult-
hood after prepubertal exposure to chemotherapy, with a prevalence of male infertility reaching 46% in childhood
cancer survivors compared to 17.5% in siblings”'. A classification of the chemotherapeutic agents according
to the risks of infertility after exposure in childhood or adulthood has been defined to help clinicians to better
refer patients for fertility preservation'"'%. Since chemotherapy drugs are usually administered in combination,
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this classification remains questionable as it appears to be difficult to identify the risk of each agent. Moreover,
very few data are still available on how these chemotherapeutic agents affect the prepubertal testis and most of
the current data are deduced from adult studies'’. Since the hormonal environment and the germ and somatic
cell contents are different between the prepubertal and the adult testis, further studies investigating the impact
of chemotherapy exposure before puberty on male fertility are needed'.

Cyclophosphamide (CYP) and vincristine (VCR) are classically used in the treatment of acute leukaemia dur-
ing the induction and consolidation phases. The alkylating metabolite of CYP, phosphoramide mustard, forms
DNA adducts and inhibits DNA transcription and replication'®. It is widely believed that alkylating agents such
as CYP present a high risk for fertility, which increases in a dose-dependent manner''®. Human studies have
shown that the administration of alkylating agents before puberty results in a depletion of the spermatogonial
pool at adulthood compared to therapy without alkylating agents'”'®. Similarly, a loss of spermatogonial stem
cells (SSC) with a significant increase of DNA damage (DNA double-strand breaks) has been found after 24 h
and 48 h of in vitro exposure of prepubertal mouse testes to CYP'**. VCR is a vinca-alkaloid that blocks cell
division by inhibiting microtubule polymerization®!. This chemotherapeutic agent is considered to have a low
gonadotoxic potential, although studies in the rodent model have shown that an in vitro exposure of spermato-
gonial cell lines with SSC characteristics to VCR for 48 h resulted in increased apoptosis'*%.

In the present study, we assessed for the first time the impact of in vivo exposure of prepubertal mice to
VCR or CYP before the initiation of the first wave of spermatogenesis on the testicular tissue, sperm produc-
tion and quality, fertility and offspring development. VCR (200 pg/kg) and CYP (90 mg/kg) were administered
individually to 3-day postpartum (dpp) mice, age at which the only germ cells present in the testis are gonocytes
and spermatogonia®’. These doses are similar to the low concentrations used in induction and consolidation
chemotherapy in the clinics and therefore considered to be at low risk for fertility. The effects of each drug were
analysed in the short-term (before entry into meiosis, i.e. 3 days after treatment) and the long-term (after a few
cycles of spermatogenesis).

Results

Short- and long-term testicular tissue alteration after VCR but not CYP prepubertal expo-
sure. Prepubertal 3-day-old mice received either an intraperitoneal injection of saline solution (NaCl 0.9%
group), cyclophosphamide (CYP group) or vincristine (VCR group). Mice in the untreated group did not receive
any injection. VCR and CYP groups were compared to the control NaCl 0.9% group throughout this study. Our
data revealed no significant difference between the NaCl 0.9% group and the untreated group (Fig. S1).

Three days post-treatment (at D6), similar body weights, testis weights and ratios of testis weight to body
weight were observed in the different groups (Fig. 1a—c). However, the structural integrity of testicular tissues
from VCR (0.63 vs 0.19; P<0.0001) and CYP-treated mice (0.33 vs 0.19; P=0.019) was affected, with a higher
global lesional score relative to NaCl 0.9% group (Fig. 1d). The global lesional score (0-10) allowed a semi-quan-
titative evaluation of the integrity and structural modifications of the testicular tissue including a score between
0 and 5 for nuclear and from 0 to 5 for epithelial alterations (0 representing the complete absence of alteration
and 5 representing the most severe alterations). At D6, epithelial and nuclear alterations were noticed, includ-
ing the presence of vacuoles and pyknotic nuclei in the seminiferous tubules in VCR and CYP groups (Fig. le).

A long-term impact on body weight was observed in mice treated with chemotherapy: a decreased body
weight was observed in CYP-treated-mice at D66 (31.86 vs 47.55; P=0.0044) and D140 (33.53 vs 52.28;
P=0.0038) and in VCR-treated mice at D140 (40.50 vs 52.28; P=0.0112) compared to the NaCl 0.9% group
(Fig. 2a). Moreover, males treated by VCR displayed a decreased testis weight at D66 (38.23 vs 126.95; P=0.0058)
and D140 (42.96 vs 134.25; P=0.0013) relative to NaCl 0.9% group (Fig. 2b). However, similar ratios of testis
weight to body weight were observed in the different groups (Fig. 2c). Despite a 2.7 and 2.4-fold decrease in
the ratios of testis weight to body weight respectively, at D66 (0.11 vs 0.30; P=0.0915) and D140 (0.11 vs 0.26;
P=0.112) in mice exposed to VCR compared to the NaCl 0.9% group, no significant difference was found
(Fig. 2¢). No evolution of this ratio was observed in VCR-treated mice between D6 (0.09), D66 (0.11) and D140
(0.11) whereas an increase of at least twofold was observed between D6 and adult age (D66 or D140) in the
NaCl 0.9% group (0.12, 0.30 and 0.26, respectively) and CYP group (0.10, 0.39 and 0.38, respectively) (Figs. lc,
2¢). The alterations of testicular tissues observed at D6 in mice treated with VCR seemed to persist over time,
with a 2.1-fold higher global lesional score in VCR group (0.46 vs 0.22; P=0.0017) than in the NaCl 0.9% group
at D140 (Fig. 2d), resulting in the presence of vacuoles and pyknotic nuclei in seminiferous tubules (Fig. 2e).
Vacuoles were also observed in testicular tissues of mice exposed to CYP (Fig. 2e) but the global lesional scores
were not significantly different between CYP-treated mice and the NaCl 0.9% group at D66 and D140 (Fig. 2d).
Moreover, less morphological alterations were detected between the age of D66 and D140 in CYP-treated mice
(0.38 vs 0.17; P=0.0022) (Fig. 2d).

