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Les enjeux de la toxicologie testiculaire

Plusieurs études suggèrent que l’exposition à des pol-
luants présents dans l’environnement serait, en partie, 
responsable d’altérations de la fonction de reproduc-
tion masculine et de certaines pathologies testiculaires 
(diminution du nombre de spermatozoïdes, cancers, 
cryptorchidie, hypospadias) dont le nombre a augmenté 
au cours des cinq dernières décennies dans les pays 
industrialisés [1].
Des recherches ont été menées pour déterminer les 
effets délétères possibles d’une grande variété de pro-
duits chimiques sur la fertilité masculine. Ces études ont 
souligné la nécessité de clarifier les mécanismes d’ac-
tion des différentes classes de ces produits au niveau 
des tissus impliqués. Toutefois, l’exploration de ces 
mécanismes in vivo peut être difficile dans un environ-
nement où les hormones endogènes coexistent avec les 
composés chimiques et/ou pharmaceutiques étudiés.
De plus en plus, les études de toxicologie font appel à la 
toxicogénomique, appliquée à des lignées de cellules en 
culture, pour identifier les gènes dont l’expression est 
modifiée par les toxiques. Cependant, cette approche 
n’est pas applicable à une étude toxicologique du fonc-
tionnement testiculaire - toxicologie testiculaire - car 

il n’y a pas de lignée 
de cellules germinales 
« modèle » puisque 
la différenciation des 
cellules germinales est 
dépendante d’interac-
tions avec les cellules 
somatiques du testi-
cule.
Les études in vitro 
réalisées jusqu’ici ont 
utilisé principalement 
des cultures primaires 
de cellules somatiques 
testiculaires (cellules 
de Leydig ou cellu-
les de Sertoli) ou des 
lignées représentatives 
de ces cellules. Toutefois, de tels systèmes ne permet-
tent pas d’étudier les effets de composés potentielle-
ment toxiques sur la spermatogenèse. Peu d’études ont 
utilisé des incubations à court terme de cellules ger-
minales, cultivées seules ou en présence de cellules de 
Sertoli, car la faible durée de vie de ces cultures réduit 
 grandement leur utilité [2].
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> Un des enjeux de la réglementation européenne 
REACH est l’amélioration des connaissances des 
propriétés chimiques, toxiques et écotoxiques 
des substances utilisées dans la vie courante. 
Concernant la toxicité testiculaire, nous man-
quons de modèles pertinents et les rares modèles 
in vivo utilisés ne sont pas toujours appropriés 
pour des études mécanistiques. Notre laboratoire 
a développé des systèmes de culture des cellules 
germinales mâles, en chambre bicamérale, qui 
reproduisent une barrière hématotesticulaire et 
permettent d’étudier le mécanisme d’action des 
régulateurs physiologiques et les effets d’une 
substance toxique sur la spermatogenèse, tout 
en réduisant le nombre d’animaux requis. <
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De surcroît, les molécules chimiques peuvent agir à différents moments 
de la vie d’un individu, et notamment durant la vie fœtale, qui est une 
des périodes critiques pour la fertilité masculine [3]. C’est, en effet, 
durant les premiers mois de la vie que les ébauches gonadiques se for-
ment et que la différenciation testiculaire s’effectue, laquelle s’achè-
vera à la puberté avec le début de la spermatogenèse. C’est pourquoi, 
des systèmes de culture organotypique de fragments de testicules 
fœtaux humains ou de rongeurs ont été récemment développés [4]. Les 
tissus, ainsi cultivés, gardent pendant quelques jours leur organisation 
tridimensionnelle et leur fonction. Couplés à des études morphologiques, 
fonctionnelles et moléculaires, ces systèmes permettent d’analyser, sur 
une durée de 3 à 5 jours, les effets de substances sur le développement 
précoce du testicule et sur les gonocytes [5, 6], voire celui des rayons 
gamma sur ces cellules [7]. Outre que la disponibilité du tissu humain 
peut limiter une utilisation à grande échelle, ces systèmes, cependant, 
ne renseignent pas sur les effets éventuels des molécules auxquelles 
l’individu serait exposé plus tardivement [8], et qui pourraient altérer 
les différents types de cellules germinales qui se mettent en place au 
cours des phases de développement néonatal (spermatogonies), pré-
pubertaire (spermatocytes), et pubertaire (spermatides et spermato-
zoïdes), ou les relations entre cellules testiculaires différenciées.

