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Proliféeration des cellules
germinales foetales

de mammifere,

etat en 1993

Le mécanisme du contrdle de la prolifération des cellu-
les germinales de mammifére reste mal connu, mais
Pimplication d’'un axe hypophyso-surrénalo-thymique est
certaine. La thymuline, un facteur thymique dont la pro-
duction est inhibée par les glucocorticoides, est un acti-
vateur de la prolifération des cellules germinales. La FSH,
une hormone hypophysaire, agit par 'intermédiaire des
cellules de Sertoli sur le nombre des gonocytes. Ces cel-
lules de Sertoli, ainsi que les cellules de la granulosa dans
Povaire adulte, sécrétent I’activine, un activateur de la pro-
lifération des spermatogonies chez le rat prépubere. A
Pinverse, l'inhibine, appartenant comme lactivine a la
famille du TGF 3 (transforming growth factor 3), probable-
ment sécrétée par les gonades foetales, peut inhiber la
prolifération des cellules germinales. Les gonades foeta-
les males sécrétent aussi des inhibiteurs de la multiplica-
tion des ovogonies. Une partie importante de la régula-
tion du nombre des cellules germinales pourrait se faire
par lintermédiaire de cellules somatiques (cellules de Ser-
toli, cellules folliculaires), protégeant les gonocytes de la
dégénérescence par apoptose.

‘histoire des cellules germi-

nales des mammiféres

comporte une série de

phases caractéristiques et

interdépendantes: (1)
migration depuis le pédoncule allan-
toidien jusqu’au lieu de différencia-
tion des gonades situé sur la face
ventrale du mésonéphros; (2) pro-
lifération et/ou dégénérescence ; (3)
entrée en méiose ; (4) maturation
des gametes.

La prolifération est un des événe-

ments majeurs de la gamétogenése
car elle aboutit a la constitution
d'un stock de cellules germinales
dans les gonades foetales ou néona-
tales dont on peut raisonnablement
penser qu’il conditionne en partie la
fertilité de I'adulte. L’évolution du
nombre des cellules germinales foe-
tales males et femelles est bien con-
nue ; en revanche, les mécanismes
impliqués dans cette évolution
demeurent obscurs du fait que
I'expérimentation in vivo est limitée
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par les contraintes anatomo-
physiologiques de I'embryogenése et
de la gestation.

Des avancées récentes dans la con-
naissance en termes moléculaires
des mécanismes qui controlent
I'entrée en mitose viennent d’émer-
ger. On sait maintenant que si des
hormones, des facteurs de croissance
ou des facteurs mitogénes étaient
capables de modifier le cycle cellu-
laire des cellules germinales, ils agi-
raient finalement en activant ou en
réprimant la protéine p34<<?, régu-
lateur universel de la phase M du
cycle cellulaire et identifiée comme
un composant du MPF (M-Phase Pro-
moting Factor) ou bien encore en
contrélant les mécanismes de
synthése ou de dégradation des
cyclines. En effet, la protéine
p34? induit la condensation des
chromosomes, la mise en place d’'un
fuseau mitotique et la rupture de la
membrane nucléaire, a la condition
d’étre déphosphorylée et associée a
une cycline. Mais reste encore
inconnue la chaine de transmission
des signaux, initiés par le facteur
déclenchant ou inhibant les mitoses
des cellules germinales feetales (hor-
mone, facteur de croissance...),
situés en amont de l'activation (ou
de Tl'inactivation) de la protéine
p34tdr2'

L’évolution du nombre des cellules
germinales foetales résulte de plu-
sieurs événements: mitoses,
phase (s) de repos et vague (s) de
dégénérescence qui peuvent exister
simultanément (cas des gonocytes
males) ; de plus, elle est différente
selon le sexe. Nous prendrons
comme exemple le cas du rat
Chez le foetus de rat, a 13 jours post-
coitum (pc), il y a environ 2500 cel-
lules germinales primordiales pré-
sentes dans les crétes génitales et les
autres tissus, puisque la migration
des cellules germinales n’est pas ter-
minée a cet age.

Dans le testicule fcetal, le nombre
des gonocytes est multiplié par 6
entre le 14¢ et le 18¢jour de la ges-
tation et le maximum est atteint au
20¢ jour pc ou plus de 140000 cel-
lules sont alors dénombrées dans
chaque testicule. Ce nombre reste
stable jusqu’au 4¢ jour suivant la
naissance [1]. Une vague de dégéné-
rescence, probablement par apop-
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tose [2], survient alors, affectant plus
de 70 % des gonocytes. L’augmenta-
tion du nombre des cellules germi-
nales, devenues spermatogonies,
reprendra plus tard et se poursuivra
jusqu'a la puberté.