Disturbed progression of spermatogenesis after VCR exposure during the prepubertal
period. The progression of spermatogenesis was assessed by determining the proportion of seminifer-
ous tubules containing germ cells at the most advanced differentiation stage (Table 1). In all groups, the most
advanced stage observed in tubules was elongated spermatids (Table 1) and spermatozoa were found in cauda
epididymis, thereby showing the achievement of complete spermatogenesis (Fig. 3a). One VCR-treated male was
considered azoospermic since no sperm was found in the epididymis at D66 (Fig. 3a) and therefore, could not be
included in the analyses of sperm morphology and nuclear quality. This male was the only one to present Sertoli
cell-only tubules at D66 (0.3 +0.3%). Tubules with no germ cells were also found in VCR-treated mice at D140,
but no significant difference could be found relative to the NaCl 0.9% group, probably due to inter-individual
variability in response to drugs (Table 1). At D66, a similar proportion of tubules at the most advanced stage was
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Figure 1. Short-term impact of CYP or VCR exposure on prepubertal testes. Box plots representing (a) median

body weight, (b) median testis weight and (c) median ratio of testicular weight to body weight of 6-day-old

(D6) mice treated with NaCl 0.9%, VCR or CYP at 3 days of age. Morphological alterations of the seminiferous
tubules were assessed semi-quantitatively by calculating a global lesional score (d). Representative microscopy
images of HES-stained D6 mouse testicular tissues are shown at a x 400 magnification (e). Panels on the lower

left corner and lower right corner represent enlarged views of pyknotic nuclei (black arrows) and vacuoles
(asterisks). Median is indicated by an horizontal line and points represent individual data with n=6 mice for

NaCl 0.9%, VCR and CYP groups. *P<0.05 compared to NaCl 0.9% group at the same age.
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Figure 2. Long-term impact of CYP or VCR prepubertal exposure on D66 and D140 mouse testes. Box plots
representing (a) median body weight, (b) median testis weight and (c) median ratio of testicular weight to body
weight of D66 and D140 mice treated by NaCl 0.9%, VCR or CYP at 3 days of age. Morphological alterations of
the seminiferous tubules were assessed semi-quantitatively by calculating a global lesional score (d). Microscopy
images of HES-stained testicular tissues from D66 and D140 mice are shown at a x 200 magnification (e).
Vacuoles are represented by asterisks (*) (enlarged view in the lower right corner) and the presence of pyknotic
nuclei is indicated by black arrows (enlarged view in the upper right corner). Median is indicated by an
horizontal line and points represent individual data with n=6 mice for NaCl 0.9%, VCR and CYP groups.
*P<0.05 compared to NaCl 0.9% group at the same age. *P<0.05 compared to CYP group at D66.
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% of seminiferous tubules at the most advanced stage

D66 D140

NaCl0.9% | VCR CYP NaCl0.9% | VCR CYP
No germ cell (Sertoli cell-only) 0.0 0.3+0.3 [0.0 0.0 0.6+0.4 0.0
Spermatogonia 0.0 0.0 0.0 0.0 0.6+0.4 0.0
Leptotene/zygotene spermatocytes 0.0 0.0 0.0 0.0 1.4+0.6* 0.0
Pachytene spermatocytes 0.6+0.4 33+1.0% |0.3%0.3 0.3+0.3 28+0.7% |0.6+04
Round spermatids 3.6x1.0 7.5%2.5 39+1.1 33+0.8 15.0£2.0* | 4.7+0.8
Elongating spermatids 39+1.0 3.6+0.5 47£12 53+0.8 75+14% |72%1.1
Elongated spermatids 922+1.1 85.8+3.1 [91.1£1.5 |9L.1x1.1 722£2.1* | 87.8%1.5

Table 1. Percentage of seminiferous tubules at the most advanced differentiation stage of spermatogenesis
in D66 and D140 mice exposed to chemotherapy (VCR or CYP) or unexposed (NaCl 0.9%) during the
prepubertal period. Data are presented as mean + SEM with n=6 mice for NaCl 0.9%, VCR and CYP groups.
*P<0.05 compared to NaCl 0.9% group at the same age. *P<0.05 compared to VCR group at D66.

observed in all conditions, except in D66 VCR-treated mice where a significantly higher percentage of tubules
containing pachytene spermatocytes (P=0.0325) was found relative to the NaCl 0.9% group. In D140 VCR-
treated mice, the progression of spermatogenesis was disturbed with a significantly raised percentage of tubules
containing leptotene/zygotene spermatocytes (P=0.0105), pachytene spermatocytes (P=0.0025) and round
spermatids (P<0.0001) at the most advanced stage compared to the NaCl 0.9% group. Moreover, the propor-
tion of tubules containing elongated spermatids was lower in VCR-treated males at D140 than in the NaCl 0.9%
group (72.2 vs 91.1; P<0.0001). The proportion of tubules in which round spermatids and elongating spermatids
are the most advanced types of germ cells significantly increased between D66 and D140 in VCR-treated mice,
whereas the proportion of tubules at the elongated spermatid stage significantly decreased (Table 1), thereby
suggesting that the impact on spermatogenesis persisted after several cycles. In line with this, a decreased sperm
count was observed at D66 (2.98 x 10° vs 21.80x 10% P=0.0013) and D140 (11.81 x 10°vs 23.31 x 10% P=0.0199)
in males exposed to VCR compared to the NaCl 0.9% group (Fig. 3a). A rise in sperm count was noticed in VCR-
treated males between D66 and D140 (2.98 x 10° vs 11.81x 10% P=0.026). In contrast, sperm counts were not
significantly different between CYP- and NaCl 0.9%-treated males (Fig. 3a).

Sperm morphological and nuclear abnormalities following CYP or VCR prepubertal expo-
sure. Sperm head morphology was not affected by VCR and CYP exposure, with a similar proportion of
spermatozoa with normal head compared to the NaCl 0.9% group at D66 and D140 (Fig. 3b,c). However, an
increased percentage of isolated flagella was found in D140 VCR-treated mice (18.93 vs 2.27; P=0.0154) in com-
parison with the NaCl 0.9% group (Fig. 3d,e).

