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Résumé

Chez Scyliorhinus canicnla, au cours de la_ spermiogenése, les éléments
germinaux sé développent au sein des cellules de Sertoli disposées en cystes clos.

. Le cytoplasme sertolien est le siége dune double synthése & partir du
réticulum” endoplasmique et des ribosomes libres. Il élabore le corps problé-
matigue ainsi que de nombreuses enclaves de sécrétion disséminées au pole
apical. Les matériaux trophiques essentiellement protéiques accompagnent le
sperme dans les voies efférentes.

La cellule de Sertoli participe également & la libération du faisceau de
spermatozoides.

Introduction

Chez les Chondrichtyens, I'évolution des cellules germinales se
fait dans des cystes clos et de maniere synchrone pour un cyste
donné (Stannius, 1840; Semper, 1875).

Les spermatozoides sont implantés dans le cytoplasme des
cellules de Sertoli, dérivées des cellules folliculaires entourant les
cellules germinales initiales.

Chague cellule de Sertoli est associée a 64 spermatozoides
environ. A la fin de la spermiogenése, ils se groupent en un seul
faisceau qui est libéré dans les canalicules efférents, en méme
temps que la partie apicale du cytoplasme sertolien, ou sSest éaboré
le corps problématique, décrit par Semper.

En microscopie optique, Mellinger (1965), a précisé, en rapport
avec les divers stades de la sperniiogenese, les étapes de la formation
du corps problématique dont nous avons démontré la nature pro-
téique (1975).

(1) Avec la collaboration technique de F. Allizard, Technicienne CN.RS.
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Le but du travail présenté ici est de suivre, en microscopie
électronique, I'évolution du cytoplasme sertolien pendant la sper-
miogenese, au cours de |'élaboration du corps problématique, et ses
rapports avec les éléments germinaux jusqu'a la spermiation. On
décrira également les attaches des cellules de Sertoli entre elles et
on donnera un essai d'interprétation du mécanisme de la spermiation.

Matériel et techniques

Les animaux adultes provenaient de la Manche occidentale
(Station biologique de Roscoff).

Les testicules ont été fixés par perfusion. Les liquides fixateurs
utilisés sont de molarité tres élevée (1.000 a 1100 milli-osmoles), le
plasma des Sélaciens étant trés concentré en chlorure de sodium et
urée. Deux fixateurs ont été utilisés, soit du tampon cacodylate 05 M
pH 74, additionné de 2 p. 100 de glutaraldéhyde (TAAB), 1 p. 1000
de chlorure de calcium ; soit du tampon cacodylate 0,3 M additionné
de 10 p. 100 de saccharose, de 2 p. 100 de glutaraldéhyde et de
1 p. 1000 de chlorure de calcium. Les testicules ont été perfusés
par le fixateur pendant 15 a 20 minutes puis ils ont été débités en
petits fragments qui ont éé fixés par immersion dans le fixateur
pendant 1 heure. Les piéces ont éte lavées pendant 30 minutes (ce
lavage pouvant étre prolongé jusqu'a 12 heures) soit dans du tampon
cacodylate 0,5 M, soit dans du tampon cacodylate 0,3 M additionné
de 12 p. 100 de saccharose. Elles ont été ensuite post-fixées dans de
I'acide osmique & 1 p. 100 dans le tampon initial. Aprés lavage, les
pieces sont déshydratées puis imprégnées et incluses dans de I'aral-
dite ou de I'épon. Les cystes, bien que de petite taille, sont des
unités closes difficiles a pénétrer par les résines ; il est nécessaire
de prolonger les bains intermédiaires (mélange alcool ou oxyde de
propyléne-résine) et d'augmenter les temps d'imprégnation dans les
résines. Les coupes ultra-fines ont été colorées par la double colo-
ration acétate d'uranyle-citrate de plomb.

