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RÉSUMÉ 

 L’épididyme est un organe du système reproducteur masculin permettant le transport et 

la maturation des spermatozoïdes. Il est constitué d’une lumière, où transitent les spermatozoïdes 

et d’un épithélium composé majoritairement de cellules principales qui entourent la lumière mais 

aussi d’autres types cellulaires dont les cellules basales. Plusieurs données indiquent que des 

cellules souches (CS) pourraient être présentes dans l’épididyme, cependant leur existence est 

une controverse depuis de nombreuses années. 

 L’hypothèse émise dans ce projet de recherche est qu’il existe une population de CS, 

localisée à la base de l’épithélium, au sein de l’épididyme. Les objectifs sont la démonstration de 

la présence de CS dans l’épididyme, la création d’un modèle d’organoïde d’épididyme de rat et 

l’identification d’un marqueur spécifique associé à ces cellules. 

 La mise en culture en 3D de cellules basales d’épididyme de rats a permis d’observer la 

formation d’organoïdes exprimant plusieurs marqueurs de cellules basales. Ces organoïdes sont 

formés à partir d’une seule cellule et se maintiennent sur plusieurs générations démontrant la 

capacité d’auto-renouvellement des cellules basales. Après 14 jours de culture, l’apparition de 

cellules principales au sein des organoïdes a été observée par immunofluorescence, par 

microscopie électronique ainsi que par analyse de l’expression génique confirmant ainsi la 

capacité de différenciation des cellules basales. La présence de clusterine, une protéine 

impliquée dans la maturation des spermatozoïdes a également été observée au sein des 

organoïdes d’épididyme. 

 Un marqueur exprimé par les CS adultes de nombreux organes, nommé LGR5, identifie 

une population spécifique de cellules localisées à la base de l’épithélium dans tous les segments 

de l’épididyme de rat adulte. La co-localisation de LGR5 et p63, un facteur de transcription 

spécifique aux cellules basales, nous a également permis de distinguer la présence de 3 types 

de cellules basales dans l’épididyme. Une augmentation de LGR5 et une diminution de p63 ont 

été observées après altération de l’épithélium à la suite d’une orchidectomie. De plus, tous les 

organoïdes formés par les cellules basales sont composés de cellules positives pour LGR5 et 

p63 alors que leurs expressions diminuent lors de la différenciation des organoïdes.  

 Ce projet a ainsi permis de démontrer la présence d’une population de CS au sein des 

cellules basales de l’épididyme de rat en établissant pour la première fois leur capacité d’auto-
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renouvellement et de différenciation. Ce projet a également permis de proposer des marqueurs 

de ces CS et de développer un modèle unique d’organoïdes épididymaire de rat. 

 

Mots-clés : Epididyme ; Epithelium ; Cellules Basales ; Cellules Souches ; Organoïdes ; LGR5 ; 

TP63 ; Prolifération ; Différenciation 
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ABSTRACT 

The epididymis is a reproductive organ part of the male excurrent duct system that enables 

the transport and maturation of sperm. It is composed by a lumen, through which spermatozoa 

transit, and an epithelium composed mainly by the principal cells that surround the lumen but also 

by other cell types including basal cells. Several data indicate that stem cells (SC) could be 

present in the epididymis, however their existence has been controversial for many years. 

The hypothesis of this research project is the presence of a population of SC, located at 

the base of the epithelium, within the epididymis. The objectives are the demonstration of the 

presence of SC in the epididymis, the creation of a rat epididymal organoid model, and the 

identification of a specific marker of these cells.  

The 3D culturing of basal epididymal cells from rats resulted in the formation of organoids 

expressing several basal cell markers. These organoids are formed from a single cell and can be 

maintained for several generations, demonstrating the ability of basal cells to self-renew. After 14 

days of culture, the appearance of principal cells within the organoids was observed by 

immunofluorescence, electron microscopy as well as by analysis of gene expression confirming 

the ability of basal cells to differentiate. The presence of clusterin, a protein involved in sperm 

maturation was also observed in epididymal organoids. 

A marker expressed by adult SC in many organs, called LGR5 identifies a specific 

population of cells located at the base of the epithelium in all segments of the adult epididymis. 

The co-localization of LGR5 and p63, a transcription factor specific to basal cells, also allowed us 

to distinguish the presence of 3 types of basal cells in the epithelium. An increase in LGR5 protein 

level and a decrease in p63 protein level were observed after an epididymal alteration causes by 

orchiectomy. Moreover, all organoids formed by basal cells are composed of LGR5 and p63 

positive cells while their expressions decrease during organoid differentiation. 

This project demonstrated the existence of an epididymal SC population by establishing 

for the first time the capacity for self-renewal and differentiation of basal epididymal cells in rats. 

This project also made it possible to propose markers for this population and to develop a unique 

model of rat epididymal organoids.  

Keywords: Epididymis; Epithelium; Basal cells; Stem cells; Organoids; LGR5; TP63; 

Prolifération; Differentiation
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INTRODUCTION 

 L’épididyme est un organe du système reproducteur masculin qui fait suite aux testicules 

et qui permet la maturation, la protection, le transport ainsi que le stockage des spermatozoïdes 

(Amann & Howards, 1980; Bedford, 1967; Guiton et al., 2013; Orgebin-Crist, 1967).  

 Chez le rongeur, il est divisé en 4 segments : le segment initial, la tête, le corps et la queue 

alors qu’il ne comprend pas de segment initial chez l’homme (Turner et al., 2003). Il est composé 

d’une lumière où transitent les spermatozoïdes ainsi que d’un épithélium pseudo-stratifié formé 

de plusieurs types cellulaires (Sun & Flickinger, 1979). Les cellules principales entourent la 

lumière du tubule et sont les cellules majoritaires de cet épithélium. Elles participent de façon 

importante à la sécrétion de protéines impliquées dans la maturation des spermatozoïdes (Abe 

et al., 1983). L’épithélium est également composé de cellules basales qui représentent 20 à 25% 

des cellules totales ainsi que de cellules claires, apicales, étroites, halo et dendritiques. Ces 

cellules sont réparties de façon différente selon les segments de l’épididyme et selon leurs rôles 

et créent une barrière hémato-épididymaire grâce à la formation de plusieurs types de jonctions 

cellulaires (Cyr et al., 2002; Rinaldi et al., 2020a). 

 Les cellules basales sont de petites cellules de forme pyramidale qui sont présentes à la 

base de l’épithélium dans tous les segments de l’épididyme et qui possèdent des projections 

cytoplasmiques pouvant atteindre la lumière des tubules. Ces cellules interagissent avec d’autres 

types cellulaires, expriment différentes protéines de jonctions cellulaires et jouent un rôle de 

micro-senseur de l’environnement luminal, de transport de fluide ainsi que de protection contre le 

stress oxydatif (Arrighi, 2014; Kim et al., 2015; Shum et al., 2011; Veri et al., 1993).  

 Un rôle de cellules souches (CS) des cellules basales de l’épididyme a récemment été 

proposé (Mandon et al., 2015; Pinel et al., 2019). En effet, les cellules basales de nombreux 

épithéliums jouent un rôle de CS telles que celles de la prostate, la glande mammaire et 

l’urothelium (Santos et al., 2019; Wang et al., 2015a; Zhang et al., 2017a). Dans l’épididyme, des 

orchidectomies et des ligatures de canaux efférents réalisées sur des rongeurs ont permis 

d’observer une augmentation de l’apoptose des cellules principales et basales suivie d’une 

augmentation de la prolifération des cellules basales, une modification de leur morphologie ainsi 

que le maintien de l’intégrité de l’épithélium épididymaire suggérant la présence de CS au sein 

de cet organe (Hermo & Papp, 1996; Kim et al., 2015; Martan & Risley, 1964). Une étude réalisée 

dans notre laboratoire a permis de développer un protocole permettant d’isoler la population de 

cellules basales d’épididyme de rat (Mandon et al., 2015). Cette étude indique que ces cellules 
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partagent des propriétés communes avec des CS adultes. En effet, des analyses micro-réseaux 

ont montré qu’elles expriment différents marqueurs de CS adultes et des cultures en 2 dimensions 

(2D) ont indiqué qu’elles semblent se différencier dans le temps. La culture en 2D est cependant 

limitante pour reproduire l’environnement des cellules et ne peut pas permettre leur différenciation 

à long terme. 

 Un nouveau modèle permettant d’étudier les CS, appelé organoïde a cependant vu le jour 

en 2009 (Sato et al., 2009). Les organoïdes sont des structures en 3 dimensions (3D) formés par 

la prolifération et la différenciation d’une unique CS dans une matrice extracellulaire en présence 

d’un milieu approprié. Ils sont formés de plusieurs types cellulaires et reproduisent de façon 

spontanée la morphologie et certaines fonctions de l’organe dont est issue la CS (Clevers, 2016; 

Lancaster & Knoblich, 2014).  

 Différentes études ont permis d’obtenir des structures ressemblant à des organoïdes à 

partir de cellules basales d’épididyme (Leir et al., 2020b; Mou et al., 2016). Dans une première 

étude, réalisée sur la souris, des cellules basales d’épididymes ont été isolées puis cultivées en 

2D puis en 3D permettant la formation d’organoïdes. Ces structures étaient composées de 

cellules basales et claires suggérant la capacité de différenciation des cellules basales (Mou et 

al., 2016). Dans une seconde étude, réalisée à partir d’épididyme humain, des cellules 

épididymaires ont été cultivées en 3D et ont permis la formation de structures composées 

majoritairement de cellules basales mais aussi de cellules principales et de rares cellules claires 

(Leir et al., 2020b). Aucun modèle d’organoïdes de rat n’avait cependant été développé avant ce 

travail. 

 Une des difficultés dans l’identification des CS est l’absence de marqueurs spécifiques à 

ces cellules. En effet, les CS de différents tissus expriment des marqueurs différents et une 

combinaison de plusieurs marqueurs est souvent nécessaire pour isoler une population 

spécifique de CS (Morrison & Spradling, 2008). Des marqueurs utilisés pour identifier des CS de 

divers tissus sont exprimés au sein de l’épithélium épididymaire, cependant aucun n’a permis 

jusqu’à présent de distinguer une population de CS adultes dans cet organe. Une étude de 2007 

a néanmoins permis d’identifier un marqueur spécifique aux CS adultes dans de nombreux tissus, 

nommé LGR5 (Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled receptor 5) (Barker et al., 2007). 

Ce marqueur a été découvert dans l’intestin où il est spécifique à une population de CS et a 

ensuite été observé dans les CS de l’estomac, du colon, du foie, du rein, du follicule pileux, de la 

prostate, de la glande mammaire et des glandes utérines (Leung et al., 2018). L’étude de ce 

marqueur n’a cependant jamais été réalisée au sein de l’épididyme. 
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 L’hypothèse émise dans ce projet de recherche est qu’il existe, au sein de l’épididyme, 

une sous-population de cellules basales capables de s’auto-renouveler et de se différencier. Les 

objectifs spécifiques sont la démonstration de la présence de CS dans l’épididyme adulte, la 

création d’un modèle unique d’organoïde d’épididyme de rat et l’identification d’un marqueur 

spécifique associé à ces CS. 

 La première partie de ce manuscrit est une revue de littérature sur l’état actuel des 

connaissances. La structure, les fonctions et le développement de l’épididyme et de son 

épithélium sont tout d’abord présentés suivi d’une section sur les caractéristiques des CS, leurs 

régulations ainsi que les méthodes utilisées pour les identifier. Cette revue se termine par une 

présentation des données disponibles quant à l’existence de CS dans l’épididyme.  

 La deuxième partie de ce manuscrit est composée de 2 articles rédigés à partir des 

résultats obtenus au cours de mon doctorat. Le premier article est publié dans le journal « Biology 

of Reproduction » et présente un modèle unique d’organoïde d’épididyme de rat adulte. Le 

deuxième manuscrit décrit l’expression de LGR5 et p63 dans l’épididyme et les propose comme 

marqueurs des CS dans cet organe. 

 Enfin, la troisième partie est composée d’une discussion générale sur ce projet, d’une 

conclusion ainsi que d’une partie qui présente la contribution de ces travaux à l’avancement des 

connaissances.
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1 L’EPIDIDYME ET SON EPITHELIUM 

L’épididyme fait partie des principaux organes reproducteurs masculins. Son nom provient 

du grec epi (sur) et didymoi (testicule). L’épididyme permet la maturation et la protection ainsi que 

le transport et l’entreposage des spermatozoïdes. Ces fonctions sont rendues possibles grâce 

aux différentes cellules qui composent son épithélium.  

1.1 Structure de l’épididyme 

L’épididyme est un long tubule contourné formé de la réunion des canaux efférents. Il 

s’étend de la face postérieure du testicule jusqu’à son pôle inférieur où il devient le canal déférent 

(Figure 1.1). Chez l’homme, lors de la différenciation sexuelle qui a lieu pendant la 7ème semaine 

de gestation, les canaux de Müller régressent alors que le canal de Wolff (le canal méso-

néphrotique) prolifère pour donner naissance aux organes reproducteurs masculins tels que 

l’épididyme, les canaux efférents et les vésicules séminales (Hannema & Hughes, 2007; Hinton 

et al., 2011; Sainio et al., 1997). La longueur de l’épididyme varie selon les espèces ; il mesure 

environ 6 mètres de long chez l’humain, 3 mètres chez le rat et 1 mètre chez la souris (Hinton et 

al., 2011; Robaire & Hermo, 1988). Il est entouré de cellules musculaires lisses appelées les 

cellules myoïdes et est composé d’un épithélium pseudo-stratifié et polarisé entourant la lumière 

du tubule où transitent les spermatozoïdes. Chez la plupart des mammifères, l’épididyme peut 

être divisé en 4 segments selon des critères morphologiques et fonctionnels : le segment initial, 

la tête (caput), le corps (corpus) et la queue (cauda) (Reid, 1957). Le segment initial est présent 

chez le rongeur mais est absent chez l’homme (Yeung et al., 1991). Une étude de 2007 qui évalue 

l’expression globale des gènes dans les différents segments de l’épididyme humain a révélé que 

2980 gènes sont différentiellement exprimés entre les segments (Dube et al., 2007). Des données 

plus récentes spécifient que les transcriptomes du corps et de la queue sont proches alors que 

celui de la tête est plus distinct (Browne et al., 2016). Chaque segment est également formé de 

plusieurs sous-segments séparés par un septum de tissu conjonctif qui maintient l’épididyme. Une 

étude de 2003 a ainsi déterminé que l’épididyme de rat et de souris est composé de 13 et 6 sous-

segments respectivement (Turner et al., 2003). Chez l’homme, les septums sont peu organisées 

et ne permettent pas de distinguer des sous-segments (Sullivan et al., 2019). La composition 

cellulaire et la fonction de l’épithélium varient ainsi en fonction des segments et sous-segments 

de l’épididyme (Browne et al., 2016; Johnston et al., 2005; Turner et al., 2003).  