Les enjeux de REACH

Entrée en vigueur le 1er juin 2007, la réglementation européenne 
REACH1 (enregistrement, évaluation, autorisation et restrictions des 
substances chimiques) a pour objectif l’amélioration des connaissan-
ces des propriétés chimiques, toxiques et écotoxiques des substances 
utilisées dans la vie courante. Environ 30 000 substances chimiques, 
produites en quantité supérieure à une tonne par an, sont concernées 

1 Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals. http://ec.europa.eu/enterprise/
sectors/chemicals/reach

par cette procédure qui sera gérée par l’Agence euro-
péenne des produits chimiques (ECHA). Les substances 
particulièrement préoccupantes, telles que les CMR 
(cancérigènes, mutagènes, reprotoxiques), PBT (per-
sistantes, bioaccumulables et toxiques), vPvB (très 
persistantes et très bioaccumulables) ou les pertur-
bateurs endocriniens, devront obtenir l’autorisation 
de la Commission européenne, qui s’appuiera sur les 
recommandations de l’ECHA. Leur utilisation pourra 
être soumise à restriction, voire être interdite. Selon 
la Commission européenne, REACH devrait coûter à 
l’industrie chimique et ses utilisateurs entre 2,8 et 
5,2 milliards d’euros sur 11 ans. Les avantages antici-
pés pour l’environnement et la santé humaine seraient 
de l’ordre de 50 milliards d’euros sur une période de 
30 ans. Pour les molécules concernées par REACH, il sera 
nécessaire d’effectuer une batterie de tests physico-
chimiques, d’écotoxicité et de toxicité. L’expérimenta-
tion animale nécessaire à ces tests pourrait entraîner 
l’utilisation de plusieurs millions d’animaux. Si REACH 
et la directive 86/609/CEE2 encouragent l’utilisation de 
méthodes alternatives comme les modèles cellulaires, 
la Commission européenne, pour autant, ne définit pas 
précisément quels tests alternatifs doivent être utilisés. 
L’évaluation repose donc sur des essais spécifiés par 
l’OCDE, où l’expérimentation animale est la règle puis-
que peu de méthodes alternatives ont été validées par 
cette organisation.

La spermatogenèse

La spermatogenèse se déroule en trois phases : la pro-
lifération des spermatogonies (cellules germinales sou-
ches diploïdes) ; la méiose, au cours de laquelle un 
spermatocyte donne quatre spermatides haploïdes, et 
la différenciation des spermatides en spermatozoïdes, 
ou spermiogenèse. Ces étapes se déroulent au sein 
de l’épithélium séminifère, où les cellules de Sertoli 

2 24 novembre 1986. Voir http://europa.eu/legislation_summaries/environment/
nature_and_biodiversity/l28104_fr.htm

Figure 1. Localisation des protéines jonctionnelles sur coupes 
histologiques de testicule d’un rat de 28 jours. L’étude en 
immunofluorescence d’une section transversale de testicule 
d’un rat de 28 jours révèle la présence d’occludine, protéine 
des jonctions serrées (fluorescence verte) et de connexine 
43, protéine des jonctions communicantes (fluorescence 
rouge). Les noyaux des cellules sont colorés par du Hoescht 
33342 (en bleu) (N. Prisant, P. Durand, D. Segretain, G. Pointis, 
 communication personnelle).