RESULTATS

Sur une coupe transversale de testicule de Roussette adulte on
peut observer tous les stades de la spermatogenése. Le testicule est
formé d'une accumulation de cystes ou ampoules qui constituent
les unités structurales ou évoluent les cellules germinales. Dans
chague cyste, les éléments évoluent de maniere synchrone. Les
cystes se forment par prolifération de cellules souches groupées dans
une zone de genese située en position ventrale. Au fur et & mesure
du développement, les cystes sont repoussés dorsalement par les
cystes nouvellement formés. Parvenus au terme de leur évolution, les
cystes atteignent la zone dorsale ou les spermatozoides sont évacués
dans les canalicules efférents et les cystes vidés dégénerent. Ainsi,
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FIG. 1

Evolution du cytoplasme sertolien au cours de la spermiogenese (étape | a IV)
(portion basale seule repréesentée).

Les spermatozoides (§Pz.) évoluent au sein de la cellule de Sertoli (g) qui
€élabore, dans_son péle " supranucléaire, le corps problématique (c.p.) une
sécrétion (s), a partir du réticulum granulaire. Les lysosomes (ly.) sorit de plus
en plus nombreux. Noter |'apparition d'une zone de” cytoplasme™ granuleux (cyt.
gr.) proche des noyaux spermatiques.
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en coupe transversale, le testicule apparait formé de zones concen-
triques a la zone de genése qui correspondent aux divers stades
de la spermiogenese observables dans les cystes les plus dorsaux.
Mellinger (1965) a classé les différents stades de la spermatogenése.
Aprés la fin de la méiose (stade 10) la chromatine nucléaire des
spermatides se condense (stades 11 e 12). Au stade 13, les
ampoules atteignent leur diametre maximal, les spermatides a noyau
allongé amorcent leur regroupement en faisceau. Durant la spermio-
genése, la cellule de Sertoli a une fonction stéroidogéne liée a un
abondant réticulum endoplasmique ainsi qu'a la présence d'une
activité A>-3%3HSDH (Collenot et Ozon, 1964; Collenot, 1971). Cette
activité stéroidogéne, particulierement importante au stade 13, ré-
gresse durant la spermiogenese, tandis qu'apparaissent et se déve-
loppent diverses sécrétions parmi lesquelles celle du corps problé-
matique.

I. Evolution du cytoplasme sertolien au cours de la spermiogenése.

Dans un méme cyste, les éléments germinaux sont tous au
méme stade et sont implantés dans les cellules de Sertoli dont ils
dépriment la membrane (Fig. 1, 1), les cellules des deux types
gardent leur individualité. Ce sont leurs rapports respectifs que
nous alons décrire, en y distinguant huit étapes qui recouvrent
approximativement les stades 14 a 18 de Mdllinger (Fig. 1 et 2).

Etape | (stade 14) (Fig. 1, | ; Planche 1, 2).

Le diamétre du cyste qui sest accru jusqu'au stade 13 a atteint
son maximum (environ 325 W). A partir du stade 14, il décroit lége-
rement durant toute la spermiogenése, jusqu'a I|'évacuation des
spermatozoides.

La cellule de Sertoli est prismatique, le noyau est alongé et
plaqué contre la basale du cyste. Les spermatozoides sont implantés

PLANCHE |

Divers aspects du cytoFglasme sertolien au cours de la_spermiogenese
chez la Roussette (Scyliorhinus canicula L.)

1. Coupe équatoriale d'un secteur de %)(ste montrant un faisceau de sperma-
tozoides (Spz.) implantés dans une cellule de Sertoli (S.). i
La partie basale d'une cellule sertolienne voisine est occupée par un
cytoplasme dense et par le noyau (n. S), la partie a\mcale. comporte le
corps problématique (c.p,) entouré par un_cytoplasme lacunaire riche en
amas de sécrétions (s.) ?etape VI, stade 17 ¢) (x 3.200).

2. Etape | au stade 13. Le cytoplasme sertolien est riche en réticulum lisse
ret. 1) qui est lié & l'activité ster0|do%%ne de la cellule; les mitochondries
mi.) sont de structure classique (x 14.100).

3. Etape Il (stade 16) : & l'intérieur du corps problématique (cp.) on peut
observer des travées de réticulum (ret.) et quelques mitochondries me) sans
crétes; a_la périphérie, le (altoplasme comporte un_abondant réticulum ainsi
que des ribosomes libres et des particules de glycogéene (x 9.000).