Chez les femelles, le nombre des
cellules germinales suit une évolu-
tion biphasique ; il augmente rapide-
ment, passe par un maximum a
18 jours pc  (environ 75000 par
ovaire) avant de décroitre brutale-
ment de 30 % par pycnose d’ovogo-
nies et des ovocytes arrivés au stade
zygotene [3]; la prolifération des
cellules germinales prend fin natu-
rellement par I'entrée précoce en
prophase méiotique.

Dans des suspensions cellulaires cul-
tivées in vitro et enrichies a plus de
80 % en cellules germinales fcetales,
celles-ci se divisent [4], suggérant
que les cellules somatiques ne sont
pas indispensables a la multiplication
des cellules germinales. Cependant,
jamais I’ensemble des phases de
I’évolution naturelle (mitose, méiose,
maturation...) n’a pu étre obtenu
par des cellules germinales foetales
cultivées in wvitro.

Dans les gonades fcetales de rats
males [5] et femelles [6] cultivées in
vitro, le nombre des cellules germi-
nales augmente. Chez les femelles,
ce nombre s’accroit puis diminue
selon un mode biphasique et une
chronologie identiques a ceux obser-
vés in vivo [7]. Tout se passe donc
comme si I’évolution du nombre des
cellules germinales était program-
mée et ne nécessitait pas d’interven-
tion extragonadique. Ainsi, si des
facteurs devaient contréler le nom-
bre des cellules germinales feetales,
ce controle ne pourrait s’effectuer
qu’en modifiant le programme de
base de prolifération ou de
dégénérescence.

I Facteurs stimulateurs

L’existence d’une régulation endo-
crine de la prolifération des cellu-
les germinales foetales in utero est
établie (figure 1). En eftet, les foetus
femelles de lapin décapités en guise
d’hypophysectomie a 19 jours ont, 9
jours plus tard, un nombre d’ovogo-
nies augmenté de 40 % par rapport
aux témoins [8] (figure 2). L'interpré-
tation d’un tel résultat n’est pas évi-

dente puisque les hormones anté-
hypophysaires n’ont pas d’effets sur
les cellules germinales fcetales. En
fait, I’hypophyse agit indirectement :
la décapitation prive le feetus
d’ACTH, ce qui diminue la produc-
tion de corticostérone par les surré-
nales, et léve ainsi I'inhibition que
celles-ci exercent sur le thymus.
Dans ces conditions, le thymus
secréte davantage de thymuline,
nonapeptide impliqué dans les phé-
nomenes immunitaires, et qui s’est
révélé, in wvitro, un puissant stimula-
teur de la prolifération des cellules
germinales dans les testicules [5] et
les ovaires [6] de fcetus de rat. Son
action, cependant, pose deux pro-
blémes non élucidés: 1) la thymu-
line agit-elle sur les cellules germi-
nales ellesmémes ou bien sur les
cellules somatiques qui, en réponse,
stimuleraient les mitoses germina-
les? 2) quelles sont les situations
physiologiques susceptibles d’agir sur
I'axe hypophyso-surrénalo-thymique
pour faire augmenter ou diminuer
la sécrétion de thymuline ? De plus,
il semble que I'activité de la thymu-
line ne s’exerce pas de facon conti-
nue mais soit plutot confinée a une
courte période concomitante de la
reprise de 'activité mitotique. L’axe
hypophyso-surrénalo-thymique n’est
pas le seul mécanisme impliqué
dans la stimulation de la multiplica-
tion des cellules germinales foetales.
Ainsi, un peptide appartenant a la
superfamille des TGF (Transforming
Growth Factor), 'activine, sécrétée par
les cellules de Sertoli et les cellules
de la granulosa des gonades adultes,
constituée de deux sous-unités f3, sti-
mule in wvitro la prolifération des
spermatogonies dans les testicules de
rats prépubéres [9]. Elle stimule
peut-étre aussi la prolifération des
cellules germinales foetales, puisque
des ARNm de sa sous-unité B ont
été détectés dans les gonades des
feetus de rat, ou elle est donc pré-
sente [10]. Son role éventuel chez le
feetus de rat n’a pas été recherché.