DT_Durand.indd   306 09/03/2010   12:58:40



M/S n° 3, vol. 26, mars 2010  307

DO
SS

IE
R 

TE
CH

NI
QU

E
RE

VU
ES

Insert

Compartiment
apical

Compartiment
basal

Cellules
germinales

Cellules
de Sertoli

Membrane
perméable

 assurent un rôle de support architectural, de protection et de  nutrition 
des cellules germinales, de régulation de la spermatogenèse, ainsi que 
la phagocytose des cellules germinales surnuméraires ou anormales et 
des corps résiduels des spermatides. La formation de jonctions serrées 
entre cellules de Sertoli permet la mise en place d’une barrière hémato-
testiculaire (Figure 1). Celle-ci s’établit au début de la puberté lors de 
l’entrée en méiose des premières cellules germinales et va jouer un rôle 
de protection contre une réaction auto-immune, et contre des polluants 
véhiculés par le sang ; elle régit également la composition du fluide 
testiculaire. Les cellules de Sertoli forment ainsi un micro environnement 
indispensable au déroulement de la spermatogenèse.
La spermatogenèse est régulée par des hormones hypothalamo-
 hypophysaires (la gonadotropin-releasing hormone Gn-RH, la lutei-
nizing hormone LH et la follicle-stimulating hormone FSH), par des 
hormones, facteurs de croissance et cytokines synthétisés et sécrétés 
par les cellules somatiques testiculaires (cellules de Leydig, péri-
tubulaires, de Sertoli) et les cellules germinales elles-mêmes, et 
adsorbés sur la matrice extracellulaire. Les jonctions intercellulaires 
adhérentes, communicantes (gap-junction) et serrées entre cellules 
de Sertoli et cellules germinales (Figure 1), jouent également un rôle 
important dans la spermatogenèse. Cette régulation intratesticu-
laire reste imparfaitement connue. Une des raisons est que certains 
effecteurs peuvent compenser, au moins en partie, l’absence d’autres 
régulateurs. De plus, la plupart des facteurs produits dans les testi-
cules sont très exprimés ailleurs dans l’organisme où ils exercent des 
rôles différents. C’est pourquoi, les modèles animaux modifiés généti-
quement, par invalidation ou surexpression de gènes candidats, n’ont 
pas toujours été à la hauteur des espérances. Même si certains de ces 
modèles ont permis de comprendre le rôle de plusieurs facteurs sur les 
premières étapes de la spermatogenèse, l’action de ces facteurs sur 
les étapes tardives de la spermatogenèse ne peut être étudiée puisque 
l’invalidation du gène qui les code entraîne un blocage précoce de 
celle-ci [9]. Pour pallier certaines de ces difficultés, nous dévelop-
pons, depuis 12 ans, des systèmes de culture permettant d’étudier 
ex vivo différentes étapes de la spermatogenèse.

Études physiologiques 
de la spermatogenèse dans des modèles ex vivo

Deux systèmes de coculture de cellules germinales et de cellules de 
Sertoli de rat ont été établis. Ces cultures, réalisées en chambres de 