4. Etape VI (stade 17c) : dans le cytoplasme apical des cellules de Sertoli,
on observe des ribosomes libres et deS travées de réticulum dans les dilatations
desquelles saccumule un produit de sécrétion (s) (x 14.200).
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dans le cytoplasme sertolien situé au-dessus du noyau, comme des
aiguilles dans une pelote. Le cytoplasme est richement garni de
réticulum endoplasmique agranulaire [Planche I, 2 (ret. 1)] carac-
téristique des cellules stéroidogénes (Collenot et Ozon, 1964 ;
Collenat, 1971). Les mitochondries allongées, de structure classique
(mi.), garnies de crétes lamellaires, sont présentes dans tout le péri-
caryon mais un certain nombre d'entre elles sont étroitement appli-
guées contre le noyau. Les cellules de Sertoli sont unies entre elles
par des membranes latérales rectilignes a I'apex et engrenées vers
la base. Nous décrirons plus en détail ces jonctions intercellulaires.

Etape Il (stade 15) (Fig. 1, 1)

Le noyau sertolien sarrondit progressivement et remonte laté-
ralement le long des spermatozoides. Les travées cytoplasmiques qui
les séparaient au stade précédent sont réduites a des invaginations
entre les parties proximales des spermatozoides. Ces derniers
amorcent un regroupement en faisceau et se rapprochent de la
région basale. Le cytoplasme présente toujours un abondant réti-
culum agranulaire associé a de nombreux ribosomes libres ; on peut
y observer également des nappes de réticulum granulaire. Ces struc-
tures sont liées a I'existence d'une synthése protéique qui corres-
pond a I'élaboration d'enclaves de sécrétion dépourvues de membrane
constituant les éléments précurseurs du corps problématique qui
se fait au pble supranucléaire. L'étude histochimique du corps pro-
blématique (Collenot et Damas, 1975) a montré qu'il sagit d'une
sécrétion de nature protéique. Quelques lyosomes apparaissent au pole
basai de la cellule. Les mitochondries perdent leurs crétes et sar-
rondissent.

Etape Ill (stade 16) (Fig. 1, Il ; Planche |, 3 et 4 et Planche 11, 1)

Tandis que le diamétre des cystes décroit, le noyau sertolien
arrondi diminue de volume. Les spermatozoides apparaissent groupés

PLANCHE I

Relation des cellules de Sertoli entre elles et des cellules de Sertoli avec les
cellules germinales chez la Roussette (Scyliorhinus canicula L.).

Jonctions latérales entre deux cellules de Sertoli

1, Dans la région apicale, les 2 plasmalemmes sont accolés ; dans la région
basale il sagit de jonctions de type « gap ». On observe également des
mitochondries sans crétes (mi.) (étape II1) %x 14.200).

2. Fort grossissement d'une jonction de type « gap » (étape Il1) (x 16.200).

3. Les citernes du réticulun&oget.) sont disposées parallélement aux plasmalemmes
accolés (étape I11) (x 22.000).

Relations entre les cellules de Sertoli et les spermatozoides :

4, 5 et 6. En bordure du faisceau de spermatozoides (Spz.) agglutinés par un
ciment fibrillaire, coupé transversalement (4) et longitudinalement (
(étape V), la cellule de Sertoli présente un cytoplasme granuleux (cyt. gr.
qui disparait ultérieurement (6) Fetape VII), facilitant ainSi la déhiscence du
faisceau de spermatozoides (4 © x 22.000, 5 : x 18200, 6 : x 30.000).

7. Au niveau des flagelles (fl.) il n'y a pas de cytoplasme granuleux ; les
f(l gllz%so)sont comprimes et ‘adoptent un ‘arrangemént geométrique (étape V)
x 18.200).
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FIG. 2

Evolution du cytoplasme sertolien au cours de la spermiogenése (étape V a VIII)
(portion basale seule représentée.)

