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Contexte :

Les mécanismes impliqués dans le renouvelement des cellules germinales souches chez les males
immatures ou chez les individus adultes sexuellement matures restent trés mal connus, en particulier chez les
poissons. La production d’organoides testiculaires est une approche de choix pour étudier les interactions
moléculaires entre les cellules somatiques et les cellules germinales ainsi que les modes de divisions symétriques
et/ou asymétriques des cellules souches germinales. En effet, au contraire des cultures 2D, les organoides
pourraient permettre de reproduire une niche germinale plus proche de celle rencontrée in vivo.

La greffe des cellules germinales souches embryonnaires ou adultes préalablement cryopréservées est la
seule technique opérationnelle pour la conservation des ressources génétiques et la régénération de cohortes
d’intérét. Cette technique ouvre des applications en production aquacole comme la production de populations
monosexes sans hormone ou la production interspécifique d’alevins. La production d’organoides testiculaires
devrait permettre d’amplififier les cellules germinales souches in vitro avant leur cryopréservation ou apreés leur
décongélation.

Objectif de I'étude :

Les travaux présentés ont pour objectif de produire des organoides testiculaires chez les poissons téléostéens.
Une premiere approche a consisté a développer une matrice extracellulaire endogene décellularisée (issues de
testicules de truites sexuellement immatures) qui pourrait étre plus favorable a la production d’organoides
testiculaires. Une deuxieme approche est conduite en paralléle pour tester la possibilité I'obtenir organoides
testiculaires a partir de cellules testiculaires issues de males adultes et cultivées en présence de matrices
extracellulaires commerciales.

Résultats :

Nous avons développé avec succes une procédure de décellularisation adaptée au tissu testiculaire de truites
males sexuellement immatures sans altération majeure de la matrice extracellulaire. La procédure de
décellularisation sera présentée en détail ainsi que la qualité des matrices extracellulaires décellularisées (dECM)
obtenues en mettant |'accent sur la préservation de ses composants majeurs et de son intégrité structurelle par
coloration histologique, immunofluorescence en 2D et 3D, microscopie électronique a balayage et a transmission.
La préservation du microenvironnement de ces dECM ouvre des perspectives prometteuses quant a leur
recolonisation par les cellules germinales souches.

Nos résultats préliminaires de cultures en hydrogels commerciaux (Vitrogel et Matrigel) montrent la capacité des
cellules testiculaires a former des amas cellulaires. L'utilisation de cellules testiculaires issues de lignées
rapportrices différentes de zebrafish transgéniques montre que ces amas cellulaires sont bien formés par la
réagrégation spontanée des cellules préalablement dissociées, et non par une digestion partielle des testicules.
Les amas cellulaires obtenus en Matrigel présentent des contours plus réguliers par comparaison au Vitrogel. Les
amas cellulaires obtenus en Matrigel réveélent une majorité de cellules vivantes apres 7 jours de culture et la
présence de cellules germinales. Des changements de morphologie et de densité cellulaire sont observés au
cours du temps de culture suggérant un remodelage progressif des amas cellulaires.

Les études futures viseront a mieux caractériser la structuration de ces amas cellulaires et a améliorer
le milieu de culture pour favoriser la croissance et la structuration de ces amas cellulaires.
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