After VCR and CYP exposure, an increased proportion of spermatozoa with nuclear abnormalities was
observed. Indeed, aniline blue staining showed a higher percentage of spermatozoa with hypocondensed chro-
matin in D66 CYP-treated mice relative to the NaCl 0.9% group (0.90 vs 0.20; P=0.0413) (Fig. 4a). In contrast,
the percentage of spermatozoa with abnormal chromatin condensation was not different between males treated
by VCR and NaCl 0.9% at D66 and D140. The proportion of spermatozoa with hypocondensed chromatin sig-
nificantly increased between D66 and D140 in the VCR and NaCl 0.9% groups (Fig. 4a). TUNEL analyses also
show a 18.6-fold increase in the proportion of spermatozoa containing fragmented DNA in D140 VCR-treated
mice (5.6 vs 0.30; P=0.0079) compared to the NaCl 0.9% group, but no significant difference was found for
CYP-treated mice (Fig. 4b). Finally, more spermatozoa with DNA oxidation were found in CYP-treated mice at
D66 compared to NaCl 0.9%-treated mice (39.90 vs 21.30; P=0.0013) (Fig. 4c) whereas a similar proportion of
spermatozoa with oxidized DNA was found in males treated by VCR and NaCl 0.9% (Fig. 4c).

VCR or CYP treatment before puberty resulted in decreased fertility but had no impact on
progeny development. Among the females mated with CYP-treated males at the age of D66 and D140, a
significant reduction of pregnancy rate (number of pregnant females/total number of mated females x 100) was
observed: 100% of the females became pregnant after mating with D66 and D140 NaCl 0.9%-treated mice versus
41.6% of pregnant females after mating with CYP-treated males at D66 (P=0.002) and 50% at D140 (P=0.005)
(Table 2). No significant difference in post-implantation loss was found between the different groups at D66 and
D140. Paternal CYP treatment had no impact on litter size, post-natal mortality and sex ratio. One litter was
obtained with a D140 VCR-treated male (8.3% of pregnancy rate for the VCR group vs 100% for the NaCl 0.9%
group, P<0.0001). An important loss of post-implantation embryos was noticed after mating with VCR-treated
males. The single litter fathered by the VCR-treated male only contained 7 pups, with a 2.5:1 male-to-female sex
ratio (Table 2). No post-natal mortality was observed in this litter (Table 2). Moreover, external malformations
were searched in all litters by investigating limb defects, body shape alterations or congenital anomalies (spina
bifida, microcephaly and orofacial clefting) and no pups showed grossly visible anomalies. Pups were subjected
to a set of behavioural tests and morphological screenings. Pups fathered by D66 and D140 males showed similar
morphological (hair growth, ears elevation, eyes opening) and behavioural (bar holding ability, vibrissa plac-
ing, walking, forelimb stick grasp reflex, cliff drop aversion and righting reflex) developments in all groups
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Figure 3. Sperm count and morphology in D66 and D140 mice treated by VCR or CYP during the prepubertal
period. (a) Median sperm counts of D66 and D140 mice treated by NaCl 0.9%, VCR or CYP at 3 days of age
are represented. (b) Epididymal sperm head morphology was classified into two groups: normal or abnormal
(collapsed, hammer, calyculate or triangular). (c) Proportions of spermatozoa with normal or abnormal sperm
head morphology in D66 and D140 mice exposed to chemotherapy (VCR or CYP) or unexposed (NaCl

0.9%). The percentages of flagellated spermatozoa, isolated flagella and isolated heads are represented for each
condition (d). Representative photomicrographs of spermatozoa stained with haematoxylin are shown (e).
Magnification: x 1000. Median is indicated by an horizontal line and points represent individual data with n=6
mice for NaCl 0.9%, VCR and CYP groups for sperm count analyses. Data are presented as mean + SEM with
n=6 mice (except for VCR at D66 where n=5) for sperm morphology analyses. *P<0.05 compared to NaCl
0.9% group at the same age. *P<0.05 compared to VCR group at D66.
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Figure 4. Impact of CYP or VCR prepubertal exposure on mouse sperm nuclear quality at D66 and D140.
(a) Chromatin condensation in epididymal spermatozoa was assessed by aniline blue staining. Shown are
representative images of spermatozoa with condensed (AB—, upper right corner) or abnormally condensed
chromatin (AB+, upper left corner). Spermatozoa were counterstained with haematoxylin. The percentages of
spermatozoa with abnormal chromatin condensation in D66 and D140 mice exposed to chemotherapy (VCR
or CYP) or unexposed (NaCl 0.9%) are represented in box plots. (b) DNA fragmentation was investigated

by TUNEL assay. Representative photomicrographs of spermatozoa with unfragmented DNA (TUNEL-,
upper right corner) or fragmented DNA (TUNEL+ in green, upper left corner) are shown. Sperm nuclei were
counterstained with DAPI (blue). Box plots show the proportions of spermatozoa with DNA fragmentation
for NaCl 0.9%, VCR and CYP groups. (c) DNA oxidation was evaluated by 8-OHdG immunostaining.
Representative images of spermatozoa with unoxidized DNA (8-OHdG-, upper right corner) and oxidized
DNA (8-OHdGH+, upper left corner) are shown. Spermatozoa were counterstained with haematoxylin. The
percentages of 8-OHdG + spermatozoa are represented for each condition. Magnification: x 500 (Aniline blue
staining and 8-OHdG immunostaining) or X400 (TUNEL assay). Median is indicated by an horizontal line
and points represent individual data with n=6 mice for all conditions, except for VCR at D66 where n=5.
*P<0.05 compared to NaCl 0.9% group at the same age. *P<0.05 compared to NaCl 0.9% group at D66. ®P<0.05
compared to VCR group at D66. °P<0.05 compared to CYP group at D66.
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D66 D140

NaCl0.9% | VCR |CYP NaCl0.9% | VCR CYP
Pregnacy rate (%) 100.0 0.0* 41.6* 100.0 8.3* 50.0*
Litter size (mean + SEM) 14.1+£0.7 - 14.0+£0.6 |13.6+£0.6 7.0+0.0 |14.2+0.5
Post-implantation loss (%) 0.8 0.0 1.3 0.3 46.2 0.3
Post-natal mortality (%) 0.7 - 24 0.0 0.0 0.0
Sex ratio (m/f) 12 - 1.0 1.1 2.5 0.7

Table 2. The effects of paternal VCR or CYP exposure before puberty on progeny outcome. For each
condition, six D66 or D140 male was mated with 12 virgin females. At the end of the gestation, pregnancy
rate, litter size, post-natal mortality and sex ratio were determined. At the end of the weaning period, females
were euthanized and post-implantation loss was assessed. For pregnancy rate and post-implantation loss, data
were obtained with n=12 females for each condition. For litter size, post-natal mortality and sex ratio, data
were collected according to the number of litters obtained for each condition, i.e. n=12 litters for NaCl 0.9%
groups at the age of D66 and D140; n=5 litters for CYP group at D66; n =6 litters for CYP group at D140 and
n=1 litter for VCR group at D140. No litter was obtained after mating of VCR-treated D66 males. *P<0.05
compared to NaCl 0.9% group at the same age.