culture bicamérales (à deux compartiments) (Figure 2), 
permettent la formation et/ou le maintien de la bar-
rière hématotesticulaire (Figure 3). Dans le premier 
système, différents types de cellules germinales puri-
fiées sont cultivés sur une couche de cellules de Sertoli 
[10], alors que dans le second système, des morceaux 
de tubes séminifères sont mis en culture [11, 12]. Ces 
systèmes permettent d’étudier plusieurs paramètres, 
au cours d’une période de plus de quatre semaines de 
culture : (1) la physiologie de la barrière hématotesti-
culaire ; (2) la survie et la mort des cellules somatiques 
et germinales ; (3) la prolifération des cellules de Ser-
toli et des spermatogonies ; (4) les divisions méiotiques 
(Figure 4) ; (5) les caractéristiques cytogénétiques des 
cellules germinales ; (6) les premiers stades de la sper-
miogenèse ; (7) le rôle de la matrice extracellulaire ; 
(8) l’expression de gènes spécifiques dans les cellules 
germinales ou somatiques (anlyse du transcriptome) ; 
(9) le profil d’expression et de sécrétion des protéines 
et peptides exprimés par les différentes cellules (ana-
lyse du protéome).
Un aspect important des résultats obtenus avec les 
modèles ex vivo est leur pertinence par rapport au pro-
cessus physiologique (in vivo). Les systèmes développés 
au laboratoire ont été validés sur de nombreux points 
de la physiologie. Nous avons ainsi montré que l’en-
semble du processus méiotique d’un mammifère peut se 
dérouler ex vivo [13] et que les caractéristiques de la 
méiose qui se déroule ex vivo sont très proches de ce qui 
se produit dans les testicules de rat à la puberté [14]. 
Par ailleurs, nous avons montré que les pourcentages 
de spermatocytes aux différents stades de la prophase 
I- leptotène, zygotène, pachytène et diplotène3 - sont 
les mêmes chez des rats de 42 jours et dans des tubes 
séminifères prélevés chez des rats âgés de 23 jours 
et maintenus en culture 16 jours, ce qui indique un 
développement similaire in vivo et ex vivo [Geoffroy-
Siraudin C, Perrard MH, soumis pour publication].

3 La prophase I occupe 99 % de la durée de la méiose. On y distingue 5 stades : 
leptotène - zygotène - pachytène - diplotène -diacinèse.

Figure 2. Système de coculture des cellules 
germinales avec des cellules de Sertoli en 
chambre bicamérale. Ce système de coculture 
est modifiable à façon. Ainsi, il est possible 
d’ajouter une matrice extracellulaire (soit 
synthétisée naturellement soit artificielle de 
type matrigel) entre la membrane et les cellu-
les et de cultiver d’autres cellules somatiques 
testiculaires (cellules de Leydig par exemple) 
au fond du puits de culture.
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précoces qui synthétisent le TGF-1 en 
plus grande abondance [27], celles-là 
mêmes qui synthétisent le NGF [24]. Par 
conséquent, il est raisonnable de penser 
que l’absence d’effet observé, dans cette 
étude, est due à  l’effet  redondant du NGF 
sur cette étape.

Concernant l’étape mitotique ex vivo, Fouchécourt et al. 
ont rapporté un effet inhibiteur du GDNF (Glial cell line-
 derived neurotrophic factor) sur l’entrée en phase S 
d’une grande population de spermatogonies différen-
ciées de type A et un effet positif sur l’entrée en phase S 
d’une petite population de spermatogonies indifféren-
ciées [28]. Ces études corroborent les  résultats des 
études in vivo [29].
L’ensemble de ces données démontre que ces systèmes 
de coculture permettent d’étudier les mécanismes 
 physiologiques impliqués dans la spermatogenèse.

Évaluation du potentiel toxique 
des produits chimiques ex vivo

Ces systèmes de coculture sont aussi pertinents pour 
évaluer les effets toxiques de substances chimiques sur 
la spermatogenèse, tout en réduisant (de 10 à 20 fois) le 
nombre d’animaux utilisés. Soulignons que ces systèmes 
permettent d’étudier les effets d’une substance ajoutée 
dans le compartiment basal de la chambre bicamérale, 
et donc de mimer ce qui pourrait se produire dans le 
testicule. En effet, les jonctions cellulaires, entre les 
cellules de Sertoli et entre les cellules de Sertoli et les cel-
lules germinales, sont maintenues ou reformées dans ces 
cultures. Par conséquent, avant d’atteindre les cellules 
germinales, les composés doivent traverser cette barrière. 
En revanche, dans une culture classique, un composé peut 
être toxique pour les cellules germinales différenciées, 
car il est directement en contact avec celles-ci, tandis 
qu’in vivo, il peut ne pas avoir accès au compartiment des 
tubes séminifères où résident ces cellules germinales.
Dans ces modèles de culture dans des chambres à 
plusieurs compartiments, il est possible d’étudier un 
grand nombre de paramètres permettant de déterminer 