 



  

8 
 

 

 

Figure 1.1. Schéma représentatif d’un épididyme humain. 

L’épididyme, situé sur la face dorsolatérale du testicule est composé de 3 segments chez l’humain : la tête (caput), le 

corps (corpus) et la queue (cauda). Il fait suite aux canaux efférents et précède le canal déférent. Adaptée de Tiwana 

and Leslie (2021). Autorisé par la Licence internationale Creative Commons Attribution 4.0. 

1.2 Fonctions de l’épididyme 

 A la sortie du testicule, les spermatozoïdes ne sont ni mobiles, ni fécondants. L’épididyme 

joue un rôle primordial dans l’obtention de spermatozoïdes fonctionnels en assurant leur 

maturation, spécialement dans la partie proximale, leur entreposage dans la partie distale ainsi 

que leur protection et leur transport le long du tubule. 

1.2.1 Maturation des spermatozoïdes 

Les spermatozoïdes évoluent au sein de la lumière du tubule de l’épididyme dans un 

microenvironnement spécifique leur permettant une maturation morphologique et fonctionnelle 

(Bedford, 1967). En effet, la principale cause de maturation des spermatozoïdes n’est pas leur 

simple passage dans l’épididyme mais leur exposition à son environnement luminal (Orgebin-

Crist, 1967). Cette maturation débute dès leur entrée dans l’épididyme et est progressive le long 

du tubule ; sa durée variant selon les espèces (Amann & Howards, 1980; Robb et al., 1978). Les 
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changements de composition du microenvironnement le long de l’épididyme sont créés grâce à 

des phénomènes de réabsorption et de sécrétion de protéines assurés par les cellules de 

l’épithélium, principalement au niveau de sa partie proximale (Hinton & Howards, 1981). Entre la 

tête de l’épididyme et le canal déférent, on note notamment une réabsorption de 50% du fluide 

épididymaire ainsi qu’une réabsorption de sodium et une sécrétion de potassium (Levine & Marsh, 

1971). Dans l’épididyme, les modifications d’organites et de la membrane plasmique des 

spermatozoïdes ainsi que l’acquisition de différentes protéines aboutissent à l’acquisition de leur 

mobilité et de leur pouvoir fécondant, c’est-à-dire leur capacité à reconnaitre et à se lier à la zone 

pellucide de l’ovocyte (Dacheux et al., 2005; Olson et al., 2002; Toshimori, 2003).  

Les protéines présentes dans la lumière varient selon les espèces mais les plus 

abondantes sont la clusterine, la protéine de sécrétion riche en cystéine (CRISP-1) et la protéine 

épididymaire liée à l’acide rétinoïque (E-RABP) (Dacheux et al., 2009).  

La clusterine, aussi appelée SGP-2 (sulfated glycoprotein-2) est une glycoprotéine 

sécrétée majoritairement dans la tête de l’épididyme par les cellules principales. Sa fonction de 

protéine chaperonne pourrait empêcher la précipitation des nombreuses protéines présentes 

dans l’environnement luminal alors qu’elle pourrait également jouer un rôle dans la capacitation 

et la mobilité des spermatozoïdes en se fixant sur leur membrane plasmique (Han et al., 2012; 

Saewu et al., 2017). Cette protéine est régulée de façon segment dépendante par les androgènes 

tel que la testostérone et les facteurs testiculaires (Blaschuk et al., 1983; Cyr & Robaire, 1992; 

Hermo et al., 1991; Saewu et al., 2017).  

CRISP-1 est une glycoprotéine qui se lie aux spermatozoïdes avec des affinités 

différentes. D’une part, elle se lie aux spermatozoïdes jusqu’à capacitation où elle joue un rôle 

dans la motilité des spermatozoïdes et d’autre part elle reste liée aux spermatozoïdes après 

capacitation et intervient dans la formation de leur acrosome et dans l’interaction du 

spermatozoïde avec l’ovule (Brooks, 1982; Curci et al., 2020; Hu et al., 2018; Roberts et al., 2008; 

Weigel Muñoz et al., 2019).  

E-RABP, nommée également lipocaline 5 est une protéine chaperonne permettant le 

transport de protéines hydrophobes comme les rétinoïdes au sein de l’épididyme (Newcomer, 

1993). Elle est spécifique à l’épididyme et est majoritairement présente dans la tête (Lareyre et 

al., 1998). 

Les spermatozoïdes issus de la tête proximale de l’épididyme ont donc une capacité de 

fécondation moindre par rapport à ceux provenant des autres segments alors que leur mobilité 

augmente de façon progressive le long de l’épididyme (Orgebin-Crist, 1967; Yeung et al., 1993). 
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1.2.2 Protection des spermatozoïdes 

L’épididyme apporte également une protection immunitaire aux spermatozoïdes car ces 

derniers constituent un « défi immunologique pour le mammifère mâle qui les fabrique » (Guiton 

et al., 2013). En effet, ceux-ci sont reconnus comme du non soi par le système immunitaire et ne 

doivent donc pas être en contact avec le système sanguin pour prévenir toute réaction auto-

immune (Domagala et al., 1996).  

De nombreux acteurs clefs interviennent afin de conserver ce statut immunologique 

particulier accordé aux spermatozoïdes. Un de ces acteurs est la barrière hémato-épididymaire 

(BHE). Il s’agit d’une barrière physique, composée de jonctions serrées et de jonctions adhérentes 

entre les cellules qui permet d’isoler les spermatozoïdes du système sanguin. Cette barrière a été 

décrite pour la première fois en 1972 dans l’épididyme de rat (Friend & Gilula, 1972). Tout au long 

de l’épididyme, l’étendue des jonctions serrées diminuent alors que le nombre de desmosomes 

augmente (Cyr et al., 1995). La BHE permet l’obtention d’une différence de milieu et de 

concentration protéique entre la circulation sanguine et la lumière de l’épididyme mais aussi entre 

les différents segments de l’épididyme (Hinton, 1995). Chez le rat, il a été montré qu’une altération 

de la BHE en association avec un âge avancé entraîne une augmentation de cellules immunitaires 

présentes dans l’épithélium (Levy & Robaire, 1999). Une étude de 1987 a dévoilé la présence 

d’anticorps anti-spermatozoïde dans le fluide séminal de patients infertiles, démontrant que cette 

barrière peut parfois être endommagée et confirmant son rôle primordial dans la fertilité masculine 

(Pattinson & Mortimer, 1987). Des études plus récentes ont également montré que cette barrière 

était altérée chez certains patients atteints d’azoospermie obstructive et non obstructive (Dube et 

al., 2008; Dube et al., 2010). 

Un autre acteur clef de la protection des spermatozoïdes est la présence de cellules 

immunitaires au sein de l’épididyme et dont les caractéristiques et rôles seront évoqués plus loin 

(Pierucci-Alves et al., 2018). Certaines cellules composant l’épithélium de l’épididyme sécrètent 

également une enzyme immunosuppressive, l’Indoleamine 2,3-dioxygenase I qui est impliquée 

dans le contrôle de l’environnement immun de l’épididyme (Jrad-Lamine et al., 2013). De 

nombreuses défensines jouant un rôle antibactérien et de modulation de la réponse immune sont 

aussi présentes au sein de l’épididyme (Xin et al., 2015; Yamaguchi et al., 2002; Yudin et al., 

2005). Ces défensines interviennent également dans la maturation des spermatozoïdes (Aram et 

al., 2020; Björkgren et al., 2016). Enfin, les spermatozoïdes sont également protégés des 

dommages causés par les espèces oxygénées réactives grâce aux enzymes glutathion S-

transférase (Veri et al., 1993), CuZn-superoxide dismutase (Nonogaki et al., 1992), 
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métallothionéines (Cyr et al., 2001), peroxyrédoxine (Shi et al., 2018) et glutathion peroxydase 5 

(Vernet et al., 1997) exprimées par les cellules de l’épithélium. 

1.2.3 Transport des spermatozoïdes 

 A la sortie du testicule les spermatozoïdes sont immobiles et donc incapables de se 

déplacer par eux même. Ils entrent dans l’épididyme avec le mouvement du fluide testiculaire, 

plus important dans la tête proximale que dans la queue de l’épididyme et grâce aux cellules 

cillées des canaux efférents (Turner et al., 1990). Les cellules de l’épididyme sont quant à elles 

composées de stéréocils immobiles et c’est par l’intermédiaire d’une activité péristaltique de 

l’épididyme que le transport des spermatozoïdes est assuré. Cette activité est créée par les 

contractions des fibres musculaires lisses (Jaakkola & Talo, 1982), une pression hydrostatique 

intraluminale (Johnson & Howards, 1975) et une variation de la réabsorption et de l’absorption du 

fluide luminal (Levine & Marsh, 1971). Le temps de transport des spermatozoïdes dans 

l’épididyme varie d’une espèce à l’autre ; il est de 9 à 13 jours chez l’humain et de 8 à 9 jours chez 

le rat (Amann & Howards, 1980). Plusieurs études ont montré que ce temps de transport est 

influencé par différents facteurs hormonaux ou neuronaux tels que les androgènes, les 

œstrogènes, les prostaglandines et les peptides nommés ocytocine et vasopressine (Cosentino 

et al., 1984; Din-Udom et al., 1985; Meistrich et al., 1975; Studdard et al., 2002; Sujarit & 

Pholpramool, 1985). 

1.2.4 Entreposage des spermatozoïdes 

L’épididyme permet également de stocker les spermatozoïdes. Après leur passage au sein 

du tubule, les spermatozoïdes qui sont désormais mobiles et fécondants sont entreposés dans la 

queue de l’épididyme dans un état métabolique latent jusqu’à éjaculation (Wade et al., 2003). 

L’épididyme de rat peut ainsi stocker jusqu’à 295 millions de spermatozoïdes dans la tête et le 

corps et jusqu’à 440 millions dans la queue (Robb et al., 1978). Cette fonction de stockage des 

spermatozoïdes nécessite la présence d’un microenvironnement spécifique dans la queue de 

l’épididyme, tels qu’un pH particulier (Shum et al., 2009) et la présence d’immobiline chez le rat 

(Hermo et al., 1994a; Hermo et al., 1992b; Usselman & Cone, 1983).  

En plus de sa fonction de stockage, l’épididyme pourrait également permettre d’éliminer 

les spermatozoïdes atteints d’anomalies structurales ou fonctionnelles. En effet, une étude de 

1997 a montré que le nombre de spermatozoïdes anormaux diminue le long de l’épididyme 

(Yeung et al., 1997). Le contrôle de la qualité des spermatozoïdes pourrait également faire 
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intervenir, chez les mammifères, un système dépendant de l’ubiquitine induisant la phagocytose 

(Baska et al., 2008; Sutovsky et al., 2001). De plus, une glycoprotéine sécrétée particulière qui se 

lie spécifiquement aux spermatozoïdes anormaux a été mise en évidence chez le hamster (Olson 

et al., 2004). Cependant, la phagocytose de spermatozoïdes est un processus qui semble rare 

dans des conditions physiologiques normales (Ramos-Ibeas et al., 2013). Des études 

supplémentaires doivent encore être réalisées pour comprendre ce phénomène. 

1.3 L’épithélium épididymaire 

1.3.1 Les types cellulaires 

 

 L’épithélium de l’épididyme est un épithélium pseudo-stratifié de type cylindrique. Il est 

composé de sept types cellulaires différents : les cellules principales, basales, claires, étroites, 

apicales, halo et dendritiques (Figure 1.2) (Adamali & Hermo, 1996; Rinaldi et al., 2020b). Les 

cellules sont réparties de façons différentes selon les segments de l’épididyme et leurs rôles 

respectifs (Clermont & Flannery, 1970). 

 

Figure 1.2. L’épithélium épididymaire.  

L’épithélium épididymaire de rat encercle la lumière où circulent les spermatozoïdes et est entouré de plusieurs couches 

de cellules myoïdes. Les cellules principales sont les cellules majoritaires de l’épithélium qui est également formé de 

cellules claires, basales, étroites, apicales, dendritiques et halo. Tirée de Pinel et al. (2019). Autorisé par John Wiley 

and Sons, licence 5272130337983. 
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• Les cellules principales  

 Les cellules principales représentent 65 à 80% des cellules de l’épithélium et sont ainsi les 

cellules majoritaires. Elles sont présentes tout le long de l’épididyme mais leur structure et fonction 

varient selon le segment où elles sont localisées ; par exemple leur taille diminue le long de 

l’épididyme et leur profil d’expression génique varie selon les segments (Abe et al., 1983; Rinaldi 

et al., 2020a; Vendrely & Dadoune, 1988). Ce sont de grandes cellules cylindriques qui s’étendent 

de la base de l’épithélium jusqu’à sa partie apicale où elles forment des microvillosités (Sun & 

Flickinger, 1979). Elles possèdent un appareil sécrétoire développé (appareil de golgi très dense, 

réticulum endoplasmique vésiculaire distribué dans le cytoplasme, granules de sécrétions) mais 

aussi un appareil d’endocytose important (lysosomes et endosomes) (Adamali & Hermo, 1996; 

Hermo et al., 1998; Hermo & Robaire, 2002).  