Des facteurs mitogeénes ou des fac-
teurs de croissance (mitogenic fac-
tor...), mis en évidence souvent sur
la base de leur capacité a augmen-
ter: l'incorporation de [*H]-
thymidine dans des fibroblastes ou
des cellules de Sertoli cultivés in

vitro, ont été identifiés (ou iSOIéS) m—
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Figure 1. Schéma des données et des hypothéses (indiquées par ?) rela-
tives a la régulation par stimulation (fleches rouges) ou par inhibi-
tion (traits fins) de la prolifération ou par induction de la dégénéres-
cence (trait discontinu) des cellules germinales foetales. Stimulation :
1. L’activité de I'axe hypophyso-surrénalo-thymique aboutit & une sécrétion
de thymuline qui stimule la prolifération des cellules germinales fcetales.
2. La protéine active du gene c-kit est nécessaire a la prolifération des cel-
lules germinales fcetales (preuves chez la souris). 3. L’activine, présente dans
les gonades foetales (ARNm détectés), pourrait stimuler la prolifération des
cellules germinales fcetales. (?) 4. Des facteurs mitogénes, présents dans les
gonades d’animaux pubéres ou non, mais non recherchés chez les fcetus.
(?) 5. Intervention des cellules somatiques des ébauches gonadiques, leur
nombre conditionnerait le nombre des cellules germinales fcetales. (?) Inhi-
bition : 6. Chez les embryons femelles, le facteur germinostatique produit
par les cellules folliculaires inhibe la prolifération des cellules germinales fce-
tales. 7.L'inhibine présente dans les gonades foetales (ARNm détectés) pour-
rait inhiber la prolifération des cellules germinales fcetales. (?) 8. Le TGF-B1
inhibe in vitro la prolifération des cellules germinales fcetales de souris et
pourrait induire leur dégénérescence. (?)

dans des cellules somatiques de
gonades matures ou non [11]. Mais
leur présence dans les gonades fce-
tales n’a pas été démontrée, pas plus
d’ailleurs que leur capacité a stimu-
ler la prolifération des cellules ger-
minales fecetales.

Des ARNm de la protéine active c-
Kit du gene dominant White spotting
(W) ont été mis en évidence dans les
cellules germinales de souris [12].
L’importance de cette protéine pour

la prolifération des cellules germina-
les primordiales est démontrée par
la stérilité des souris mutantes
homozygotes WW, due a une défail-
lance précoce du développement
des cellules germinales primordia-
les [13, 14]. Les mécanismes contro-
lant I’expression du géne W ne sont
pas connus.

D’aprés certains auteurs, le nombre
des cellules somatiques des gonades
conditionnerait celui des cellules
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Figure 2. Coupes histologiques d’ovaire foetal de lapin de la méme
portée. En A et B, faetus témoin de 28 jours post-coitum (pc); en C et D,
faetus hypophysectomisé par décapitation a 19 jours pc et sacrifié a 28 jours
pc. Le foetus décapité a des ovaires plus volumineux, la zone des cordons
ovigéres, limitée par des fleches, est plus épaisse et les cellules germinales
sont plus nombreuses. Barre=100um (A et C), 15 um (B et D).

germinales : le nombre des gonocy-
tes serait proportionnel au nombre
des cellules de Sertoli [15] et seuls
les ovocytes entourés par les cellu-
les folliculaires ne dégénéreraient
pas [16] ; ainsi, leur survie ne
dépendrait que du nombre des cel-
lules somatiques présentes dans les
cordons ovigeres au cours de la fol-
liculogenése. Si cette relation cellule
somatique/cellule germinale était
confirmée, chez le feetus male, a
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coté d’un controéle direct de la pro-
lifération des cellules germinales par
les cellules somatiques, il y aurait
aussi un controle indirect, endo-
crine, (par la FSH ou Follicle
Stimulating Hormone) et paracrine
(par la B-endorphine), du nombre
des cellules germinales feetales. En
effet, une g—endorphine produite
par les cellules de Leydig foetales
réduit la prolifération des cellules de
Sertoli induite par la FSH [17].

Facteurs inhibiteurs

L’existence de facteur (s) gonadi-
que (s) capable (s) de prévenir la
multiplication des ovogonies, voire
de provoquer leur dégénérescence,
est démontrée par l'exemple des
freemartins de bovidés. Un freemartin
est une femelle issue d’une gestation
gémellaire qui a été reliée par des
anastomoses vasculaires in utero a un
ou plusieurs jumeaux males et qui,
une fois adulte, est stérile. Cet état
résulte d'un arrét de la multiplica-
tion des cellules germinales, puis de
leur dégénérescence, pendant la vie
embryonnaire [18]. Le facteur res-
ponsable est issu des testicules du
jumeau male [19]. Une substance
délétére pour les cellules germina-
les feetales femelles (facteur germi-
nostatique) a €été partiellement iso-
lée et caractérisée a partir de
milieux conditionnés par des testicu-
les de feetus ou de rat adulte [20,
21].