(Fig. 5a,b). Paternal treatments did not impact the weight (Fig. 5¢,d) and growth (Fig. 5e,f) of the offspring. At
the age of sexual maturity, male descendants did not show any decrease in their testis weight (Fig. 6a) and any
alteration in their sperm count (Fig. 6b) and sperm vitality (Fig. 6¢c).

Discussion

In the present study, the effects of VCR and CYP, two drugs commonly used during induction and consolidation
chemotherapy at doses presumed with low gonadotoxicity, were investigated after prepubertal exposure in the
mouse model. The doses of VCR and CYP used in the present study correspond to the highest doses that could
be administered to 3 dpp pups while respecting the limit points. Higher doses of chemotherapy resulted in the
death of prepubertal mice and lower doses were not clinically relevant.

Only 3 days after VCR or CYP treatment, major alterations of the seminiferous epithelium (presence of
vacuoles, pyknotic nuclei) were detected. The global lesional score was respectively 3.3- and 1.7-fold higher in
VCR- and CYP-exposed mice than in NaCl 0.9%-treated mice. Testicular weight represented at least 0.10% of
body weight at D6 and 0.25% at adulthood in CYP- and NaCl 0.9%-treated mice. However, in male exposed to
VCR, the ratio of testis weight to body weight was 0.09% at D6 and only 0.11% at adulthood, which may reflect
a disruption in testicular development, probably occurring during puberty.

The morphological alterations of the testicular tissue observed at D6 persisted at the adult age (D140) and
were associated with reduced epididymal sperm count in males exposed to VCR. An in vitro study previously
indicated that VCR exposure leads to mitotic arrest and increased cell death in a rat spermatogonial cell line with
SSC characteristics?>. Here, the reduced sperm production in VCR-treated mice could therefore be a consequence
of VCR toxicity on SSC. In addition, we observed Sertoli cell-only tubules in the testicular tissues of VCR-treated
mice at D66 and D140, with one male showing azoospermia. These observations are in line with a possible SSC
depletion in some tubules after prepubertal exposure to VCR. So far, only the impact of an adulthood exposure
to VCR had been studied: in this case, a significant alteration of the germinal epithelium and decreased sperm
count were observed 35 days after the administration of a single dose of VCR in mice****. Although VCR-treated
mice showed a complete spermatogenesis at D140 in our study, the progression of spermatogenesis was disturbed:
indeed, more tubules were at the leptotene/zygotene or pachytene spermatocyte stage and at the round spermatid
stage whereas less tubules were at the elongated spermatid stage in comparison with NaCl 0.9%-treated mice.
During prophase I of meiosis, major mechanisms such as homologous recombination of chromosomes and
meiotic sex chromosome inactivation are critical to the pursuit of spermatogenesis. Exposure to VCR may lead
to failures in these processes, which may activate the pachytene checkpoint and cause pachytene arrest in some
seminiferous tubules”. Post-meiotic arrest before the elongation process could be the consequence of defects in
chromatin packaging, cytoplasmic extrusion, flagellum and acrosome formation.

In contrast, we found that prepubertal exposure to CYP did not affect testicular tissue integrity, progres-
sion of spermatogenesis and sperm production at adulthood (D66 and D140). The alterations of the germinal
epithelium observed only 3 days after CYP treatment were no longer apparent at adulthood. So far, only one
study had investigated the impact of prepubertal CYP in vivo exposure in rats: no histological damage and
spermatogenesis disruption were observed in the testicular tissue 2 weeks after treatment (40, 200 and 280 mg/
kg for 2 weeks)?’. These results may indicate a rapid recovery of the seminiferous epithelium after prepubertal
CYP exposure when administered at low gonadotoxic doses. The similar sperm count uncovered in CYP-treated
mice relative to NaCl 0.9% group suggests the absence of major impact on the spermatogonial pool. However,
the genotoxicity of alkylating agents, such as CYP, is well-known. A loss of germ cells including spermatogonial
stem cells has been found after 24 h of in vitro exposure of 5 dpp mouse testis to a mid-concentration of CYP
(0.2 pg/mL)*. Moreover, studies have shown a depletion of the spermatogonial pool in prepubertal patients
who received alkylating agents at Cyclophosphamide Equivalent Doses (CED) of 5.5 and 7.0 g/m?* (presenting
moderate risk for fertility) as well as others drugs, such as high doses of anthracycline'”'**". Spermatogonial
number but also sperm concentration are negatively correlated to CED*'°. Indeed, a proportion of azoospermic
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Figure 5. Impact of paternal exposure to chemotherapy (VCR or CYP) during the prepubertal period on the
development of progeny. For each group, the pups obtained after mating D66 males (a) or D140 males (b) with
untreated females were observed daily from 2 to 20 dpp. Their morphological (hair growth, ears elevation, eyes
opening) and behavioural development (bar holding ability, vibrissa placing, walking, forelimb stick grasp reflex,
cliff drop aversion, righting reflex) was assessed. The bar graphs show the mean age at which the pups are able

to develop a mature and full response (level 3). The mean body weight of pups fathered by D66 males (c) or
D140 males (d) was recorded during the pre-weaning period (from 2 to 20 dpp). The mean body length of pups
fathered by D66 males (e) or D140 males (f) was measured from the age of 2 dpp to 20 dpp. Data are presented
as mean + SEM. For pups fathered by D66 males, n =20 animals were observed in NaCl 0.9% group and n=19 in
CYP group. For pups fathered by D140 males, n =20 animals were observed in all groups except for VCR group
where n=4.