 Ces cellules permettent la majeure partie des sécrétions et absorptions de protéines et 

glycoprotéines impliquées dans la maturation des spermatozoïdes (Hermo et al., 1992a) mais 

aussi le passage d’eau par la présence de l’aquaporine 9 (AQP9) (Badran & Hermo, 2002; Elkjaer 

et al., 2000; Hermo et al., 2004; Pastor-Soler et al., 2001; Pastor-Soler et al., 2002). L’AQP9 est 

exprimée par les stéréocils des cellules principales et est régulée par les androgènes tel que la 

dihydrotestostérone (DHT) (Oliveira et al., 2005; Pastor-Soler et al., 2002; Picciarelli-Lima et al., 

2006). Les cellules principales libèrent également des vésicules appelées épididymosomes 

enfermant des protéines principalement hydrophobes et des petits ARN non codants. Ces 

vésicules jouent un rôle dans la maturation des spermatozoïdes mais aussi dans la 

communication entre les cellules de l’épithélium (Fornés et al., 1995; James et al., 2020; Nixon et 

al., 2019; Reilly et al., 2016; Rejraji et al., 2006; Sullivan, 2015). Enfin, les cellules principales 

expriment également des protéines liant les androgènes, permettant la fixation de testostérone 

provenant des testicules qui est ensuite réduite en DHT, la forme la plus active au sein de 

l’épididyme (Robaire & Hamzeh, 2011; Robaire B., 2006).  

 

• Les cellules basales 

 Les cellules basales constituent environ 20% de l’épithélium de l’épididyme de rat adulte. 

Elles sont présentes dans tous les segments de l’épididyme mais sont plus nombreuses au niveau 

de la queue de l’épididyme (Seiler et al., 1998). Elles apparaissent après les premières semaines 

de développement dans l’épididyme de rat et présentent une certaine plasticité lors du 

développement postnatal (Gregory & Cyr, 2018; Shum et al., 2013). Ce sont de petites cellules 
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adhérentes à la base de l’épithélium, de forme pyramidale et avec un faible ratio 

cytoplasme/noyau. Elles possèdent quelques mitochondries, un appareil de golgi peu développé 

et des projections basales et apicales qui atteignent la lumière du tubule. Ces projections ont un 

mouvement oscillatoire individuel à chaque cellule et sont régulées par les facteurs testiculaires 

autres que les androgènes (Kim et al., 2015; Roy et al., 2016). Ces projections sont aussi 

retrouvées au niveau des cellules basales de la prostate, de la trachée, du rein ou encore du 

larynx et semblent jouer un rôle de senseur du microenvironnement tubulaire (Shum et al., 2008). 

Les cellules basales interagissent notamment avec les cellules principales de l’épithélium. En 

effet, elles expriment la cyclo-oxygénase 1 (COX-1) permettant la sécrétion de prostaglandine E2 

(PGE2) dans la lumière déclenchant la sécrétion de bicarbonates HCO3
- via le canal 

membranaire CFTR (Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) des cellules 

principales (Leung et al., 2004).  

 D’anciennes études suggèrent que les cellules basales ont un rôle immunitaire car des 

marqueurs de monocytes et de macrophages ont été détectés au sein de ces cellules (Yeung et 

al., 1994). Cependant la découverte plus récente de cellules dendritiques qui sont présentes à la 

base de l’épithélium et qui expriment ces marqueurs a permis de réfuter cette théorie (Shum et 

al., 2014). 

 Les cellules basales jouent également un rôle dans la protection de l’épithélium. Ces 

cellules expriment la sous unité Yf de la glutathion S-transférase et la CuZn-superoxide 

dismutase, des enzymes qui permettent une protection contre le stress oxydatif en catalysant la 

conjugaison du glutathion avec des composés électrophiles pour les rendre moins toxiques 

(Andonian & Hermo, 1999; Andonian & Hermo, 2003; Hermo et al., 1994b; Veri et al., 1993).  

 Les cellules basales pourraient aussi être impliquées dans le transport de fluide 

transépithelial. Chez le rat, elles expriment certaines protéines membres de la famille des 

aquaporines. Grâce à ces aquaporines, et notamment à l’aquaporine 3, les cellules basales 

pourraient ainsi être engagées dans le transport d’eau, de glycérol et de solutés à travers 

l’épithélium (Hermo et al., 2004).  

 Enfin, un rôle de CS des cellules basales de l’épididyme a récemment été proposé 

(Mandon et al., 2015; Mou et al., 2016; Pinel & Cyr, 2021; Pinel et al., 2019). Ce rôle sera décrit 

dans la 3eme partie de cette revue de littérature. 
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• Les cellules claires 

 Les cellules claires sont présentes dans toutes les parties de l’épididyme, excepté dans le 

segment initial et sont plus nombreuses dans la queue de l’épididyme (Breton et al., 1999). Elles 

possèdent des vésicules, des lysosomes, des endosomes ainsi que des gouttelettes lipidiques 

(Hermo et al., 1992a). Ces cellules ont une activité importante d’endocytose. Elles sont en effet 

impliquées dans la réabsorption des contenus cytoplasmiques relâchés par les spermatozoïdes 

lors de leur maturation telle que la gouttelette cytoplasmique (Hermo et al., 1998). Elles jouent 

également un rôle important dans l’acidification du fluide luminal à l’aide de pompes à protons V-

ATPAse (Breton et al., 1996; Brown et al., 1992; Brown et al., 1997; Park et al., 2017; Shum et 

al., 2009). Ces pompes à protons sont composées de plusieurs sous-unités et sont divisées en 2 

parties ; une partie membranaire (V0) et une partie cytoplasmique (V1) (Breton et al., 1999; 

Pietrement et al., 2006). Des études récentes démontrent que les gènes codant pour les sous-

unités D2 et A4 de la partie transmembranaire et les sous-unités G3, A et B de la partie 

cytoplasmique sont exprimés spécifiquement par les cellules claires pouvant ainsi être utilisés 

comme marqueurs de ces cellules (Leir et al., 2020a; Rinaldi et al., 2020a).  

 La régulation de l’acidité du milieu par les cellules claires est influencée par les cellules 

principales et les cellules basales. En effet, la sécrétion de bicarbonate via le canal CFTR des 

cellules principales entraîne une augmentation du pH luminal qui permet l’accumulation de V-

ATPase dans les cellules claires afin d’augmenter la sécrétion d’ions H+ (Pastor-Soler et al., 2003). 

Quant aux cellules basales, leurs projections expriment le récepteur à l’angiotensine II qui permet 

d’évaluer l’acidité du milieu luminal. L’activation de ces récepteurs induit une augmentation de la 

synthèse et de la sécrétion de monoxyde d’azote dans l’environnement luminal. Le monoxyde 

d’azote atteint les cellules claires et permet l’accumulation de V-ATPase induisant une 

augmentation de la sécrétion de protons par les cellules claires (Shum et al., 2008). 

 

• Les cellules étroites 

 Chez le rongeur, les cellules étroites sont uniquement présentes dans le segment initial. 

Elles possèdent une morphologie bien spécifique ; ce sont de minces cellules allongées présentes 

sur toute la hauteur de l’épithélium entre les cellules principales (Adamali & Hermo, 1996). Ces 

cellules possèdent un appareil d’endocytose très développé et sont impliquées dans la 

réabsorption des gouttes cytoplasmiques relâchées par les spermatozoïdes (Hermo et al., 1992a). 

De plus, les cellules étroites expriment différentes sous-unités de pompes à protons et sécrètent 
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ainsi des ions H+ dans la lumière du tubule pour en réguler l’acidité (Pietrement et al., 2006). Les 

cellules étroites sont peu étudiées mais elles semblent avoir le même rôle et exprimer de 

nombreux marqueurs identiques à ceux des cellules claires (Blomqvist et al., 2006).  

 

• Les cellules halo 

 Les cellules halo sont présentes dans tous les segments de l’épididyme. Ce sont de petites 

cellules rondes localisées le plus souvent à la base de l’épithélium entre les cellules principales. 

Elles sont riches en mitochondries, granules denses et vésicules apicales (Hermo et al., 1992a). 

Des études utilisant des marquages immunologiques ont permis d’établir que ces cellules sont 

des lymphocytes T auxiliaires et cytotoxiques ainsi que des monocytes (Serre & Robaire, 1999). 

Le nombre de cellules halo est plus élevé dans la partie distale de l’épididyme et augmente en 

fonction de l’âge. Ceci est corrélé avec l’augmentation de la quantité de spermatozoïdes dégradés 

chez les sujets âgés et dans la queue de l’épididyme (Wang & Holstein, 1983). 

 

• Les cellules apicales  

 Les cellules apicales sont présentes dans tout l’épididyme mais sont majoritairement 

localisées au niveau du segment initial. Comme leur nom l’indique, le noyau de ces cellules est 

présent dans la partie apicale de l’épithélium alors qu’une mince ramification cytoplasmique 

permet leur contact avec la membrane basale. Peu d’études existent sur ces cellules mais elles 

semblent être impliquées dans les processus d’endocytose et de protection du stress oxydatif 

(Adamali & Hermo, 1996).  

 

• Les cellules dendritiques 

 Les cellules dendritiques sont les dernières cellules découvertes de l’épididyme (Da Silva 

et al., 2011). Elles ont une morphologie dendriforme, expriment des marqueurs de cellules 

immunitaires et sont présentes à la base de l’épithélium, tout le long de l’épididyme. Ces cellules 

projettent de nombreuses dendrites entre les cellules de l’épithélium, en direction de la lumière, 

surtout au niveau du segment initial chez la souris. Elles jouent un rôle immunitaire en tant que 

cellules présentatrices d’antigènes (Da Silva et al., 2011). Une étude de 2014 a également montré 

lors d’une expérience de ligature des canaux efférents que les cellules dendritiques sont capables 
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de phagocyter les cellules en apoptose (Smith et al., 2014). Enfin, une étude plus récente a montré 

que ces cellules interviennent dans la tolérance immunitaire de l’épithélium épididymaire envers 

les spermatozoïdes (Pierucci-Alves et al., 2018).  

Le tableau ci-dessous rassemble une liste de marqueurs utilisés afin d’identifier les différents 

types de cellules de l’épididyme. 

Tableau 1. Liste non exhaustive de différents marqueurs utilisés pour identifier les types cellulaires de 
l’épididyme. 

Types cellulaires Marqueurs Références 

Cellules Principales 

AQP9 
Pastor-Soler et al., 2001 
Badran et al., 2002 
Da Silva et al., 2006 

CFTR 
Ruz et al., 2004 
Ruan et al., 2012 

CRISP-1 
Moore et al., 1994 
Leir et al., 2020 

Clusterine / SGP-2 

Hermo et al., 1991 
Cyr et al., 1992 
Han et al., 2012 
Saewu et al., 2017 

Cellules Basales 

KRT5 Shum et al., 2013 

ITGA6 / CD49f Mandon et al., 2015 

COX1 / PTGS1 
Leung et al., 2004 
Shum et al., 2008 

TP63 
Hayashi et al., 2004 
Gregory et al., 2018 

CLDN-1 
Gregory et al., 2001 
Shum et al., 2008 

LGR5 Pinel & Cyr, en cours 

Cellules Claires et Etroites 
Sous-unités ATPase 

Breton et al., 1999 
Hermo et al., 2000 
Pietrement et al., 2006 
Rinaldi et al., 2020 

FOXI1 
Blomqvist et al., 2006 
Rinaldi et al., 2020 

Cellules Halo 

CD4 Serre & Robaire, 1999 

CD8 Serre & Robaire, 1999 

ED1 Serre & Robaire, 1999 

Cellules dendritiques 
CD11c Da Silva et al., 2011 

CX3CR1 Da Silva et al., 2011 
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1.3.2 La formation de l’épithélium 

 L’épididyme ainsi que les autres organes de l’appareil urogénital masculin sont dérivés du 

mésoderme intermédiaire qui forme dès les premiers jours embryonnaires un conduit 

mésonéphrique appelé canal de Wolff. Chez le mâle, la partie proximale de ce canal s’allonge et 

s’enroule pour former l’épididyme alors que la partie distale forme le canal déférent (Sainio et al., 

1997).  

 Après la naissance, la formation de l’épithélium épididymaire de rat se déroule en trois 

phases : une première phase où les cellules sont indifférenciées (de la naissance jusqu’au jour 

14), une période de différenciation (jour 14 au jour 40) et une période d’expansion (à partir du jour 

40) (Hermo et al., 1992a; Sun & Flickinger, 1979). Les principales étapes sont représentées dans 

la figure 1.3.  

 

 

Figure 1.3. Développement de l’épithélium épididymaire chez le rat.  

La formation de l’épithélium épididymaire de rat se déroule en trois périodes : une première période où les cellules sont 

indifférenciées, une période de différenciation et une période d’expansion. Créée par L. Pinel 

 

 De la naissance jusqu’au jour 14, l’épithélium possède une apparence uniforme et est 

constitué d’une simple rangée de cellules indifférenciées morphologiquement : les cellules 
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colonnaires. Ces cellules sont présentes dans tous les segments de l’épididyme et contiennent 

de nombreuses figures mitotiques (Sun & Flickinger, 1979).  