Le thopIasme sertolien est envahi par les sécrétions (c.p. et s). La zone de
cytop asme granuleux (cyt gr.) sétend puis sefface avant la spermiation. Le

Pole apical se sépare du pOle basai  qui Sautolyse gréce aux nombreux
ysosomes (ly.).
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en faisceau, serrés les uns contre les autres, trés proches de la
basale.

Au pble supra-nucléaire, des enclaves de sécrétion dépourvues
de membrane apparaissent au hiveau de nappes de réticulum
associé a de nombreux ribosomes libres (Planche II, 1) (Planche I,
4). Cdlesci fusionnent pour former une masse unique volumineuse
(8 & 10 pu de diamétre) (Planche I, 3), le corps problématique. On
peut y retrouver des plages de réticulum ainsi que des mitochondries
englobées au cours de la fusion (Planche I, 3) des diverses enclaves
gue Meéllinger (1965) a appelées les « grains précurseurs ».

Au voisinage du corps problématique, il apparait des structures
concentriques de dégénérescence ; ce sont des images myéliniques.
Au pble basai de la cellule, le nombre des lysosomes augmente ; le
phénoméne se poursuivra jusqu'a la fin de la spermiogenése; cette
observation est en accord avec la présence de phosphatases acides
mises en évidence au cours de I'étude histochimique (Collenot et
Damas, 1975).

Etape IV (stade 17 @) (Fig. 1, 1V)

Le diamétre du faisceau de spermatozoides diminue, Ceux-ci
sont étroitement accolés les uns aux autres et on peut observer entre
eux un ciment daspect fibrillaire. Au pble basai, a la hauteur des
noyaux, le cytoplasme sertolien apparait dépourvu d'organites ; il
forme une zone granuleuse homogéne. Seuls les spermatozoides
périphériques sont en contact avec le cytoplasme sertolien. Au pble
apical, au voisinage du corps problématique, les citernes du réti-
culum se gonflent et stockent une substance opague aux électrons.

Etape V (stade 17 b) (Fig. 2, V ; Planche Il, 4 et 7)

Les citernes du réticulum endoplasmique deviennent plus abon-
dantes et envahissent tout le cytoplasme jusqu'au noyau (Planche Il,
4). Simultanément, la zone cytoplasmique granuleuse (cyt. gr.),
bordant les spermatozoides, atteint son maximum, elle borde sur
toute leur longueur les tétes des spermatozoides. Le faisceau a alors
son diametre minimal ; la compression des diverses unités se
traduit au niveau des flagelles, en coupe transversale, par un
arrangement géométrique d'aspect régulier (Planche II, 7).

Etape VI (stade 17¢) (Fig. 2, VI ; Planchel, 1 et 4)

Tout le cytoplasme sertolien est envahi par les sécrétions du
réticulum (Planche I, 1) et acquiert un aspect en dentelle ; au milieu
flotte le corps problématique (c.p.). Des nappes d'ergatoplasme sont
encore visibles (Planche |, 4). Le noyau présente des indentations tres
développées qui senfoncent en direction de la basale limitant le cyste.

Etape VIl (stade 17d) (Fig. 2, VII, Planche 11, 6)

Durant cette phase, on assiste a l'effacement progressif de la
zone de cytoplasme granuleux bordant les spermatozoides. Cette
fonte cytoplasmique est a l'origine d'un décollement séparant les
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spermatozoides du cytoplasme sertolien (Planche I, 6) : clest
I'amorce de la déhiscence du faisceau. A ce stade final, les parties
proximales des spermatozoides, comme les indentations du noyau,
apparaissent trés pioches de la basale ; une étude ultérieure sur
coupes sériées permettra de préciser les rapports entre ces structures.

Etape VIII (stade 18) (Fig. 2, VIII)

Le cytoplasme sertolien se sépare en deux parties. Le pdle
apical, incluant le corps problématique et les grains de sécrétion, est
éliminé dans les voies efférentes avec le faisceau de spermatozoides ;
ceux-ci restent unis en faisceau gréce au ciment d'aspect fibrillaire.
Le pOle basai résiduel n'est plus constitué que par le noyau tres
lobé entouré d'un cytoplasme trés riche en lysosomes.