men reaching 80% has been found among childhood cancer survivors treated with high doses (>19 g/m?) of
alkylating agent versus 33% using non-sterilizing doses (<19 g/m?)’'. In addition, it has been estimated that
89% of childhood cancer survivors who received a CED <4000 mg/m? were normozoospermic'®. No change
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Figure 6. Impact of paternal exposure to VCR or CYP during the prepubertal period on the testes and sperm
parameters of the male progeny. (a) Median ratio of testicular weight to body weight of mice fathered by D66
males and D140 males exposed to chemotherapy (VCR or CYP) or unexposed (NaCl 0.9%). (b) Median sperm
counts were assessed at the age of sexual maturity in the offspring of D66 and D140 males. (c) Proportion of
live sperm for each condition. Sperm vitality was evaluated by eosin-nigrosin staining at the time of collection.
Median is indicated by an horizontal line and points represent individual data. For the male progeny fathered
by D66 males, n=6 animals were analysed in all groups. For the male progeny fathered by D140 males, n=6
animals were analysed in all groups except for VCR group where n=2.

in spermatogonial number has been observed in prepubertal boys who did not receive alkylating agent'®. The
present study reports no case of azoospermia in mice treated with CYP at a low gonadotoxic dose and one male
displayed azoospermia in VCR group. The decreased sperm count uncovered in VCR-treated mice indicated
a VCR toxicity on germ cells, as previously reported in other studies***>**. The rise in sperm counts observed
between D66 and D140 in the VCR group suggests a possible sperm recovery. However, it must be considered
that the presence of an azoospermic VCR-treated male at D66 drastically decreased the median sperm count
and sperm recovery therefore remains questionable.

Very few studies have focused on sperm nuclear abnormalities in adult survivors of childhood cancer®?.
Indeed, sperm DNA damage have mainly been highlighted in rodent models®**”. Here, we report sperm mor-
phological abnormalities and DNA damage in adult mice after VCR or CYP prepubertal exposure. In CYP-
treated mice, an elevated proportion of spermatozoa with hypocondensed chromatin and oxidized DNA was
found at D66. As an alkylating agent, CYP directly induces DNA adducts but also in an indirect manner via
oxidative stress***. The oxidative stress induced by CYP at the time of exposure could lead to the formation
of 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG) residues in the germline that could persist in spermatozoa and
throughout spermatogenesis cycles’®*’. Moreover, the accumulation of DNA damage alters sperm chromatin
remodeling during spermiogenesis and affect chromatin structure*"*. The extreme compaction of chromatin is
essential to protect paternal genome and plays a major role in the epigenetic reprogramming of paternal DNA
after fertilization*>**. Defects in sperm chromatin condensation could therefore affect fertilization and embryo
development. In our study, TUNEL assays showed a higher percentage of spermatozoa with DNA fragmentation
in VCR-treated mice at D66, suggesting a long-term genotoxicity of VCR. A rise in DNA damage had previously
been reported using COMET assay in mice exposed to VCR at adulthood”*. Sperm morphological abnormali-
ties were also observed in VCR-treated males, with a higher proportion of decapitated sperm. In human, sperm
DNA damage and decapitated spermatozoa are frequently associated with male infertility*>~*’. Here, we show
that prepubertal exposure to CYP or VCR at a low gonadotoxic dose impaired male fertility. Only 41.6% and
50% of females were pregnant after mating with CYP-treated D66 and D140 males, respectively. Moreover, a
pregnancy rate of 8.3% was found in female mated with D140 VCR-treated male. These results contradict the
current gonadotoxic risk classification in human. However, the relevance of our findings in humans should be
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interpreted with caution since the sensitivity of the prepubertal testis to chemotherapy is likely to be different
between humans and rodents. In our study, 3 dpp mouse testes contain gonocytes and spermatogonia whereas
human prepubertal testes exclusively contain spermatogonia*’. Gonocytes and spermatogonia are the targets
of chemotherapeutic drugs since they are mitotically active from 3 to 5 dpp in mouse testes”. Moreover, the
regimen used might also explain the differences in testicular damage observed between the two species. Whilst
human chemotherapy regimen is generally administered intravenously with cumulative doses for long periods
of time, prepubertal mice only received one intraperitoneal injection of chemotherapy because of their small
sizes. At the time of injection, intra-abdominally located testes may have direct contact with drugs, which may
increase gonadotoxicity compared to intravenous injections.

Paternal CYP exposure did not affect litter size, post-implantation loss, post-natal mortality and sex ratio.
Moreover, no significant difference in the morphological and behavioural development of the offspring has been
evidenced and males fathered by CYP-treated mice had normal sperm parameters. In human, studies on the
offspring of childhood cancer survivors remain limited but they have suggested that paternal treatment did not
increase the risk of congenital abnormalities, genetic diseases and abnormal karyotypes in the offspring®-°!. In
our study, only one female became pregnant after mating with a D140 VCR-exposed male. Etoposide, like VCR, is
considered to have a low gonadotoxic potential, although an exposure to this drug during the prepubertal period
leads to a reduced number of offspring in the rat model**. Similarly, we found that the size of the litter fathered
by the D140 VCR-treated mouse was reduced, probably because of 46.2% of embryo loss. A decreased number
of total and live implantations has been reported after an adult exposure of spermatogonia to VCR*. Paternal
DNA damage could be at the origin of arrests of embryo development and post-implantation losses*>**. In this
litter, the sex ratio was in favour of males. No post-natal mortality, external malformation and alteration in the
post-natal development was detected. However, since only one litter was obtained in this study, no conclusion
on the effect of prepubertal VCR exposure on pregnancy outcome can be drawn.