 Malgré le fait que ces cellules semblent encore toutes identiques morphologiquement au 

jour 14, des analyses par immunofluorescence ont montré que toutes ces cellules n’ont pas le 

même profil d’expression protéique à ce stade. En effet, certaines cellules colonnaires, 

notamment dans la queue de l’épididyme expriment le facteur de transcription TP63 (Tumor 

Protein 63) (Gregory & Cyr, 2018; Hayashi et al., 2004). Ce facteur de transcription est exprimé 

par les cellules basales de l’épithélium suggérant un début de différenciation des cellules basales 

dès le jour 14. Au jour 21, les cellules étroites apparaissent et la BHE devient étanche (Agarwal 

& Hoffer, 1989). Au jour 28, les cellules basales et les cellules principales sont présentes dans 

tout l’épididyme alors que les cellules claires apparaissent au jour 35 (Sun & Flickinger, 1979).  

 Différentes études ont suggéré que les cellules colonnaires sont les précurseurs des 

cellules étroites, principales, claires et basales (Kumar & Tanwar, 2017; Sun & Flickinger, 1982). 

Lors d’une étude de 1982, de la thymidine marquée a été injectée dans des épididymes de rats 

de 10 et 21 jours qui ont ensuite été euthanasiés et analysés à 16 et 28 jours. Des cellules étroites 

ainsi que des cellules basales et principales marquées à la thymidine ont été observées au jour 

16 et au jour 28 respectivement (Sun & Flickinger, 1982). Une autre étude a été réalisée sur des 

souris transgéniques exprimant une protéine fluorescente, la GFP (Green Fluorescent Protein), 

dans les cellules actives pour la voie de signalisation Wnt. Dans ce modèle toutes les cellules 

colonnaires exprimaient la GFP avant la différenciation de l’épididyme et les 4 types de cellules 

différenciées l’exprimaient également après différenciation. Ces résultats démontrent donc une 

activité de la voie de signalisation Wnt dans ces cellules et suggèrent que les cellules colonnaires 

soient à l’origine des autres types cellulaires (Kumar & Tanwar, 2017). 

 Enfin, lors de la période d’expansion, les principaux évènements sont un pic de 

testostérone au jour 42 et l’apparition des spermatozoïdes entre les jours 45 et 52 alors que les 

changements cellulaires sont mineurs (Hermo et al., 1992a; Scheer & Robaire, 1980). 

 Chez l’homme, l’étude de l’épididyme et de son épithélium est limitée par la nécessité 

d’obtenir des tissus intacts et bien préservés. Le laboratoire du Pr. Sullivan, en collaboration avec 

le programme de transplantation d’organe a cependant réussit à obtenir plusieurs épididymes 

provenant de patients adultes permettant de publier différents articles et revues quant à 

l’épididyme humain (Légaré & Sullivan, 2020; Sullivan et al., 2019; Sullivan et al., 2011; Sullivan 

& Mieusset, 2016; Thimon et al., 2007). Il a notamment été montré que l’épithélium épididymaire 

humain est formé de cellules principales, de cellules basales, de cellules dendritiques ainsi que 
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de cellules positives pour des marqueurs V-ATPase avec une morphologie plus proche des 

cellules étroites que des cellules claires (Duan et al., 2016; Sullivan et al., 2019) 

1.3.3 Les jonctions cellulaires 

 Les différentes cellules formant l’épithélium de l’épididyme communiquent entre elles 

grâce à l’établissement de plusieurs types de jonctions cellulaires : les jonctions communicantes, 

serrées et adhérentes. Plusieurs de ces jonctions permettent la formation de la BHE, importante 

pour maintenir un environnement adapté à la maturation et à la protection des spermatozoïdes 

(Cyr et al., 2018). 

 

• Les jonctions communicantes 

Les jonctions communicantes, aussi appelées jonctions lacunaires ou jonctions gap, sont 

essentielles pour coordonner les fonctions cellulaires dans un épithélium complexe. Elles 

permettent une communication directe entre cellules voisines nécessaire à différents 

phénomènes biologiques telles que la prolifération et la différenciation cellulaire. Ces jonctions 

sont formées par des canaux entre les cellules adjacentes qui permettent un passage 

bidirectionnel et sélectif de petites molécules (<1 kDa) (Unwin & Zampighi, 1980). Ces canaux, 

appelés connexons sont composés de l’assemblage de 6 protéines transmembranaires : les 

connexines, qui sont nommées selon leurs poids moléculaires. Les connexons peuvent être 

formés de connexines identiques ou distinctes (Bruzzone et al., 1994; Sosinsky, 1995). 

Chez le rat, 5 connexines différentes ont en premier lieu été identifiées au niveau de 

l’épididyme (Dufresne et al., 2003) ; la connexine 26 présente principalement chez les jeunes 

animaux au niveau de la membrane apicale des cellules colonnaires; la connexine 32 exprimée 

uniquement entre les cellules principales ; la connexine 43 retrouvée entre les cellules basales et 

les cellules principales et entre les cellules basales et les cellules claires (Cyr et al., 1996) et les 

connexines 30.3 et 31.1 qui semblent être exprimées par les cellules basales (Mandon et al., 

2015). Deux études de 2013 ont ensuite détecté les ARNm de 4 connexines supplémentaires (les 

connexines 31, 40, 45 et 37) dans des épididymes de rats sans déterminer leur localisation (Han 

& Lee, 2013; Lee, 2013). Les niveaux d’ARNm des connexines varient au cours du 

développement post-natal ; ceux des connexines 26 et 43 diminuent alors que les niveaux des 

connexines 32, 30.3 et 31.1 augmentent (Dufresne et al., 2003).  
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Tous les mécanismes de régulation de l’expression des connexines ne sont pas encore 

établis à l’heure actuelle, cependant différentes données indiquent que la phosphorylation de la 

connexine 43 (Cx43) est régulée par EGF (Epidermal Growth Factor) et que les hormones telles 

que la testostérone et la dihydrotestostérone peuvent intervenir dans ces mécanismes de 

régulation (Adam & Cyr, 2016; Dube et al., 2012). Les œstrogènes pourraient aussi être impliqués 

dans leur régulation (Lee, 2014; Lee & Lee, 2015). Le rôle des différentes connexines dans la 

maturation de l’épididyme n’est pas encore totalement connu, mais la présence d’une grande 

variété de connexines dans l’épididyme suggère une communication cellulaire importante au sein 

de son épithélium.  

La Cx43 est aussi présente dans le testicule et l’utilisation d’un modèle de souris 

transgéniques avec mutation du gène codant la Cx43 indique que ces souris présentent une 

diminution de la mobilité et du nombre de spermatozoïdes suggérant un rôle critique de cette 

Cx43 dans la spermatogenèse mais aussi dans la maturation épididymaire (Gregory et al., 2011; 

Risley, 2000).  

 

• Les jonctions serrées 

Les jonctions serrées permettent une perméabilité sélective entre deux cellules et sont 

donc essentielles à la composition de la BHE afin de créer un microenvironnement spécifique à 

la maturation des spermatozoïdes. Le nombre et la localisation des jonctions serrées varient le 

long de l’épididyme ; elles sont plus extensives dans la tête que dans la queue de l’épididyme 

(Cyr et al., 2007; Cyr et al., 1995). Ces jonctions sont principalement formées de deux familles de 

protéines transmembranaires : l’occludine et les claudines. 

 L’occludine est la première protéine transmembranaire identifiée dans les jonctions 

serrées (Furuse et al., 1993). La liaison de deux occludines exprimées par des cellules voisines 

permet la formation de la jonction. Chez le rat, elle est localisée au niveau apical des cellules 

principales et dans quelques cellules claires, excepté dans le segment initial où elle est localisée 

au niveau des cellules étroites (Cyr et al., 1999).  

Les claudines, quant à elles, font partie d’une famille composée de 20 protéines 

transmembranaires qui ont été découvertes plus récemment. Elles sont localisées entre les 

cellules adjacentes et peuvent être présentes seules ou en colocalisation avec l’occludine. Chez 

le rat et la souris, les claudines 1 à 10 sont exprimées dans l’épididyme (Gregory & Cyr, 2006; 

Guan et al., 2005; Inai et al., 2007). La claudine 1 est présente au sein des jonctions serrées dans 
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tous les segments de l’épididyme, plus précisément entre les cellules principales au niveau apical 

mais aussi entre les cellules basales et principales et au niveau de la membrane basale (Gregory 

et al., 2001).  

Les jonctions serrées sont également composées d’autres protéines telles que la 

tricelluline (Ikenouchi et al., 2005; Mandon & Cyr, 2015), la protéine JAM (Junction Adhesion 

Molecule) (Bazzoni et al., 2000; Martin-Padura et al., 1998) et la protéine ZO-1 (Zonula 

occludens-1) (DeBellefeuille et al., 2003). L’expression et la distribution des protéines de jonctions 

serrées sont notamment régulées par la voie de signalisation MAPK/ERK (Kim & Breton, 2016). 

 

• Les jonctions adhérentes 

 Les jonctions adhérentes sont, comme leur nom l’indique, responsables de l’adhésion des 

cellules entre elles et de l’adhésion des cellules à la membrane basale. Elles sont aussi impliquées 

dans la reconnaissance cellulaire et la signalisation intracellulaire.  

 Ces jonctions sont composées de protéines appartenant à la famille des cadhérines, qui 

sont des molécules d’adhésion calcium dépendantes. Elles se forment grâce à l’interaction de 

deux cadhérines de deux cellules adjacentes. La cadhérine 3 (CDH3 ; cadhérine P) et la 

cadhérine 1 (CDH1 ; cadhérine E) sont exprimées au sein de l’épididyme (Cyr & Robaire, 1991). 

La cadhérine E est surtout exprimée dans la tête et le corps de l’épididyme où elle est localisée 

au niveau des cellules principales (Andersson et al., 1994; Cyr et al., 1993). Elle semble être 

régulée par la testostérone car une orchidectomie bilatérale chez le rat entraîne une diminution 

de son ARNm. Cette diminution est suivie d’une augmentation dose dépendante après ajout de 

testostérone chez ces mêmes animaux (Cyr et al., 1992). Enfin, la CDH1 semble diminuer ou être 

localisée différemment chez des patients atteints d’azoospermie obstructive (Dube et al., 2010). 

La CDH3 est quant à elle exprimée de façon identique le long de l’épididyme et est majoritaire 

chez les jeunes animaux de 7 à 14 jours (Cyr & Robaire, 1991).   

 Les caténines sont des protéines cytoplasmiques qui participent également à la formation 

de la BHE (Cyr et al., 2007). Au sein de l’épididyme les trois isoformes de caténines (α, β et p120) 

ont été détectées au niveau des membranes plasmiques entre les cellules principales mais aussi 

entre les cellules principales, étroites et apicales au niveau du segment initial et entre les cellules 

principales et les cellules claires dans le reste du tubule. La β-caténine se lie à la protéine ZO-1 

et participe à la formation des complexes jonctionnels au sein de l’épididyme (DeBellefeuille et 

al., 2003).  
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2 LES CELLULES SOUCHES 

2.1 Définition 

Les CS sont définies en 1990 par le Pr. Potten et son équipe comme « des cellules 

indifférenciées caractérisées par leur capacité (1) de prolifération, (2) d’auto-renouvellement, (3) 

de production de plusieurs types de cellules différenciées fonctionnelles, (4) de régénération d’un 

tissu après un dommage et (5) d’utilisation de ces différentes options de façon alternée » (Potten 

& Loeffler, 1990).  

L’auto-renouvellement d’une CS est sa capacité à proliférer indéfiniment tout en 

conservant un état indifférencié. Les CS peuvent subir plusieurs types de divisions ; des divisions 

symétriques c’est-à-dire qu’une CS génère deux CS filles identiques à la cellule mère permettant 

de générer un stock de cellules et des divisions asymétriques où une CS génère une CS et une 

cellule progénitrice permettant la différenciation cellulaire (Li & Clevers, 2010; Ratajczak et al., 

2012). 

Selon leur potentiel de différenciation, il existe plusieurs types de CS (Alison et al., 2002; 

Sobhani et al., 2017) (Figure 2.1) : 

- Totipotentes, capable d’engendrer un organisme entier, elles se retrouvent uniquement 

dans l’ovocyte fécondé lors des premières divisions cellulaires ; 

- Pluripotentes, capable de se différencier en cellules des trois feuillets embryonnaires 

(mésoderme, endoderme, ectoderme) mais pas en trophoblaste ; ces cellules sont 

issues de la masse cellulaire interne du blastocyste ; 

- Multipotentes, capable de se différencier en plusieurs types cellulaires spécialisés 

d’une même lignée ; 

- Unipotentes, capable de se différencier en un seul type cellulaire. 
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Figure 2.1. Classification des cellules souches selon leur origine et leur capacité de différenciation.  

Les cellules souches provenant d’un tissu embryonnaire sont des cellules souches totipotentes et pluripotentes c’est-

à-dire qu’elles peuvent engendrer soit un organisme entier soit des cellules des trois feuillets embryonnaires 

respectivement. Les cellules souches adultes ont des capacités de différenciation limitées et peuvent se différencier en 

plusieurs ou un seul type cellulaire et sont appelées cellules multipotentes ou unipotentes respectivement. Créée par 

L. Pinel. 

 

 Nous nous intéresserons ici uniquement aux CS uni- et multipotentes. Elles sont aussi 

couramment appelées CS adultes à l’inverse des CS pluri- et totipotentes qui sont usuellement 

appelées CS embryonnaires (Figure 2.1). Les CS adultes permettent de remplacer les cellules 

mortes et de conserver une homéostasie tissulaire grâce à l’auto-renouvellement des cellules 

composant le tissu. Des CS adultes sont présentes dans des tissus avec un fort taux de 

renouvellement tels que l’intestin ou la peau mais aussi dans des tissus qui se renouvellent peu 

tels que le rein ou la prostate (Barker et al., 2012; Barker et al., 2007; Jaks et al., 2008; Wang et 

al., 2015a). Ces cellules sont également primordiales dans les processus de développement, 

régénération et de défense tissulaire (Sobhani et al., 2017). Elles ne représentent généralement 

qu’un faible pourcentage des cellules dans un organe (Alison et al., 2002). A titre d’exemple, les 

CS du rein et de la prostate ne représente que 2 et 5% respectivement des cellules totales du 

tissu (Romagnani, 2009; Schmelz et al., 2005; Yeung et al., 2012). 
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 Les CS adultes ont également la capacité d’être présentes dans un état de quiescence 

au sein d’un organe (Mohammad et al., 2019). L’état de quiescence correspond à une phase de 

« dormance » réversible lors de laquelle les cellules ne se divisent pas afin de se protéger des 

radiations, de produits toxiques ou d’un stress oxydatif tout en conservant la capacité de se diviser 

lorsque nécessaire. Cet état permet d’avoir un stock constant de CS dans un tissu (Terzi et al., 

2016). En effet, les cellules quiescentes restent en phase G1 du cycle cellulaire et ne rentrent pas 

dans la phase S car le facteur Rb (retinoblastoma tumor suppressor), un régulateur négatif de la 

prolifération cellulaire est hypophosphorylé et donc actif ce qui empêche la formation du complexe 

CDK2/Cycline E qui favorise la progression du cycle cellulaire (Giacinti & Giordano, 2006). De 

plus, il a été montré que l’état de quiescence n’est pas uniquement un état passif mais est aussi 

un phénomène actif lors duquel les cellules expriment des gènes empêchant la différenciation 

(Coller et al., 2006). Enfin, une étude de 2017 a permis de mettre en évidence le rôle de plusieurs 

facteurs de la niche cellulaire dans la quiescence de CS de différents tissus (So & Cheung, 2018). 