L’existence d’'un facteur testiculaire,
prévenant la multiplication des ovo-
gonies et sans effet sur les cellules
germinales males, ne présenterait
qu'un intérét limité au cas des free-
martins si un facteur germinostatique
n’était aussi sécrété par les ovaires
de jeunes rattes impuberes pourvues
de follicules secondaires ova-
riens [22]. Ce facteur inhibe in vitro
la prolifération des ovogonies dans
les ébauches ovariennes fcetales.
Chez le rat et d’autres espéces, a
I'époque ou les follicules se différen-
cient, les ovogonies sont déja toutes
entrées en méiose, et le facteur ger-
minostatique ne peut naturellement
pas inhiber leur prolifération. En
revanche, dans les especes chez les-
quelles les processus ovogénétiques
sont plus lents, des ovogonies sont
encore présentes dans les ovaires
alors que des follicules sont déja dif-
férenciés. Dans ces espéces, si un
facteur germinostatique ovarien est
produit, il peut inhiber la proliféra-
tion des ovogonies et induire leur
disparition. Cette hypothése est con-
fortée par I'observation, chez le foe-
tus de veau, d' ovogonies qui dégé-
nérent a mi-gestation, sans évoluer
plus avant [23].

Selon des données controversées, les
spermatocytes et les spermatides ron-
des (cellules différenciées) de rat

produisent des substances (chalones) s—
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capables d’inhiber la prolifération
des spermatogonies (cellules, peu ou
pas différenciées). Le stade a partir
duquel ces substances sont produi-
tes n’est pas connu [24] et leur exis-
tence au stade fcetal semble peu
probable.

L’inhibine est vraisemblablement
présente dans les gonades embryon-
naires puisque des ARNm de ses
deux sous-unités o et By ont été
détectés [10]. L’inhibine, injectée
dans des testicules de hamster ou de
souris adultes, réduit le nombre des
spermatogonies [26], mais son acti-
vité sur la prolifération des cellules
germinales foetales n’a pas été
recherchée.

Le facteur de croissance TGF-1,
présent dans les cellules de Sertoli
et les cellules péritubulaires du tes-
ticule adulte, inhibe in vitro la pro-
lifération des cellules germinales de
feetus de souris [26]. Si le TGF-B1
est produit par les gonades
embryonnaires, il peut en consé-
quence inhiber la prolifération des
cellules germinales foetales, voire
induire leur dégénérescence, puis-
que ce facteur est parfois identifié
comme signal inducteur de la mort
cellulaire par apoptose.

Enfin, une substance proche du
TGF-B1, le MIS (mullerian inhibiting
substance, appelée aussi AMH Anti-
Mullerian Hormone (27, 28]), ne peut
étre responsable du maintien en
interphase des jeunes spermatogo-
nies comme on a pu le propo-
ser [29], puisque cette hormone est
produite par les cellules de Sertoli
de foetus de rat, alors qu'a la méme
époque les gonocytes sont encore en
train de se multiplier.

Le bilan des données relatives au
controle de la régulation du nom-
bre des cellules germinales foetales
comporte plus d’hypothéses que de
certitudes, et plus d’éléments con-
cernant d’éventuelles stimulations
des mitoses des cellules germinales
feetales que d’éléments (certains
hypothétiques) concernant des inhi-
bitions ou des dégénérescences.
Enfin, lorsque les recherches auront
progressé, 1l restera a déterminer le
mécanisme prépondérant, différent
peut-étre en fonction de l'age et
(ou) en relation avec la présence,
dans les cellules germinales, de
récepteurs de la thymuline, des fac-

teurs mitogenes et autres inducteurs
de la dégénérescence cellulaire B

Summary

Foetal germ cell proliferation in
1993

The evolution of foetal germ cell
number is well known, but the
mechanisms of control of germ
cell proliferation are poorly
understood. In the recent years,
the pituitary-adrenalo-thymic axis
has been involved: thymulin, a
thymic factor, increases foetal
germ cell proliferation. In addi-
tion, corticosterone prevents the
thymus from secreting thymulin
in vitro and in these conditions
the thymus does not stimulate
the germ cell proliferation. Fur-
thermore germinostatic factor,
produced in wvitro by fetal testis
and follicular cells from rat pre-
pubertal females activates or inhi-
bits gonia proliferation respecti-
vely. These results and the role of
other substances suspected of
acting on foetal germ cell proli-
feration or degeneration are
discussed.
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