11 faut noter que, durant les derniéres phases de la spermio-
genése, on peut observer des plages isolées de réticulum agranulaire
likes a l'activité stéroidogéne qui, bien que plus réduite, persiste
encore.

Il. Relations des cellules de Sertoli entre elles.

~ Dans la zone apicale, destinée comme nous l'avons vu a se
libérer, au moment de la spermiation, les cellules voisines saccolent
simplement par leurs plasmalemnes (Planche II, 1).

Au contraire, dans la zone basale, elles sont associées plus
intimement ; on peut y observer des jonctions analogues a celles
décrites par Fawcet et coll., 1970, chez le Rat. Ces jonctions sont
renforcées de place en place par des filaments transversaux comme
chez les Batraciens (Burgos et Vitale-Calpe, 1967) et par une fusion
des membranes a des espaces plus ou moins réguliers (Planche II, 2).
De plus, on assiste souvent a ce niveau a une orientation privilégiée
du réticulum par rapport aux membranes ; il peut leur étre paraléle
(Planche Il, 3, ret.), ceci rappelant les observations de Gilula et
coll. (1976) dans les cellules de Sertoli du Rat.

DISCUSSION

Nous tiendrons compte de deux aspects particuliers de la sper-
miogenése de la Roussette : d'une part, l'activité des cellules de
Sertoli, d'autre part, la spermiation.

I. Role sécrétoire des cellules de Sertoli et implication dans la survie du
sperme.

Elément de soutien et de maturation des spermatozoides en
évolution, la cellule de Sertoli de la Roussette posséde une activité
sécrétoire originale. Durant la spermiogenése, le cytoplasme sertolien
est le siége d'une activité stéroidogéne intense, plus importante au
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début de la spermiogenese (Collenot et Ozon, 1964). La cellule de
Sertoli acquiert, en outre, un potentiel de synthése protéique qui
seffectue principalement au pble supra-nucléaire. A partir du
réticulum endoplasmique, se mettent en place, d'une part un volumi-
neux corps problématique, d'autre part, une sécrétion disséminée dans
les nombreuses cavités réticulaires dilatées. Sur le plan morphologi-
gue, cela évoque le développement intense que subit le réticulum
endoplasmique sertolien chez le Crapaud (Burgos et Vitale-Calpe, 1967)
sous l'influence de la gonadotrophine, et celui plus modeste décrit
par Brokelman (1964) chez la Grenouille.

Sur le plan histochimique, le corps problématique est de nature
protéique (Collenot et Damas, 1975). Selon Meéllinger (1965), le
cytoplasme apical est colorable par le bleu alcian, ce qui permettrait
de conclure a I'accumulation d'une glycoprotéine acide. Les résultats
gue nous avons obtenus en histochimie classique ne nous permettent
pas de conclure. Les recherches plus approfondies pour élucider ce
probléeme seront exposées ultérieurement.

Mancini et Burgos (1948) ont observé un taux important de
mucoprotéines chez Bufo en fin de spermiogenése. Chez la Roussette,
a ce stade, le cytoplasme sertolien apparait formé de deux régions
d'aspect différent : le cytoplasme basai entourant le noyau, riche
en lysosomes (Planche I, 1) qui correspondent vraisemblablement
aux grains basaux décrits par Mellinger et le cytoplasme apical
comportant le corps problématique ainsi que les grains de sécrétion
dispersés dans les cavités dilatées du réticulum. Ces diverses
sécrétions sont évacuées avec le faisceau de spermatozoides, en
méme temps que l'ensemble du cytoplasme apical.

Le sperme des Sélaciens comporte divers stéroides (Simpson et
coll., 1963) et une activité A>33HSDH liée & une enzyme microso-
male. Cda peut sexpliquer par le fait qu'une partie du cytoplasme
sertolien est expulsée avec chague faisceau de spermatozoides.