Il est également possible qu’il co-existent des CS actives et des CS quiescentes dans un même 

organe (Li & Clevers, 2010). Dans l’intestin par exemple, les cellules à la base des cryptes sont 

actives et assurent le renouvellement de l’épithélium cellulaire en état d’homéostasie alors que 

les cellules appelées « +4 » sont plus résistantes aux agressions et s’activent pour induire une 

régénération du tissu (Montgomery et al., 2011; Richmond et al., 2016). 

 La régulation entre auto-renouvellement, différenciation et quiescence des CS est 

influencée par des facteurs et des voies de signalisation provenant de la niche des CS. 

2.2 La régulation des cellules souches 

2.2.1 La niche des cellules souches 

 Une étude de 1978 sur les CS hématopoïétiques introduit le terme de « niche » pour 

nommer le microenvironnement spécifique et dynamique dans lequel se trouvent les CS 

(Schofield, 1978). Cette niche est un environnement physique qui permet à la cellule d’obtenir de 

l’énergie, des nutriments, une protection et une régulation de sa différenciation et de son auto-

renouvellement (Figure 2.2).  
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Figure 2.2. Représentation des différents composants de la niche des cellules souches.  

La niche des cellules souches est composée d’un environnement cellulaire formé notamment des cellules souches 

elles-mêmes, des cellules épithéliales, endothéliales, musculaires, fibroblastiques, nerveuses et sanguines. Elle repose 

sur un support physique qui est la matrice extra-cellulaire composée de la membrane basale, de collagène, d’intégrine, 

de fibronectine et de laminine. Enfin la communication au sein de cette niche est réalisée par des jonctions cellulaires, 

des facteurs et des composants de plusieurs voies de signalisation. Créée par L. Pinel 

 

 La nature et la localisation de cette niche varient selon le tissu mais elle possède des 

caractéristiques communes évoquées dans plusieurs revues (Li & Xie, 2005; Singh et al., 2019). 

Elle est composée : 

-  d’une structure physique telle qu’une matrice extracellulaire (fibronectine, collagène, 

laminine, intégrine, etc…) qui permet la structuration et l’organisation de la niche ; 

- d’une structure cellulaire (les CS elles-mêmes, les cellules voisines, les fibroblastes, 

les myofibroblastes, les cellules endothéliales, etc…) ; 

- de vaisseaux sanguins permettant la circulation des cellules et facteurs de 

signalisation ; 

- de fibres nerveuses permettant la communication au sein de la niche. 
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 La communication au sein de la niche permet le bon fonctionnement des CS. Elle est 

réalisée par un contact intercellulaire et par contact entre les cellules et la matrice extra-cellulaire.  

  

 Le contact entre les cellules est réalisé grâce à la formation de jonctions adhérentes 

composées de cadhérines. Dans l’estomac, il a été montré que la CDH1 joue un rôle dans 

l’homéostasie des CS. En effet, l’invalidation in vivo du gène codant pour cette cadhérine entraîne 

une apoptose p53-dépendante des CS et donc une altération de l’homéostasie de l’épithélium 

chez les souris mutantes (Tang et al., 2019). Dans le système hématopoïétique, une population 

de CS de réserve est maintenue dans une niche enrichie en cellules stromales exprimant la 

cadhérine 2 (CDH2 ; cadhérine N). L’inhibition de cette dernière au sein de la niche entraîne une 

diminution du nombre de CS ainsi qu’une altération de l’homéostasie et de la régénération du 

système hématopoïétique (Zhao et al., 2019). 

  

 Le contact des CS avec la membrane basale composant la matrice extra-cellulaire est 

quant à lui réalisé en majeure partie via des intégrines. Les intégrines sont une famille de 

récepteurs d’adhésion cellulaire constitués de protéines transmembranaires dont une extrémité 

interagit avec des protéines de la matrice extracellulaire (Raymond et al., 2009). L’intégrine α6 

(Itga6), appelée également CD49f est une intégrine qui se lie à la laminine et est exprimée dans 

de nombreuses populations de CS telles que les CS de la prostate, de la trachée, de la glande 

mammaire et de l’urothelium (Garraway et al., 2010; Ghosh et al., 2011; Krebsbach & Villa-Diaz, 

2017; Santos et al., 2019; Stingl et al., 2006). Il a été mis en évidence que l’Itga6 participe à l’auto-

renouvellement des CS du muscle squelettique alors que l’intégrine β1 est essentielle à l’auto-

renouvellement des CS de la glande mammaire (Olabi et al., 2018; Rayagiri et al., 2018). 

 

 De nombreux facteurs de signalisation sont également présents au sein de cette niche. 

Ceux-ci varient selon l’organe mais l’on peut par exemple citer des cytokines, des facteurs de 

croissance tels que l’EGF (Epidermal Growth Factor), le bFGF (basic Fibroblast Growth Factor), 

des TGF-β (Transforming Growth Factor β), le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) et des 

biomolécules telles que l’acide rétinoïque, l’activine A, l’oxide nitrique (Redondo et al., 2017; Singh 

et al., 2019). Une étude de 2014 a par exemple démontré que l’interleukine 6, majoritairement 

sécrétée par les cellules du stroma lors de la régénération favorise la différenciation des CS en 

cellules ciliées au dépend des cellules sécrétrices dans l’épithélium respiratoire (Tadokoro et al., 



  

28 
 

2014). Dans la prostate, il a été montré que le récepteur de type 2 au FGF est exprimé par les 

cellules basales de l’épithélium qui sont une population de CS dans cet organe. Une inhibition de 

ce récepteur entraîne une différenciation des cellules basales en cellules luminales et ainsi une 

altération du développement postnatal de la prostate (Huang et al., 2015). 

 

 Au sein de cette niche, c’est la communication cellulaire, les facteurs de signalisation et 

différents stimuli qui déterminent, via différentes voies de signalisation, le devenir de la CS, c’est-

à-dire si elle reste quiescente, s’auto-renouvelle ou se différencie. 

2.2.2 Les voies de signalisation 

 La régulation des CS fait intervenir principalement la β-caténine qui permet l’activation de 

gènes cibles régulant la prolifération et la différenciation de ces cellules. Les voies de signalisation 

Wnt (Wingless-Int) et BMP (Bone morphogenetic protein) sont les voies de signalisation 

principales qui participent à la régulation des CS adultes suivies par les voies de signalisation 

TGF-β et Notch. 

 

 La voie de signalisation Wnt (de wingless et integration site) joue un rôle important dans 

de nombreux processus physiologiques tels que l’embryogenèse, la morphogenèse et la 

programmation cellulaire. Les ligands de cette voie sont les protéines Wnt, une famille de 19 

glycoprotéines sécrétées et riches en résidus cystéine alors que les récepteurs sont des protéines 

de la famille Frizzled (Fzd) composées de sept domaines transmembranaires et un domaine N-

terminal extracellulaire (MacDonald & He, 2012). Une protéine Wnt peut se lier à différents 

récepteurs Fzd et vice-versa et cette liaison entraîne la formation d’un complexe comprenant le 

ligand, le récepteur ainsi qu’un corécepteur LRP5/6 (lipoprotein receptor-related protein) (Clevers, 

2006; de Lau et al., 2014). L’activation de la voie de signalisation entraîne une accumulation 

nucléaire de la β-caténine qui se lie à des facteurs cellulaires TCF (T cell factor) afin d’entraîner 

l’activation de gènes cibles. Lorsque la voie est inactive, la β-caténine est phosphorylée par un 

complexe composé d’axine, de GSK3β (Glycogen synthase kinase 3 β), de CK1α (Casein Kinase 

1) et de l’APC (Adenomatous Polyposis Coli) puis ubiquitinée par β-Tcrp (β-transducin repeats-

containing proteins) et dégradée par le protéasome (Figure 2.3). Lors de l’activation de la voie, 

l’axine se lie aux corécepteurs LRP5/6 entrainant une désintégration du complexe empêchant la 

dégradation de la β-caténine et entrainant son accumulation nucléaire. (Kretzschmar & Clevers, 

2017; MacDonald et al., 2009). Cette voie précédemment décrite est appelée la voie canonique 
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ou β-caténine alors qu’il existe deux autres voies moins étudiées ; une voie indépendante de la 

β-caténine appelée voie non canonique et une voie appelée Wnt/Ca2+.  

 

 

Figure 2.3. Représentation de la voie de signalisation Wnt/ β-caténine.  

L’inactivation de la voie de signalisation Wnt entraîne une dégradation de la β-caténine grâce à un complexe formé de 

l’APC. L’activation de cette voie permet au contraire l’accumulation de β-caténine dans le noyau et sa fixation à des 

facteurs TCF afin d’activer les gènes cibles. Tirée de MacDonald et al. (2009). Autorisé par Elsevier, licence 

5274940026963. 

 

 Dans de nombreux tissus l’activation de la voie Wnt semble favoriser la prolifération et 

l’auto-renouvellement des CS adultes plutôt que leur différenciation, cependant certaines études 

démontrent que cette voie peut aussi être impliquée dans les processus de différenciation. Un 

modèle dans lequel l’effet de la β-caténine dépend de son association avec des co-activateurs a 

été plus récemment proposé. Dans ce modèle l’association de la β-caténine avec le co-activateur 

CBP (CREB-binding protein) entraîne la prolifération cellulaire et inhibe la différenciation cellulaire 

alors que son association avec p300 permet d’initier la différenciation (Ring et al., 2014). La voie 

de signalisation Wnt peut donc réguler la balance entre auto-renouvellement et différenciation des 

CS en fonction du contexte cellulaire et environnemental et non du tissu (Kahn, 2018). 
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 La voie de signalisation TGF-β (Transforming Growth Factor β) joue un rôle important 

dans la préservation de l’homéostasie tissulaire. Elle peut être divisée en 2 voies, la voie TGF-β 

et la voie BMP (Figure 2.4).  

 Les ligands de la voie TGF-β sont les cytokines telles que les TGF-β 1, 2 et 3, les activines, 

les inhibines, les GDF (Growth Differentiation Factors), les myostatines et les protéines nommées 

nodal et lefty. Ces cytokines se fixent à des récepteurs de type II qui induisent la phosphorylation 

des récepteurs de type I. Cette liaison induit ensuite l’activation par phosphorylation des protéines 

Smad 2 et 3 qui recrutent Smad 4 et se rendent au noyau afin de réguler l’expression des gènes.  

 De nombreuses études ont démontré que l’activation de cette voie TGF-β au sein des 

cellules épithéliales entraîne un arrêt du cycle cellulaire et donc un arrêt de prolifération et de 

croissance cellulaire alors qu’à l’opposé l’inhibition de cette voie permet la promotion du cycle 

cellulaire (Mou et al., 2016; Suzuki et al., 2017; Zhang et al., 2017b). Cependant dans certains 

autres types cellulaires, l’activation de la voie TGF-β permet la prolifération cellulaire comme dans 

les fibroblastes de rein où TGF-β induit l’expression de FGF-2 entrainant la prolifération des CS 

(Strutz et al., 2001). 
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Figure 2.4. Représentation des voies de signalisations TGF-β et BMP.  

Les cytokines de la voie TGF- β peuvent être divisées en 2 groupes ; celles de la voie TGF- β comprenant principalement 

les ligands TGF-β, activines et nodal et ceux de la voie BMP. Les ligands se fixent sur différents récepteurs de type I et 

II permettant la phosphorylation de différents Smad aboutissant au recrutement de Smad 4 et à son passage dans le 

noyau afin d’activer l’expression de gènes. Tirée de Villapol (2013). Autorisé par la Licence Creative Commons 

Attribution 3.0. 

   

 La voie de signalisation BMP (Bone Morphogenetic Proteins) est composée de protéines 

de la famille des TGF-β. Les ligands de cette voie sont les protéines BMP, les GDH et l’AMH (Anti-

Müllerian Hormone). De la même façon que pour la voie TFG-β, la fixation des ligands aux 

récepteurs de type I et II entraîne une cascade de phosphorylation des protéines Smad 1, 5 et 8 

qui recrutent ensuite Smad 4, atteignent le noyau et régulent l’expression de gènes cibles. 
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 Une étude de 2016 a montré que l’inhibition des voies TGF-β et BMP favorisait l’expansion 

des cellules de divers épithéliums tels que celui de la trachée, de la peau et de la glande 

mammaire (Mou et al., 2016). 