Occludine

Cx 43

Ces systèmes ont permis d’étudier certains mécanismes de régulation 
de la spermatogenèse. Après avoir observé que les deux divisions 
méiotiques sont bloquées par les inhibiteurs pharmacologiques du MPF 
(M-phase promoting factor) [15], il a été démontré que la progres-
sion méiotique des spermatocytes nécessite l’action des MAP kinases 
sertoliennes et des contacts étroits entre les cellules germinales et 
les cellules de Sertoli [16]. In vivo et ex vivo, la connexine 43 (Cx43), 
protéine transmembranaire constituant certaines jonctions de type 
gap, est détectée entre les cellules de Sertoli et entre les cellules de 
Sertoli et les cellules germinales (Figures 1 et 3). Or, une étude récente 
montre l’absence de cellules germinales en aval des spermatocytes 
primaires lorsque la Cx43 est remplacée par la Cx26 chez des souris 
transgéniques [17]. L’approche ex vivo a permis de montrer que la 
Cx43 localisée entre les cellules de Sertoli et les spermatogonies est 
impliquée dans la survie de ces cellules germinales et que la Cx43 des 
jonctions entre cellules de Sertoli participe au contrôle de la prolifé-
ration de ces dernières [18]. De même, les modèles de knock-out (KO) 
conditionnel pour le gène Cx43, montrent que la Cx43 est essentielle 
au contrôle de la prolifération et de la différenciation des cellules de 
Sertoli [19].
Dans ces cocultures, Vigier et al. ont montré que la FSH et la testo-
stérone, à des concentrations physiologiques, ont des effets positifs 
et redondants sur les deux divisions de la méiose et sur l’expression de 
gènes exprimés par les cellules germinales haploïdes [20]. Ces résul-
tats ont été depuis confirmés par d’autres équipes qui utilisent des 
modèles de souris KO [21, 22].
Dans les tubes séminifères, le NGF (nerve growth factor) et ses deux 
récepteurs sont exprimés de manière similaire in vivo et ex vivo et le 
NGF et le TGF-1 (transforming growth factor) régulent négativement 
la deuxième division de méiose ex vivo [23, 24]. De plus, le NGF et le 
TGF-1 ont un effet totalement redondant sur cette étape [25]. Cette 
redondance offre une explication aux résultats d’une étude, faite chez 
des souris SCID (severe combined immunodeficient), qui rapportait 
l’absence d’effet de l’invalidation du Tgf-b1 sur la méiose [26]. En 
effet, ce sont les spermatocytes pachytènes et les spermatides rondes 