In conclusion, persistent sperm DNA damage and decreased fertility were uncovered in adult mice following
prepubertal CYP exposure at a low gonadotoxic dose. Short- and long-term alterations of the testicular tissue,
disturbed progression of spermatogenesis associated with altered sperm morphology and nuclear quality were
evidenced after prepubertal VCR treatment. Contrary to the current gonadotoxic risk classification in human,
our data using a mouse model show a decreased fertility of more than 50% and 90% in males treated with a Tow
gonadotoxic’ dose of CYP and VCR, respectively. The administration of these drugs during induction and con-
solidation chemotherapy could therefore have long-term adverse effects on fertility in paediatric cancer survivors
who have not benefited from a fertility preservation procedure. Moreover, the unrepaired DNA damage follow-
ing prepubertal chemotherapy exposure might persist and could decrease the chances of fertility restoration for
patients who have benefited from the experimental procedure of testicular tissue cryopreservation.

While further research on the impact of chemotherapy on the prepubertal testis is urgently required, human
samples remain scarce. Data on animal models could guideline future studies in human and be valuable to inves-
tigate the mechanism of action of chemotherapy agents, either administered alone or in combination. These data
will help to better inform the paediatric cancer patients about the risks of chemotherapy for their future fertility
and to propose fertility preservation options.

Methods

Animals, treatments and samples collection. All the animal procedures were approved by the Insti-
tutional Animal Care and Use Committee of Rouen Normandy University (under the protocol number APAFiS
#18208) and carried out in accordance with French Ministry of Higher Education, Research and Innovation
regulation. CD-1 mice (Charles River Laboratories, LArbresle, France) were housed on a 12 h light:12 h dark
cycle, with food and water ad libitum. In order to respect the 3Rs principle, we have reduced our groups ton=6
mice per group.

Animals were divided randomly into 4 different groups: Untreated, NaCl 0.9%, VCR and CYP groups
(Fig. S2a). Mice in the untreated group did not receive any injection. Prepubertal 3-day-old mice either received
saline solution (NaCl 0.9% group), cyclophosphamide (CYP group) or vincristine (VCR group). The treatments
were administered intraperitoneally in a single dose of 200 pg/kg for vincristine (ONCOVIN, Teva Santé, Paris,
France) or 90 mg/kg for cyclophosphamide (ENDOXAN, Baxter, Guyancourt, France). The drugs used in our
study are the same as those employed in cancer treatment in humans, as well as the composition of the excipi-
ents. The doses chosen are similar to the low concentrations used in induction and consolidation chemotherapy
in the clinics and are equivalent to 6 mg/m? for VCR and 270 mg/m? for CYP. They have been adapted to the
murine model with a standard factor to interspecies doses conversion, as recommended by the Food and Drug
Administration.

To analyse testicular tissue integrity and the progression of spermatogenesis, testes from 6 dpp (D6), 66
dpp (D66) and 140 dpp (D140) mice were obtained after euthanasia (by decapitation for D6 mice and by CO,
asphyxiation for D66 and D140 mice). The tunica albuginea was removed with two needles under a binocular
magnifier (S8APO, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany) before the fixation of mouse testes in Bouin’s
solution (2 h for D6 and 7 h for D66 and D140). Testes were dehydrated in graded series of ethanol and xylene
washes and embedded in paraffin. Tissue sections (3 um thick) were cut using a microtome (JungRM 2035; Leica
Microsystems GmbH) and mounted on Polysine slides (Thermo Fischer Scientific, Saint-Aubin, France). The
left cauda epididymis of sexually mature D66 and D140 mice was used for sperm collection. Spermatozoa were
extracted from the cauda epididymis by gentle pressure with needles in M16 medium (Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin Fallavier, France). Twenty microliters of the suspensions were used to determine sperm counts using a
Thoma cell counting chamber under a light microscope (DM4000B, Leica Microsystems GmbH). Sperm count
was performed by counting all spermatozoa in 12 medium squares of 0.04 mm? area in the hemocytometer
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counting chamber. The rest of the suspensions was centrifuged for 10 min at 300xg. Pellets containing sper-
matozoa were recovered and either fixed with methanol (1 h, 4 °C) for Terminal deoxynucleotidyl transferase
mediated dUTP nick end labelling (TUNEL) assays or with 4% (w/v) paraformaldehyde (30 min, 4 °C) for the
immunocytochemical detection of 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG). Spermatozoa were then spread
onto glass slides. For aniline blue staining, spermatozoa were resuspended in PBS solution before spreading onto
slides and fixed with 3% (v/v) glutaraldehyde (Sigma-Aldrich) (30 min, RT).

Histological analyses. Testicular tissue sections were deparaffinized in xylene and rehydrated with
decreasing concentrations of ethanol. Hemalun eosin saffron (HES) staining was performed to visualize semi-
niferous tubule architecture, as previously described* and periodic acid Schiff reaction (RAL diagnostic, Martil-
lac, France) was used to detect the pink-labelled acrosome of spermatids and visualize the progression of sper-
matogenesis. Tissue structural integrity was assessed in each HES-stained testicular tissue section by calculating
a global lesional score on a scale from 0 to 10 (0-5 for epithelial integrity and 0-5 for nuclear alteration, with 0
representing the complete absence of alteration and 5 representing the most important damage)™*.

Analyses were conducted with a light microscope (DM4000B, Leica Microsystems GmbH) equipped with a
Leica Application Suite software. For each animal, the global lesional score was obtained from 60 cross-sectioned
tubules in 2 sections separated by an interval of at least 35 um.

Sperm analyses. Spermatozoa fixed with 4% (w/v) paraformaldehyde were stained with haematoxylin
(Dako, Les Ulis, France). A modified version of the sperm head morphology classification developed by Burruel
et al.>® was used to screen sperm head abnormalities. Spermatozoa were assigned to two categories: normal head
and abnormal head. Abnormal heads included collapsed, triangular, calyculate and hammer heads. The percent-
ages of isolated flagella, isolated heads and flagellated spermatozoa were also determined.

Sperm chromatin condensation was assessed following aniline blue staining. After a 15-min staining with
5% (w/v) aniline blue (Sigma-Aldrich) at pH 3.5, spermatozoa were counterstained with haematoxylin for 15 s.
Slides were then mounted with Eukitt (CML, Nemours, France).