 La voie de signalisation Notch intervient dans la communication cellulaire juxtacrine 

mais aussi dans la régulation des CS où elle a un rôle dans la différenciation et le « devenir 

cellulaire ». Chez les mammifères cette voie est composée de 4 récepteurs Notch 1 à 4 et de 5 

ligands (Delta-like 1, 3, 4 et Jagged 1 et 2). La fixation d’un ligand à un récepteur entraîne le 

clivage de la partie intracellulaire de ce dernier. La forme clivée du récepteur migre au noyau et 

s’intègre à un complexe transcriptionnel afin d’induire l’expression des gènes cibles (Mayeuf & 

Relaix, 2011) (Figure 2.5). 

 

 

Figure 2.5. Représentation de la voie de signalisation Notch.  

L’activation de la voie de signalisation a lieu par contact entre le ligand d’une cellule et le récepteur d’une cellule voisine 

ce qui entraîne le clivage du récepteur qui migre au noyau afin de moduler l’expression de gènes. Tirée de Giulu et al. 

(2021). Autorisé par la licence internationale Creative Commons Attribution 4.0. 
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L’activation de cette voie permet l’auto-renouvellement des CS hématopoïétiques, 

neuronales et musculaires lisses alors qu’à l’inverse elle induit la différenciation des CS de la peau 

et de la glande mammaire (Ali et al., 2017; Androutsellis-Theotokis et al., 2006; Bouras et al., 

2008; Conboy et al., 2003; Duncan et al., 2005; Yalcin-Ozuysal et al., 2010). L’effet de la voie 

Notch sur les CS adultes est donc dépendant du tissu mais semble aussi dépendre du contexte 

(Koch et al., 2013; Siebel & Lendahl, 2017). 

2.3  Méthode d’identification des cellules souches adultes 

L’identification des CS adultes au sein d’un organe peut être complexe car celles-ci ne 

représentent qu’un faible pourcentage des cellules formant le tissu. Les méthodes de détection 

ont évolué depuis plusieurs années et de nouveaux outils sont désormais disponibles afin 

d’identifier et caractériser ces cellules (Morrison & Spradling, 2008). 

2.3.1 Etude de la prolifération et transplantation cellulaire 

 Les premières méthodes à avoir été utilisées pour identifier les CS se basent sur le principe 

que les CS en état de quiescence se divisent moins fréquemment que les autres types cellulaires 

présents dans un tissu. Afin d’identifier ces cellules, des analogues de nucléotides 

(bromodésoxyuridine (BrdU) ou thymidine marquée) sont injectés dans le tissu afin que ceux-ci 

s’insèrent dans l’ADN des cellules en phase de réplication (Phase S du cycle cellulaire). Les 

animaux sont ensuite euthanasiés après différents temps. Les cellules qui se divisent 

fréquemment perdent le marquage rapidement alors que les CS en quiescence le conservent. 

Cette technique a par exemple permis d’identifier des populations de CS dans l’intestin et le 

follicule pileux (Cairnie et al., 1965; Rodriguez & Nguyen, 2018). Cependant les CS qui ne sont 

pas en état de quiescente ne sont donc pas identifiables par cette technique.  

Des expériences de transplantation de CS sont également utilisées pour les identifier. En 

effet, les CS de la glande mammaire sont capables de générer différents types cellulaires 

différenciés lorsqu’elles sont injectées dans une glande dénuée de cellules (Smith & Medina, 

1988). De même, les CS de la trachée peuvent se différencier et régénérer un épithélium si elles 

sont injectées dans une trachée démunie d’épithélium (Randell et al., 1991). Ces techniques 

nécessitent cependant la possibilité d’obtenir un tissu dénué d’épithélium avant de réaliser la 

transplantation permettant de conserver une partie de la niche cellulaire. Alternativement une 

transplantation des CS sous la peau ou dans la capsule rénale peut également être réalisée. 
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2.3.2 Traçage de lignée 

 L’utilisation de souris transgéniques combinée à l’utilisation des systèmes d’expression 

conditionnelle ont permis d’améliorer la compréhension de la régulation des CS adultes. Le 

système Cre-lox est un des systèmes les plus utilisés pour le traçage de lignée des CS (Fan et 

al., 2019). De plus, l’utilisation d’une recombinase Cre inductible dans ce système permet de 

débuter le traçage à un temps précis et donc par exemple de le débuter à l’âge adulte afin d’étudier 

spécifiquement les CS adultes (Blanpain & Simons, 2013).  

  

 Dans ce système représenté en figure 2.6, des souris expriment une Cre recombinase 

inductible couplée à un récepteur aux œstrogènes muté qui lie spécifiquement le tamoxifène et 

non son ligand naturel. Cette Cre-recombinase est exprimée dans un seul type cellulaire grâce à 

l’utilisation de promoteurs spécifiques. Ces souris sont croisées avec des souris exprimant un 

gène rapporteur dans le locus ROSA26. Les gènes rapporteurs les plus souvent utilisés sont ceux 

codant pour une protéine fluorescente ou colorimétrique. L’administration de tamoxifène aux 

souris résultantes entraîne l’activation de la Cre-recombinase uniquement dans le type cellulaire 

d’intérêt, ce qui entraîne l’expression du gène rapporteur de façon permanente dans les cellules 

positives mais aussi dans leur descendance (Fan et al., 2019). 

 

 Cette méthode permet donc de cibler spécifiquement un type cellulaire et de tracer cette 

cellule in vivo ou in vitro ainsi que sa descendance cellulaire dans un organisme vivant en utilisant 

un gène rapporteur sans perturber les fonctions physiologiques des cellules (Kretzschmar & Watt, 

2012). Ce système a notamment été utilisé dans l’étude des CS de l’intestin, de l’estomac, du 

rein, de la glande mammaire, des glandes utérines et du testicule (Barker et al., 2010; Barker et 

al., 2012; Barker et al., 2007; de Visser et al., 2012; Nakagawa et al., 2007; Seishima et al., 2019). 

L’utilisation de ce système nécessite cependant de connaître un marqueur spécifique à la 

population de CS étudiée pour en utiliser le promoteur. 
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Figure 2.6. Représentation du système d’expression conditionnelle Cre-lox.  

Les souris expérimentales issues du système d’expression Cre-lox expriment une Cre-recombinase couplée à un 

récepteur aux œstrogènes (ER) dans des cellules exprimant un promoteur particulier. En absence de tamoxifène, la 

Cre-recombinase est inactive et ne peut pas se rendre au noyau. A l’inverse, une injection de tamoxifène entraîne 

l’activation de la Cre recombinase via le récepteur aux œstrogènes ce qui permet à la Cre recombinase de se rendre 

au noyau et de permettre l’expression d’un gène codant pour une protéine rapporteur telle que la protéine YFP. Cette 

protéine sera exprimée de façon permanente dans les cellules et leur descendance. Tirée de Rubio-Tomás et al. (2019). 

Autorisé par Spinger Nature, licence 5272131185912. 

 

2.3.3 Marqueurs de cellules souches 

 L’utilisation de la combinaison de plusieurs antigènes afin d’identifier les populations de 

CS adultes est une des raisons de la difficulté à reconnaitre ces cellules. En effet, jusqu’à très 

récemment, aucun marqueur spécifique des CS n’était identifié. Par exemple, les CS de la 

prostate étaient désignées comme les cellules Lin- Sca1+ CD133+ CD44+ CD117+ et celles de la 

glande mammaire comme les cellules Lin- CD29high CD24+ (Leong et al., 2008; Shackleton et al., 

2006).  
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 Une étude de 2007 a cependant démontré qu’un gène codant pour un co-récepteur couplé 

à une protéine G de la voie de signalisation Wnt identifie spécifiquement une des deux populations 

de CS de l’intestin (Barker et al., 2007). Ce gène nommé Lgr5 (Leucine-rich repeat-containing G-

protein coupled receptor 5) et ses homologues Lgr4 et Lgr6 codent pour des récepteurs aux 

facteurs de croissance R-spondin 1, 2, 3 et 4 et permettent de potentialiser la voie de signalisation 

Wnt/β caténine en stabilisant le complexe Wnt/Fzd (Carmon et al., 2012; de Lau et al., 2011; de 

Lau et al., 2014) (Figure 2.7). Une étude récente propose cependant quelques différences 

mécanistiques aboutissant cependant à la même action (Park et al., 2020).  

 

Figure 2.7. Rôle de Lgr5 au sein du complexe Wnt/Frizzled.  

(A) L’association de ligant Wnt au complexe Fzd/LRP entraine l’activation de gènes cibles codant notamment pour les 

protéines Lgr5 et les ligases transmembranaires Rnf43 et Znrf3. (B) L’interaction enzymatique entre Rnf43/Znrf3 et le 

complexe Fzd/LRP entraine une polyubiquitination des loupes intracellulaires d’un domaine de Fzd entrainant une 

endocytose du complexe Fzd/LRP abolissant la voie de signalisation Wnt (C). (D-E) La présence de R-spondin entraine 

le recrutement du récepteur Lgr5 ainsi que du complexe Rnf43/Znrf3 permettant ainsi la persistance du complexe 

Wnt/Fzd/Lrp à la membrane et donc la potentialisation de la voie Wnt (F). Tirée de de Lau et al., (2014). Autorisé par la 

licence internationale Creative Commons Attribution non-commerciale 4.0. 

  

Dans l’intestin, LGR5 est exprimée dans un nombre limité de cellules colonnaires à la base 

des cryptes. Ces cellules sont positives pour le marqueur de prolifération Ki67 et peuvent s’auto-
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renouveler à long terme majoritairement via des divisions asymétriques. Elles peuvent également 

se différencier en autres types cellulaires spécifiques à l’intestin (Barker et al., 2007; Basak et al., 

2017; Snippert et al., 2010). Il a été montré plus tard que les cellules de Paneth, présentent entre 

les cellules LGR5+ composent la niche de ces cellules en sécrétant des facteurs tels que l’EGF, 

le TGFα ou le ligand Wnt3 (Sato et al., 2011). 

 

 En plus de l’intestin, LGR5 est également spécifiquement exprimée par les CS adultes de 

l’estomac, du colon, du foie, du rein, du follicule pileux, de la prostate, de l’utérus, de l’endomètre, 

de la glande mammaire et des glandes utérines (Barker et al., 2010; Barker et al., 2012; Cervelló 

et al., 2017; de Visser et al., 2012; Huch et al., 2013; Jaks et al., 2008; Seishima et al., 2019; 

Wang et al., 2015a; Yui et al., 2012). LGR5 est ainsi désormais reconnue comme un marqueur 

de CS adultes (Barker & Clevers, 2010; Leung et al., 2018). 

 

Au sein de l’épithélium de prostate adulte, LGR5 est exprimée dans une population 

spécifique de cellules basales et luminales. Ces cellules LGR5+ sont résistantes à la castration et 

des études de suivi de lignée ont démontré qu’elles sont essentielles à la régénération du tissu. 

Elles sont dites multipotentes car elles sont capables de régénérer différents types cellulaires de 

la prostate après transplantation dans la capsule rénale de souris immunodéprimées (Wang et 

al., 2015a). Dans le foie adulte, la protéine LGR5 n’est pas détectée en état d’homéostasie 

tissulaire alors qu’elle est détectable dans une population restreinte de cellules lors d’une 

altération tissulaire. Des analyses de traçage de lignée de ces cellules LGR5+ après altération ont 

démontré que ces cellules étaient capables de générer des hépatocytes ainsi que le canal biliaire 

(Huch et al., 2013). Dans le rein, LGR5 est exprimée dès le jour embryonnaire 14 chez la souris 

alors que son expression est interrompue à partir du jour post-natal 7 et qu’elle n’est donc pas 

détectée chez l’adulte. Des analyses de traçage de lignée ont permis de montrer que les cellules 

LGR5+ présentes la première semaine après la naissance contribue à la formation de la structure 

rénale observée 13 mois plus tard (Barker et al., 2012). Il a été montré plus tard que la présence 

de Rspondin1 et Rspondin3 est essentielle au maintien de cette population de cellules (Vidal et 

al., 2020).  

 

LGR5 est également exprimée par les cellules souches de différents organes de l’appareil 

reproducteur féminin (Chang et al., 2020). LGR5 est fortement exprimée dans l’épithélium d’utérus 
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de souris embryonnaires et immatures alors que son expression diminue lorsque les souris 

commencent leur cycle œstral. Les cellules LGR5+ présentes à l’âge embryonnaire contribuent 

au développement de l’épithélium de l’oviducte, de l’utérus et du vagin supérieur alors que les 

cellules LGR5+ présentes à l’âge adulte semblent peu s’auto-renouveler et donc peu contribuer à 

l’homéostasie tissulaire (Seishima et al., 2019; Sun et al., 2009). Au sein de l’endomètre la 

présence de cellules LGR5 a été observée. Celles-ci représentent environ 1% des cellules totales 

de l’épithélium et sont également présentes dans le stroma, cependant leur capacité de 

reconstruction après transplantation est faible et celles-ci sont encore peu caractérisées (Cervelló 

et al., 2017; de Miguel-Gómez et al., 2021; Gil-Sanchis et al., 2013; Tempest et al., 2018). Enfin, 

LGR5 est également exprimée dans une sous population de cellules basales au sein de la glande 

mammaire adulte (de Visser et al., 2012). Ces cellules, lorsque transplantées dans une glande 

mammaire dénuée d’épithélium sont capables de régénérer un épithélium composé des différents 

types cellulaires de la glande mammaire ainsi que d’exprimer une protéine du lait appelée la 

caséine β (Plaks et al., 2013).  