Figure 3. Caractérisation de tubules sémi-
nifères de rats cultivés in vitro. L’étude en 
immunofluorescence d’une culture de 12 jours 
de tubes séminifères de rats âgés de 20 jours 
révèle la présence d’occludine (fluorescence 
verte) et de connexine 43 (fluorescence rouge) 
(N. Prisant, P. Durand, D. Segretain, G. Pointis, 
communication personnelle).
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les mécanismes de la toxicité gonadique de faibles concentrations de 
composés organiques ou minéraux. Il est également possible de cor-
réler les perturbations somatiques et germinales observées au cours 
de la culture aux modifications du transcriptome/protéome de ces 
cellules. Il convient de souligner que la connaissance du mode d’action 
de ces molécules aidera à vérifier si les observations faites chez les 
animaux sont transposables à l’homme, ce qui est un problème majeur 
dans ce type d’étude.
L’analyse des altérations observées dans une même population cellulaire 
exposée ou non à la substance à analyser permet de s’affranchir d’une 
grande partie de la variabilité inter-animaux rencontrée in vivo et d’op-
timiser ainsi la puissance des tests statistiques4. Un intérêt supplémen-
taire de ces systèmes de culture est qu’ils permettent de tester l’effet 
de combinaisons de molécules à de faibles concentrations pendant une 
période de plusieurs semaines.
Récemment, ces systèmes ont été utilisés pour étudier les effets de 
métaux lourds et des radiations ionisantes. Geoffroy-Siraudin et al. 
ont montré qu’une concentration de 1 μg/l de chrome altère grave-
ment les complexes synaptonémaux des cellules méiotiques [soumis 
pour publication]. Perrin et al. ont comparé des cellules germinales 
exposées ou non à une irradiation par rayons gamma. Pour les sper-
matocytes non irradiés, le test des comètes (ou single cell gel electro-
phoresis), une technique de quantification et d’analyse des dommages 
de l’ADN au sein d’une cellule, a révélé la présence de cassures dans 
l’ADN, dont le nombre a diminué au cours de la coculture, témoignant 
de l’implication de mécanismes de réparation de l’ADN associés à la 
recombinaison méiotique. Dans les cellules irradiées, l’évolution des 
cassures d’ADN a été fortement modifiée [30].

4 http://statpages.org/#Comparisons

Conclusion

Nous assistons depuis quelques années à un accrois-
sement de la diversité des molécules présentes dans 
notre environnement, lesquelles peuvent entraîner des 
effets délétères sur l’organisme, même à des doses très 
faibles (micropolluants). Il devient indispensable de 
mieux connaître leur impact sur la santé humaine et sur 
l’environnement. Les systèmes de coculture développés 
au laboratoire, couplés à des méthodes analytiques 
performantes, sont un outil pertinent non seulement 
pour étudier la physiologie de la spermatogenèse mais 
aussi pour rechercher l’effet toxique sur la reproduction 
de substances polluantes et étudier les mécanismes 
moléculaires liés à leur toxicité. Enfin, ces systèmes 
répondent à la forte demande sociétale de réduire le 
nombre d’animaux utilisés pour les études biomédicales 
et toxicologiques. ‡

SUMMARY
European regulation REACH 
and the assessment of testicular toxicity
Several studies suggest that exposure to environ-
mental pollutants is partly responsible for testicu-
lar pathologies that have considerably increased over 
the last decades (cryptorchidism, hypospadias, cancer, 
decrease in the number of ejaculated spermatozoa). 
However, the cellular and molecular mechanisms invol-
ved in this reprotoxicity remain mostly unknown. One 
of the challenges of the european regulation REACH is 
to improve the knowledge on the chemical, toxic and 

Figure 4. Aspect d’une coculture de spermato-
cytes au stade pachytène élutriés avec des cel-
lules de Sertoli. Les spermatocytes pachytènes 
sont cocultivés avec les cellules de Sertoli. La 
mise au point du microscope est effectuée sur 
les cellules germinales qui adhèrent au tapis 
sertolien. Les cellules en division sont mar-
quées par un anticorps anti-phospho-histone 
H3, les noyaux cellulaires sont contre-colorés 
à l’hématoxyline. On visualise deux anaphases 
de deuxième division de méiose (anaMII), des 
spermatocytes pachytènes (SP), des sperma-
tides rondes (SR). L’analyse est faite au jour 3 
de la culture. La barre représente 10 μm.

10 mm

SP

SR

anaMII
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 ecotoxic  properties of  substances used in everyday life. As for the testicular 
toxicity, the few in vivo models used are not always the most appropriate 
for mechanistic studies. Our laboratory has developed and validated on a 
physiological point of view, coculture systems of germ cells in bicameral 
chambers, which reproduce a blood-testis barrier, allowing the determi-
nation of the mechanisms responsible for the toxicity of organic or mineral 
compounds on spermatogenesis, while reducing greatly the number of 
animals required. ‡
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