Sperm DNA oxidation was assessed by the immunodetection of 8-OHdG. After fixation with 4% (w/v) para-
formaldehyde, sperm DNA was decondensed with 1 M NaOH for 5 min. Spermatozoa were incubated in 5%
(w/v) bovine serum albumin (BSA, Sigma-Aldrich) in PBS for 30 min and in HP Block (Dako) for 5 min at RT to
block non-specific binding sites and endogenous peroxidases, respectively. Incubation with mouse monoclonal
anti-8-OHdG IgGs (2 pg/mL in PBS+5% (w/v) BSA, clone 15A3, Novus Biologicals, Littleton, CO, USA) was
conducted overnight at 4 °C. Then, spermatozoa were incubated with biotinylated goat polyclonal anti-mouse
IgGs (TP-060-BN, Thermo Fisher Scientific) for 5 min at RT and with horseradish peroxidase-conjugated strepta-
vidin (TS-060-QPH, Thermo Fisher Scientific) for 5 min. Immunological labelling was revealed after incuba-
tion with 3,3’-diaminobenzidine (1:50, Thermo Fischer Scientific) for 1 min. Slides were counterstained with
haematoxylin for 15 s and mounted. Negative controls were performed with pre-immune mouse IgGs (SC-2025,
SantaCruz Biotechnology, Heidelberg, Germany). Positive controls were performed by incubating spermatozoa
with 30% (w/v) H,O, for 30 min at RT prior to fixation and 8-OHdG immunostaining.

TUNEL assays were carried out to detect spermatozoa with fragmented DNA. After a 2-min permeabilization
in acetone, TUNEL assays were performed using the In Situ Cell Death Detection kit POD (Roche, Mannheim,
Germany) for 1 h at 37 °C, following manufacturer’s instructions. Slides were mounted in Vectashield with DAPI
(4',6-diamidino-2-phenylindole). Positive controls were performed by incubating spermatozoa with DNase I for
15 min at 37 °C before TUNEL assays and negative controls were carried out by omitting the enzyme solution.

For sperm morphology analyses, aniline blue staining and 8-OHdG immunostaining, slides were examined
under a DM4000B light microscope (Leica Microsystems GmbH) at a 1000 x magnification. Sperm DNA frag-
mentation was analysed with an Axioskop fluorescence microscope equipped with an AxioCam 503 camera (Carl
Zeiss SAS, Marly-le-Roi, France) at a 400 x magnification. For each analysis, 500 spermatozoa were counted per
animal with n =6 mice for all groups except for VCR at D66 where n=5.

Analysis of pregnancy outcome and behavioural testing of offspring.  Each male was mated with
2 females; i.e. six males at the age of D66 or D140 were mated with 12 virgin females for each group (Fig. S2b).
The mated females were then individually housed. On the day of birth, the number of pups per litter (litter size),
sex of pups (sex ratio) and pregnancy rate (number of pregnant females/total number of mated females x 100)
were determined in all the litters obtained (58 litters in total). Pups were inspected for any malformation and the
number of dead mice was recorded. Five litters per condition were saved except for VCR group where only one
litter was obtained. To ensure equality in nutrition and growth rates, the litter size was reduced to 2 females and
2 males from the second day after birth. Pups were weighed daily (from day 2 to 20) and were inspected to evalu-
ate their behavioural and morphological development until the end of the weaning period. This evaluation was
carried out according to Van der Meer et al.’®, i.e. each behaviour test was associated with four levels of response:
0 (no response), 1 (low response), 2 (a clear but not yet mature response) or 3 (a mature and full response).
The development of locomotion (walking), labyrinth response (righting reflex), somato-sensory response (cliff
drop aversion), freeing response (forelimb stick grasp reflex) and muscular strength (bar holding ability) were
assessed. Morphological development was also monitored through hair growth, ears elevation and eyes opening.
At the end of the weaning period, mothers were euthanised by CO, asphyxiation and uteri were removed. Incu-
bation of uteri in 2% (v/v) ammonium sulfide solution (Sigma-Aldrich) for 2 min revealed implantation sites.
Post-implantation loss (number of implantation sites —number of live fetuses/total number of implantations)
was calculated for 96 females in total (n=12 for each group).
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Analysis of the reproductive organs of the male progeny. Among the pups of each condition, six
sexually mature males were randomly selected and euthanized (Fig. S2b). Only two males fathered by the D140
VCR-treated mice have been investigated. Testes were weighed and the left cauda epididymis were removed for
sperm counts, as described above. Sperm vitality was assessed following eosin-nigrosin staining. Sperm suspen-
sions were mixed with 1 volume of 1% (w/v) eosin for 30 s and with 2 volumes of 10% (w/v) nigrosin for 40 s.
Suspensions were smeared onto slides in order to determine the percentages of live and dead spermatozoa. For
sperm vitality analyses, 500 spermatozoa were examined per animal under a DM4000B light microscope (Leica
Microsystems GmbH) at a 1000 x magnification.

Statistical analyses. Statistical analyses were carried out with the GraphPad Prism v6.0 software (Graph-
Pad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Non-parametric Kruskall-Wallis tests followed by Dunn’s post hoc tests
were performed to assess statistical differences between untreated, NaCl 0.9%, VCR and CYP groups. The non-
parametric Mann-Whitney test was used to determine statistical significances between D66 and D140 within
a group. The Chi? test was performed to assess statistical differences for pregnancy rate between all the groups.
Results are expressed as median (min-max) or mean +SEM. P<0.05 was considered statistically significant.
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Introduction

The fertility preservation of prepubertal boys with
cancer who need to undergo chemotherapy and/or
radiotherapy could be performed by testicular tissue
cryopreservation. The in vitro maturation of the
thawed tissue could be envisaged to restore the
fertility of these patients.

The development of organotypic culture in animal
models is essential before translation into the clinics.

The aim of this study was to determined:

* the optimal culture conditions

* and culture media in order to obtain the best
spermatogenic progression in in vitro maturated
rat prepubertal testicular tissues.