 

Plusieurs mécanismes et voies de signalisation sont connues pour réguler la prolifération 

et la différenciation des cellules LGR5+. Dans l’intestin, une inhibition des récepteurs à l’EGF ainsi 

qu’une inhibition de la voie de signalisation MAPK entraine une diminution de la prolifération des 

cellules LGR5+ et induit leur quiescence (Basak et al., 2017; Riehl et al., 2020). Les 

prostaglandines E2, sécrétées par les macrophages semblent ainsi capables de se fixer aux 

récepteurs à l’EGF présents sur les cellules LGR5+ afin de réguler leur prolifération (Riehl et al., 

2020). La voie de signalisation Hippo est également impliquée dans la régulation des cellules 

LGR5+ de l’intestin. Une étude de 2015 a démontré que Yap, un des effecteurs de la voie Hippo 

est essentiel à la régénération de l’épithélium intestinal après radiation et que ce mécanisme fait 

également intervenir la voie de signalisation EGF (Gregorieff et al., 2015). Dans l’épithélium 

olfactif, il a été montré que la régulation des cellules souches basales LGR5+ est quant à elle 

régulée par la voie de signalisation Notch alors qu’une inhibition de cette voie favorise une 

différenciation des cellules LGR5+ en cellules neuronales (Dai et al., 2018).  

 

Des protéines d’adhésion et de jonctions cellulaire participent également à réguler 

l’expression de LGR5. Dans l’estomac, une inhibition de la protéine d’adhésion E-Cadhérine dans 

les cellules LGR5+ entraine une apoptose de ces cellules induisant une altération de l’homéostasie 

tissulaire (Tang et al., 2019). Enfin, plusieurs études ont également mis en avant le rôle de 
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certaines hormones sur la prolifération et la différenciation de ces cellules (Sun et al., 2009). 

L’analyse de tissu endométrial provenant de femmes sans traitement hormonal, sous traitement 

hormonal oral ou local ont permis de montrer que les niveaux d’ARNm de LGR5 sont diminués 

lors d’un traitement à la progestérone. Il a de plus été confirmé que le promoteur du gène LGR5 

possède un site de fixation du récepteur à la progestérone (Tempest et al., 2018). En ce qui 

concerne la régulation de son expression par les androgènes, peu d’étude existe. Une étude sur 

les cellules LGR5+ de la prostate permet cependant de montrer qu’il existe dans cet organe de 

rares cellules LGR5+ résistantes à la castration participant à la régénération de l’épithélium (Wang 

et al., 2015a) 

2.3.4 Organoïdes 

 La définition du terme organoïde a évoluée dans le temps. Le terme a été rapporté à partir 

de 1946 et était utilisé en oncologie avant que celui-ci soit utilisé à partir des années 1960 en 

biologie du développement pour décrire des structures lors d’expériences de dissociation et 

réagrégation cellulaire (Clevers, 2016; Lancaster & Knoblich, 2014). Ces expériences consistaient 

à mettre en culture en 2D ou en 3D des cellules différenciées et à observer la façon dont celles-

ci se regroupaient afin de reconstituer la morphologie d’un tissu ; le terme organoïde était ainsi 

utilisé pour décrire « une structure qui ressemble à un organe » (Lancaster & Knoblich, 2014). La 

compréhension des mécanismes de régulation de l’auto-renouvellement et de la différenciation 

des CS a ensuite permis la création de modèle d’organoïdes répondant à la définition actuelle à 

partir de ces cellules. Depuis les années 2010, de nombreux articles et revues scientifiques ont 

ainsi précisé l’importance de donner une nouvelle définition précise au terme « Organoïde » 

(Clevers, 2016; Huch & Koo, 2015; Kretzschmar & Clevers, 2016; Lancaster & Knoblich, 2014). 

Ce terme définit désormais des structures en 3 dimensions (3D) provenant d’une unique CS qui 

s’auto-renouvelle et se différencie afin de former une structure composée de différents types 

cellulaires. Cette structure reproduit l’organisation morphologique et certaines fonctions de 

l’organe de façon spontanée (Figure 2.8). 

 

Figure 2.8. Représentation de la formation d’organoïde à partir d’une cellule souche.  
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La formation d’un organoïde débute par la prolifération d’une cellule souche permettant de former des structures en 

sphéroïdes composé d’un type cellulaire. Ces cellules sont ensuite capables de se différencier en un ou plusieurs autres 

types cellulaires et de s’organiser de façon à reproduire la morphologie de l’organe d’origine. Les organoïdes formés 

peuvent également reproduire certaines fonctions des organes dont sont issus les cellules souches. Tirée de Pinel et 

al. (2019). Autorisé par John Wiley and Sons, licence 5272130337983. 

  

Certaines études continuent cependant d’utiliser ce terme pour nommer des cultures en 

3D de cellules déjà différenciées ou de lignées cellulaires entrainant parfois une confusion dans 

la littérature. Dans ce manuscrit le terme « organoïde » sera utilisé lorsque celui-ci répond à la 

définition la plus récente évoquée plus haut. Une recherche du terme « Organoids » sur Pubmed 

permet d’observer une évolution du nombre de citations pour ce terme en corrélation avec une 

évolution de sa définition. Depuis les années 2010, une augmentation importante du nombre de 

citations est observée (Figure 2.9). 

 

 

Figure 2.9. Nombre de citations pour le terme « Organoids » dans Pubmed en fonction du temps.  

Le terme « organoids » a été rapporté pour la première fois en 1946 où il désigne des tératomes en oncologie. A partir 

des années 1960 ce terme est utilisé pour décrire des structures ressemblant à un organe après des expériences de 

réagrégation de cellules différenciées. Depuis 2009, ce terme est désormais utilisé pour décrire des structures en 3D 

provenant d’une unique CS et est associé à une forte augmentation du nombre de citations dans Pubmed. Créé par L. 

Pinel.  

 

 En pratique, la culture de ces organoïdes est réalisée en 3D à l’aide d’hydrogel 

reproduisant la composition d’une matrice extracellulaire et de milieu de culture optimisé pour 

chaque tissu afin de favoriser l’auto-renouvellement et/ou la différenciation des CS. Un des 
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premiers modèles d’organoïde décrit dans la littérature est un modèle intestinal développé à partir 

de cellules LGR5+ (Sato et al., 2009). Dans ce modèle, les cellules LGR5+ sont cultivées en 3D 

dans une matrice riche en laminine appelée Matrigel® et dans un milieu composé d’EGF, 

d’activateur de la voie Wnt (R-spondin 1) et d’inhibiteur de la voie BMP (Noggin). Les composants 

de ce milieu sont désormais utilisés dans de nombreux milieux de culture d’organoïdes et forment 

un milieu appelé « milieu générique des organoïdes » (Boretto et al., 2017). La culture de ces 

cellules dans ce milieu, qui a pour but de reproduire la niche des CS a permis la formation 

d’organoïdes composés d’une lumière entourée d’un épithélium formé de 4 types de cellules 

intestinales (Sato et al., 2009). Depuis des organoïdes ont été développés à partir de nombreuses 

CS adultes tels que des cellules de foie, pancréas, estomac, poumons, glande mammaire, 

trompes de Fallope et prostate (Figure 2.10) (Kretzschmar & Clevers, 2016). 

 

 

 

Figure 2.10. Représentation des différents organoïdes obtenus à partir de cellules souches adultes.  

Des organoïdes ont été obtenu après culture en 3D de cellules souches adultes de langue, glande mammaire, foie, 

pancreas, intestin, poumon, estomac et prostate. Ces organoïdes présentent des morphologies différentes selon 

l’organe. Tirée de Huch and Koo (2015). Autorisé par Copyright Clearance Center, licence 1201346-1. 
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 L’objectif et le plus grand avantage des organoïdes est leur capacité à reproduire la 

morphologie et certaines fonctions de l’organe dont sont issues les CS. Ceci permet d’obtenir un 

modèle pour étudier l’organe d’intérêt mais le processus permettant le passage d’une unique CS 

à un organoïde composé de plusieurs types cellulaires différenciés permet également l’étude du 

développement et de la différenciation de cet organe (Huch et al., 2017). Afin d’évaluer les 

similitudes entre l’organe et l’organoïde plusieurs techniques peuvent être réalisées telles que 

l’utilisation de marqueurs de différents types cellulaires, la reconstitution en 3D ou 4D de la 

morphologie des organoïdes, l’évaluation de l’expression des gènes ainsi que la détection de 

protéines importantes dans la fonction de l’organe (Lehmann et al., 2019). Des organoïdes murin 

de thyroïde sont ainsi capables de sécréter des hormones thyroïdiennes alors que des organoïdes 

murin de glande mammaire sont capables de sécréter du lait (Saito et al., 2018; Sumbal et al., 

2020). Une étude de 2015 réalisant un séquençage de cellules uniques sur des organoïdes murin 

d’intestin a également permis la découverte de deux types cellulaires jamais détectés auparavant 

(Grün et al., 2015).  

 Les organoïdes sont donc considérés comme un nouveau modèle d’étude qui s’ajoute à 

la culture en 2D, la culture en 3D, la culture organotypique ainsi que les modèles animaux. Le 

tableau ci-dessous permet de comparer une liste non exhaustive d’avantages et d’inconvénients 

de ces différents modèles.  

Tableau 2. Comparaison des avantages et inconvénients des différents modèles d’étude biologique. 

 

 

Liste non exhaustive de différents avantages et inconvénients des modèles d’études biologiques les plus utilisés. Créé 

par L. Pinel. 

√ Avantage ; x Inconvénient 
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 Malgré les différents avantages que possède le modèle des organoïdes, celui-ci présente 

également plusieurs inconvénients. Ce modèle permet de reproduire partiellement la physiologie 

d’un tissu mais ne permet pas de reproduire le comportement d’un organisme complet. De plus, 

un manque de vascularisation et par conséquence un manque de cellules du système immunitaire 

est aussi à noter. Cependant des études de transplantation des organoïdes dans des capsules 

rénales de rongeurs et la co-culture d’organoïdes avec des cellules endothéliales ou immunitaires 

ont permis de proposer des solutions à certains de ces inconvénients (Nozaki et al., 2016; Taguchi 

et al., 2014; Takebe et al., 2013).  

  

 Enfin, de nombreuses applications listées dans plusieurs revues sont possibles avec ce 

nouveau modèle de culture en plus des études développementales (Clevers, 2016; Huch & Koo, 

2015; Kretzschmar & Clevers, 2016; Lehmann et al., 2019). Celui-ci permet également de tester 

la toxicité de composés, de modéliser des maladies génétiques ou des cancers ainsi que de tester 

des médicaments. Des organoïdes d’intestins obtenus à partir de tissus humains de patients 

atteints de fibrose kystique permettent ainsi d’identifier les thérapies les moins toxiques et les plus 

successibles d’engendrer une réponse (Dekkers et al., 2013). 

  



  

44 
 

3 CELLULES SOUCHES ET EPIDIDYME ADULTE 

3.1 Prolifération et différenciation 

Dans l’épididyme la présence de CS est controversée depuis de nombreuses années. Lors 

de mon doctorat j’ai contribué à l’écriture d’une revue sur ce sujet qui a été publiée en 2019 dans 

le journal « Andrology » (Pinel et al., 2019). 

3.1.1 Etat homéostatique  

Le professeur Ludford, à partir d’observation microscopique émit en premier l’hypothèse 

de la présence de CS dans l’épididyme. Il suggéra que les cellules basales sont capables de 

remplacer les cellules mortes éliminées dans la lumière car celles-ci augmentent la taille de leur 

noyau et leur nombre de figures mitotiques lorsque l’épithélium semble présenter un besoin de 

nouvelles cellules (Ludford, 1925).  

Cette hypothèse de présence de CS dans l’épididyme a cependant été réfutée dans 

plusieurs études. Une première étude qui vise à déterminer la fréquence des figures mitotiques 

dans l’épididyme par injection de thymidine radioactive à des animaux adultes indique qu’il existe 

un faible index mitotique au sein des cellules épithéliales de l’épididyme adulte et que ce faible 

taux ne corrèle donc pas avec l’hypothèse de la présence de CS (Clermont & Flannery, 1970). 

Lors de cette étude, les chercheurs ont proposé de catégoriser l’épithélium d’épididyme comme 

un épithélium en expansion et non en renouvellement (Clermont & Flannery, 1970). D’après la 

classification employée, un épithélium en expansion possède un faible nombre de figure mitotique 

associé à un noyau longtemps marqué alors qu’il s’agit de l’inverse pour un épithélium en 

renouvellement (Clermont & Flannery, 1970). Une nouvelle étude a ensuite été réalisée pour 

évaluer le taux de prolifération des cellules de l’épithélium d’épididyme de rats à différents âges 

(Sun & Flickinger, 1982). Cette étude a été réalisée sur des rats de 14, 21, 28, 35 et 51 jours 

injectés avec de la thymidine marquée et sacrifiés 2 heures après injection. Les résultats ont 

indiqué que les cellules colonnaires prolifèrent chez les jeunes animaux alors que les cellules 

basales et principales prolifèrent chez les adultes ; les cellules basales proliférant de façon plus 

importante chez les animaux de 28 jours. Les taux de prolifération cellulaire observés chez les 

adultes étaient cependant faibles et ont conduit les auteurs à rejeter l’hypothèse de la présence 

de CS au sein de l’épithélium chez les adultes (Sun & Flickinger, 1982).  

La prolifération cellulaire dans l'épididyme de hamster adulte a également été étudiée en 

utilisant la colchicine pour arrêter la division cellulaire et évaluer les cellules en métaphase (Nagy 
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& Edmonds, 1975). Les résultats indiquaient que l'activité mitotique des cellules principales est 

dépendante du cycle diurne et qu'il y a un nombre insuffisant de figures mitotiques dans les 

cellules basales pour permettre une évaluation robuste de leur prolifération (Nagy & Edmonds, 

1975). Ramirez et al. (1999) ont examiné la prolifération cellulaire de l'épididyme en utilisant le 

marquage avec du BrdU et ont observé que les cellules basales prolifèrent chez les rats pubères 

et que leur prolifération diminue chez les rats adultes, cependant, ils ont noté que le taux de 

prolifération dans les cellules basales était inférieur à celui des cellules principales. Dans une 

autre étude sur l'épididyme de rat adulte, des injections au BrdU et l’analyse d’un marqueur de 

prolifération nucléaire (PCNA ; proliferating cell nuclear antigen) ont révélé que la majorité de la 

prolifération se produit dans les cellules principales puis par les cellules basales, étroites, halo et 

claires selon le segment (Hamzeh & Robaire, 2009).  