Le corps problématique peut étre observé dans les conduits
épididymaires (Stephan 1902 ; Mellinger 1965) ; il se désagrege dans
les canaux efférents. Le sperme des Séaciens assure une longue
survie aux spermatozoides qui peuvent rester vivants un an environ
dans les voies génitales femelles. Des femelles peuvent pondre des
caufs fécondés un an apres avoir éé séparées des males. On peut
considérer que chez les Sélaciens les cellules de Sertoli sont des cellules
apocrines et quelles participent directement et pour une part
importante a I'apport d'éléments impliqués dans la survie des
spermatozoides et que les diverses secrétions protéiques apportées
par le cytoplasme apical jouent un rble dans ce domaine. Stephan
(1902) a insisté sur le caractére « nourricier » des cellules de
Sertoli chez les Sélaciens.

II. Role des cellules de Sertoli dans la déhiscence des faisceaux de
spermatozoides.

Chez la Roussette, deux aspects morphologiques importants
caractérisent la fin de la spermiogenese : d'une part, la diminution
importante de la taille des cystes — le diamétre passe de 320 U
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environ au stade 13 a 245 p en fin de spermiogenése (Mellinger,
1965) — d'autre part, l'apparition d'une différence de constitution
entre le cytoplasme basai riche en lysosomes et le pole apical
envahi par des sécrétions trés abondantes, corps problématique et
vésicules réticulaires.

Les spermatozoides sont, tout au long de la spermiogenése,
implantés dans le cytoplasme sertolien. D'abord dispersés, ils se
groupent en faisceaux qui comportent environ 60 unités — en théorie
chaque faisceau devrait comporter 64 spermatozoides mais un
certain nombre d'éléments germinaux dégenerent au cours de la
spermatogenése. Les plasmalemnes germinaux et sertoliens sont
accolés ; il ne semble pas exister de structures équivalentes aux
ramifications sertoliennes en crampons décrites par Fouquet (1972 ;
1974) chez le Hamster, ou de complexes tubulo-bulbaires d'ancrage
observés chez le Rat par Russel et Clermont (1976). Chez la Roussette,
il existe des relations souples de voisinage semblables a celles
observées chez I'Homme par Bawa (1963) ou chez Bufo par Burgos
et Vitde-Cape (1967). Lorsque la zone de cytoplasme granuleux
bordant le faisceau de spermatozoides sefface, celui-ci, décollé du
cytoplasme sertolien, est libéré dans la partie basale et est expulsé
avec la partie apicale du cytoplasme dont il reste solidaire. Ainsi
reste en place dans le cyste le noyau entouré de cytoplasme basai.
En microscopie photonique, Mellinger (1965) a observé que le noyau
semble sinsérer sur la basale par un prolongement qu'il désigne
sous le nom de « suspenseur nucléaire ». En microscopie électro-
nique, on observe que le noyau émet des prolongements en direction
de la membrane mais nous n'‘avons pas observé de contact entre
ces digitations et la basale du cyste.

La condensation du cytoplasme qui entraine la diminution de
la taille des cystes, peut étre liée a la présence des lysosomes qui
seraient a l'origine de la dégradation des inclusions protéiques.

Ce type d'expulsion des spermatozoides chez la Roussette différe
de celui qu'ont observé Vitde-Cape et Burgos (1970) chez le
Hamster. Selon ces auteurs, la libération des spermatozoides serait
provoquée par une turgescence brutale des cellules de Sertoli,
stimulée par I'hormone gonadotrope. Selon Fawcett (1975), par
contre, chez d'autres especes, il n'y a ni turgescence ni rupture des
cellules de Sertoli.

Chez la Roussette, I'ensemble des mécanismes qui permettent
I'expulsion du faisceau de spermatozoides en méme temps qu'une
partie du cytoplasme sertolien particulierement riche en sécrétion,
confére & cette spermiogenése un caractére original.

Summary

In_Scyliorhinus canicula, during spermiogenesis, the spermatozoa g‘et develop-
ed amidst Sertoli cells, disposed in closed cysts.. The sertolian cytoplasm is the
site of double synthesis issued from endoplasmic reticulum and free ribosomes.
It elaborates the Problematlc body and numerous secretory granules scattered at
the apical pole of the cell. These essentially proteinaceous nutritive materials
are excreted within the semen. The Sertoli cells take also part in the
discharge of the bundle of spermatozoa.
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