(

Assessment of the best culture )

conditions

Histological analyses of fresh prepubertal testicular tissues cultured
corresponding to 57 dpp

The PAS (Periodic acid-Schiff) reaction shows the lack of post-meiotic cells (round
or elongated spermatids). Post-meiotic cells are characterized by pink staining on
their acrosomal cap.
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Conclusions

An incomplete spermatogenesis was obtained after in vitro maturation of rat prepubertal testicular tissues. At D45 of culture, only media A and B allowed a
spermatogenic progression until the pachytene spermatocyte stage. The cryopreservation processes did not alters the germ cell differentiation potential. The
culture media used in this study must be further optimized to obtain haploid cells before envisioning a transition from bench to bedside.

This work was supported by Fondation de I’Avenir, Paris, France. 2019 (AP-RM-18-031)
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Evaluation histologique et moléculaire de tissus testiculaires de rats pré-pubéres maturés in vitro
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Contexte

Les traitements par chimio- ou radiothérapie sont considérés comme étant
toxiques pour le tissu testiculaire pré-pubére et peuvent conduire a une infertilité a
I’dge adulte. Pour préserver la fertilité des jeunes garcons atteints de cancer, des
biopsies testiculaires sont congelées et stockées.

Dans le but de restaurer la fertilité de ces patients, la technique de culture
organotypique sur gel d’agarose a été développée mais doit cependant étre
optimisée avant d’envisager une transposition chez ’homme.

Objectif

Un arrét de maturation au stade
spermatocyte pachyténe est observé lorsque
du tissu de rat pré-pubére est cultivé in vitro.

L'objectif de cette étude est d’identifier l'origine de
I'arrét de maturation des cellules germinales par
une approche histologique et une analyse du
transcriptome tissulaire global.
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Les analyses histologiques réalisées ont montré un maintien du tissu de culture a un stade pré-pubere,
correspondant a notre 14 jpp. Les analyses du transcriptome tissulaire ont permis de mettre en évidence 600
genes candidats, pouvant étre a l'origine de notre arrét de maturation. Soixante-deux genes en lien avec la
spermatogenése ont été identifiés et sont en cours d’analyse. Les données ainsi obtenues vont permettre
d’améliorer notre modeéle pour obtenir une spermatogenése compléte in vitro.
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Résumé : Congélation et maturation in vitro de tissus testiculaires de rats prépubeéres

La préservation de la fertilité des enfants présentant un cancer est depuis plusieurs années devenue une
étape importante dans la prise en charge de la qualité de vie apres le cancer. La chimiothérapie et la radiothérapie
utilisées dans le traitement du cancer peuvent entrainer une infertilité a I’age adulte. Un protocole de congélation
lente contr6lée mis au point au sein au laboratoire permet actuellement de préserver la structure et la fonctionnalité
du tissu testiculaire de ces enfants. Afin de restaurer la fertilité de ces patients, différentes méthodes de maturation
in vitro du tissu testiculaire prépubere ont vu le jour. La culture organotypique sur gel d’agarose permet d’obtenir
une spermatogenese compléte a partir de tissus testiculaires prépuberes de souris. Cependant, un blocage de la
spermatogenese est observé lorsque ce méme protocole est utilisé chez le rat ou chez I’homme. Le rat, dont la
durée de la spermatogenese est intermédiaire entre la souris et ’homme, représente un modele adéquat pour étudier
ce blocage méiotique.

Apres validation d’une procédure de congélation chez le rat prépubere, nous avons comparé 1’effet de
milieux de culture de composition différente sur la progression de la spermatogenese in vitro. Nos résultats
montrent une incapacité des milieux testés a soutenir une premiere vague complete de la spermatogenese. Des
analyses histologiques ont montré un maintien de la fonctionnalité des tissus testiculaires de rats prépuberes en
culture. Nos résultats suggerent plutét une incapacité des milieux de culture a soutenir la différenciation des
cellules ayant initié leur méiose. Les analyses RNA-seq réalisées sur ces tissus mettent en évidence une
dérégulation importante de I’expression des génes en lien avec la spermatogenese, la stéroidogenese ainsi que le
processus inflammatoire.

Afin de pouvoir envisager une application chez ’homme, il est indispensable de continuer ces travaux
par la réalisation de cultures séquentielles, permettant de mimer au mieux les conditions physiologiques, et par
I’ajout de molécules anti-inflammatoires dans les milieux de culture. Par ailleurs, I’aplatissement des tissus entre
une matrice de PDMS et un gel d’agarose pourrait étre envisagé afin d’assurer une meilleure oxygénation et
diffusion des nutriments au sein des explants tissulaires.

Mots clés : culture organotypique, spermatogenese in vitro, arrét de maturation, testicule prépubere, RNA-Seq

Abstract: Freezing and in vitro maturation of prepubertal rat testicular tissues

Fertility preservation in children treated for cancer has become an important criterion in the management
of quality of life after cancer. Chemo- or radiotherapy treatments used in pediatric cancers can lead to infertility
at adulthood. Protocols implemented in our laboratory currently allow the preservation of the structure and
functionality of testicular tissue in these children by controlled slow freezing. In order to restore fertility in these
patients, methods of in vitro maturation of prepubertal testicular tissue have emerged. The organotypic culture on
agarose gel allows the completion of in vitro spermatogenesis from prepubertal mouse testicular tissues. However,
a spermatogenic arrest is observed when the same protocol is used in rats or in humans. The rat, whose duration
of spermatogenesis is intermediate between mouse and human, represents a suitable model to study this meiotic
arrest.

After validation of the freezing procedures in prepubertal rats, we compared the effect of culture media
of different composition on the progression of in vitro spermatogenesis. Our results show the inability of the tested
media to support a complete spermatogenesis. Tissue analyses showed a maintenance of the functionality of
prepubertal rat testicular tissues in culture. Our results rather suggest the inability of culture media to support the
differentiation of cells that have initiated meiosis. RNA-seq analyses performed on these tissues revealed a
significant deregulation of the expression of genes related to spermatogenesis, steroidogenesis and inflammatory
process.

In order to consider a human application, it is essential to continue this work by performing sequential
cultures to mimic the physiological conditions as closely as possible, and by adding anti-inflammatory molecules
in culture media. Moreover, the flattening of tissues between a PDMS matrix and an agarose gel could be envisaged
to allow a better oxygenation and diffusion of nutrients within the tissue explants.

Keywords: organotypic culture, in vitro spermatogenesis, maturation arrest, prepubertal testis, RNA-Seq