L’évaluation de l’index de figures mitotiques n’a cependant pas été réalisée dans un 

contexte d’altération et/ou de régénération dans les études citées précédemment, suggérant qu’il 

est possible qu’en état d’homéostasie des CS quiescentes et donc en faible activité mitotique 

soient présentes (Li & Clevers, 2010).  

3.1.2 Après altérations tissulaires 

De nombreuses études ont été réalisées au sein de l’épididyme à la suite d’orchidectomie 

et de ligatures des canaux efférents afin d’observer les effets d’une inhibition de la testostérone 

circulante et/ou des facteurs testiculaires sur l’épithélium (Abe & Takano, 1989a; Abe & Takano, 

1989b; Abe et al., 1982; Abe et al., 1984; Fan & Robaire, 1998; Hamzeh & Robaire, 2009; Hermo 

& Papp, 1996; Kim & Breton, 2019; Kim et al., 2015; Martan & Risley, 1964; Smith et al., 2014; 

Turner & Riley, 1999).  

L’hypothèse de Ludford de la présence de CS dans l’épididyme est partagée par une autre 

équipe de chercheurs quelques années plus tard (Martan & Risley, 1964). Au sein de l’épithélium 

de rats adultes, qu’ils décrivent composé de cellules basales et de cellules « holocrines », ces 

chercheurs ont observé après orchidectomie la présence de cellules basales à structure 

triangulaire qu’ils ont nommé « cellules basales activées ». D’après leurs observations, ces 

cellules deviennent ovales et perpendiculaires à la membrane basale afin de s’étendre et de se 

différencier ensuite en cellules holocrines (Martan & Risley, 1964). Ces cellules qu’ils nomment 

« holocrines » semblent être les cellules que l’on dénomme aujourd’hui cellules principales. 

À la suite d’une ligature des canaux efférents, il a été observé une dégénération des 

cellules principales ainsi que la disparition des figures mitotiques dans les 24 heures suivant la 
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chirurgie puis une augmentation des figures mitotiques au sein de l’épithélium dans les 2 et 3eme 

jours après altération (Abe & Takano, 1989a; Abe & Takano, 1989b; Abe et al., 1984; Turner & 

Riley, 1999). L’orchidectomie est quant à elle responsable d’une diminution du poids de 

l’épididyme d’environ 80% chez le rat. Cette perte de poids est associée à une augmentation de 

l’apoptose des cellules principales dans tous les segments de l’épididyme (Fan & Robaire, 1998). 

Après cette vague d’apoptose, l’intégrité de l’épithélium et de la BHE est cependant préservée, et 

ce en l’absence d’un stock de cellules colonnaires suggérant la présence de CS au sein de 

l’épididyme (Kim et al., 2015).  

En effet, une étude plus récente démontre qu’après ligature des canaux efférents, il est 

observé une augmentation de l’apoptose de 6 fois par rapport aux conditions homéostatique mais 

aussi une augmentation de la prolifération d’une population de cellules basales qui ont survécues, 

suggérant que celles-ci pourraient avoir un rôle à jouer dans la régénération du tissu (Kim et al., 

2015). Des analyses microscopiques ont aussi montré que les cellules basales changent de 

morphologie après ligature des canaux efférents ou après orchidectomie (Hamzeh & Robaire, 

2009; Hermo & Papp, 1996). Elles adoptent en effet une position plus apicale dans l’épithélium 

ainsi qu’une apparence plus triangulaire rappelant la morphologie des cellules basales dites 

« activée » décrites par Martan & Risley (Hermo & Papp, 1996; Martan & Risley, 1964).  

Ces études suggèrent donc que les cellules basales joueraient un rôle de régénération de 

l’épithélium dans l’épididyme comme c’est le cas dans les épithéliums de la trachée, de la 

prostate, de la glande mammaire ou dans l’urothélium par exemple (Dontu et al., 2003; Kwon et 

al., 2014; Lee et al., 2014; Musah et al., 2012; Santos et al., 2019).  

3.2 Marqueurs de cellules souches au sein de l’épididyme 

 Plusieurs marqueurs de CS adultes ont été identifiés au sein de l’épididyme dans 

différentes études. 

 Le facteur de transcription OCT4 (Octamer-binding transcription factor 4) aussi appelé 

POU5F1 est un membre de la famille des protéines POU (Pic-Oct-Unc). Il est impliqué dans l’auto-

renouvellement et le maintien des CS pluripotentes (Pan et al., 2002; Tai et al., 2005). OCT4 

permet la régulation des CS en coopérant avec un autre facteur de transcription appelé SOX2 

(Sex determining region Y-box 2). La présence des transcrits et des protéines OCT4 et SOX2 

a été rapportée dans l’épithélium d’épididyme humain (Kristensen et al., 2010), cependant les 

marquages immunohistochimiques indiquent que les protéines sont localisées dans toutes les 

cellules de l’épithélium et entraînent un doute sur la spécificité des anticorps utilisés. Lorsque les 
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cellules basales dissociées sont cultivées en 2D, celles-ci forment des sphères qui maintiennent 

l’expression génique d’OCT4 et SOX2 après 20 jours de culture. Un traitement avec de l’acide 

rétinoïque induit cependant une diminution de l’expression génique d’OCT4 suggérant un rôle 

potentiel de cet acide dans la régulation des cellules de l’épididyme (Kristensen et al., 2010). Il 

est cependant important de souligner le fait que la spécificité d’OCT4 en tant que marqueur de 

CS est questionnée. En effet, certaines études ont montré qu’il est également exprimé dans des 

cellules somatiques et que les anticorps anti-OCT4 manque de spécificité ce qui peut rendre 

l’interprétation des résultats difficile (Lengner et al., 2007; Zangrossi et al., 2007). 

 KLF4 (Krüppel-like factor 4) est un autre facteur de transcription jouant un rôle important 

dans la régulation des CS embryonnaires (Kim et al., 2008; Nandan & Yang, 2009). Il fait partie, 

avec OCT4, SOX2 et c-myc des facteurs essentiels à la reprogrammation des cellules somatiques 

en cellules pluripotentes (Takahashi & Yamanaka, 2006). Des études évaluant son expression au 

sein de l’épididyme ont montré qu’il est exprimé dans le noyau et le cytoplasme des cellules de la 

tête distale, du corps et de la queue de l’épididyme humain (Godmann et al., 2010; Wang et al., 

2013a). 

 CD133 (Promini-1) est également exprimé dans les sphères formées par les cellules 

épididymaires humaines en culture (Kristensen et al., 2010). Son expression a également été 

observée par immunohistochimie et microscopie électronique dans l’épididyme de souris adulte 

où il est localisé sur la surface apicale des cellules principales de la tête, du corps et de la queue 

de l’épididyme (Fargeas et al., 2004). CD133 a été utilisé comme marqueur de CS adultes dans 

la prostate, le cerveau, l’intestin et la moelle osseuse (Leong et al., 2008; Li, 2013; Richardson et 

al., 2004; Zhu et al., 2009). 

 Une étude de 2015 permettant d’isoler la population de cellules basales d’épididyme de 

rat a permis de comparer l’expression génique des cellules basales et des cellules non basales 

(Mandon et al., 2015). De nombreux marqueurs de CS adultes d’autres tissus sont sur-

représentés dans les cellules basales de l’épididyme suggérant encore une fois que ces cellules 

pourraient représenter une population de CS dans l’épididyme. Cependant aucun marqueur n’a 

permis d’identifier une population spécifique de CS adultes dans l’épididyme (Yeung et al., 2012).

  

3.3 Etudes in vitro et traçage de lignée 

 Une étude de 2015 effectuée au sein de notre laboratoire a permis l’isolement des cellules 

basales d’épididyme de rats afin de faciliter leur caractérisation (Mandon et al., 2015). Ces cellules 
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ont été isolées par séparation magnétique grâce à leur expression spécifique de la protéine Itga6. 

Les cellules basales isolées ont ensuite été cultivées en 2D où elles se regroupent en acini 

sphériques, comportement adopté par les CS et aussi observé dans des cultures de cellules 

d’épididyme humain (Kristensen et al., 2010). Lors des 14 jours de culture, une diminution de 

l’expression de KRT5 (cytokeratine 5), un marqueur de cellules basales et une apparition de 

l’expression de la connexine 26, marqueur de cellules colonnaires ont été observé, suggérant que 

ces cellules ont la capacité de se différencier (Mandon et al., 2015). Ce résultat a permis de 

proposer un modèle dans lequel les cellules basales seraient capables de se différencier en 

cellules colonnaires puis ensuite en cellules principales lors de la régénération d’un tissu (Pinel et 

al., 2019). 

 Des chercheurs développant un protocole d’expansion des cellules basales de différents 

épithéliums se sont également intéressés aux cellules basales de l’épididyme (Mou et al., 2016). 

Dans cette étude des cellules basales d’épididyme de souris transgéniques exprimant la protéine 

Tomato spécifiquement dans les cellules KRT5+ ont été isolées par FACS (Fluorescence 

Activating Cell Sorting). Ces cellules ont ensuite été mises en culture en 2D dans un milieu 

développé pour la culture de cellules issues des épithéliums respiratoires afin d’évaluer leur 

capacité d’auto-renouvellement. Cette étude démontre que les cellules basales d’épididyme 

peuvent être maintenues en culture pendant au moins 10 passages tout en conservant 

l’expression de marqueurs qui leur sont spécifiques. Ces cellules basales isolées ont ensuite été 

cultivées en 3D et ont permis la formation d’organoïdes composés de cellules basales et de 

cellules claires (Mou et al., 2016). Elles ont également été transplantées de façon sous-cutanée 

à des souris immunodéficiences et ont permis de former des greffons qui ont été prélevés 40 jours 

après la transplantation et qui étaient formés de tubules composés de cellules basales et 

principales. Cette étude démontre ainsi la capacité d’auto-renouvellement et de différenciation 

des cellules basales KRT5+ de souris en cellules principales et claires (Mou et al., 2016). 

 Une étude de 2020 a ensuite décrit le développement d’un modèle de culture en 3D de 

cellules d’épididyme humain (Leir et al., 2020b). Dans cette étude des cellules épithéliales 

différenciées d’épididymes humains ont été obtenues après digestion tissulaire et ont permis la 

formation d’acini sphériques après 7 à 10 jours de culture en 3D. La composition de la suspension 

cellulaire de départ a été analysée lors d’études ultérieures et a permis de montrer que cette 

suspension est composée majoritairement de cellules principales (Leir et al., 2015). Une analyse 

de séquençage de cellule unique a cependant indiqué que les acini sphériques étaient formés 

majoritairement de cellules basales puis de cellules principales et de quelques rares cellules 
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claires, suggérant que ces structures pourraient être formées par les cellules basales comme c’est 

le cas chez la souris. L’absence de suivi de la formation de ces acini sphériques à partir d’une 

seule cellule ne permet cependant pas de conclure quant à l’identité des cellules qui en sont à 

l’origine.  

3.4 Régulation de la prolifération et de la différenciation cellulaire 

3.4.1 Facteurs 

 Différentes hormones et facteurs interviennent dans la prolifération et la différenciation des 

cellules de l’épithélium épididymaire. 

 

• Les androgènes 

 Les androgènes ont un rôle dans la formation de l’épididyme et de son épithélium mais 

aussi dans le maintien de sa structure et de ses fonctions à l’âge adulte. Nous nous intéressons 

ici plus particulièrement au rôle des androgènes sur l’épithélium adulte. 

 Les androgènes sont des hormones stéroïdiennes comprenant la testostérone et son 

métabolite la DHT qui se lie de façon plus importante aux récepteurs aux androgènes. Dans 

l’épididyme la testostérone possède 2 points d’entrée distincts. Le premier est via les canaux 

efférents où la testostérone est majoritairement couplée à une protéine de transport appelée ABP 

(Androgen-binding protein) alors que le second est via la circulation générale (French & Ritzén, 

1973; Robaire & Hamzeh, 2011). La testostérone, une fois liée à l’ABP se fixe sur les récepteurs 

aux androgènes et est absorbée par les cellules principales du segment initial et de la tête de 

l’épididyme où elle est réduite en DHT grâce à une réaction enzymatique faisant intervenir la 

réductase 5α (Henderson et al., 2006; Robaire et al., 1977; Viger & Robaire, 1994). Les effets des 

androgènes dans l’épididyme sont donc majoritairement effectués via l’intermédiaire de la DHT 

(Orgebin-Crist et al., 1976). 

 Le rôle important des androgènes dans le maintien de l’épithélium est observé lors 

d’études impliquant des ligatures de canaux efférents ou des orchidectomies. Ces procédures 

entraînent une vague d’apoptose au sein de l’épididyme associé à un changement morphologique 

des cellules, une dégénération des cellules principales et de l’épithélium ainsi qu’une diminution 

de la prolifération cellulaire (Abe & Takano, 1989b; Abe et al., 1982; Fan & Robaire, 1998; Hamzeh 

& Robaire, 2009; Kim & Breton, 2019; Kim et al., 2015; Smith et al., 2014; Turner & Riley, 1999).  
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 Après ligature des canaux efférents une augmentation de la prolifération est observée 

principalement au niveau des cellules basales alors que celle-ci est atténuée à la suite d’un 

traitement avec un antagoniste des récepteurs aux androgènes (Kim & Breton, 2019; Kim et al., 

2015). Après orchidectomie l’injection de testosérone est nécessaire à une augmentation de la 

prolifération cellulaire démontrant le rôle des androgènes dans la prolifération de l’épithélium 

(Hamzeh & Robaire, 2009; Kim et al., 2015). Des études réalisant l’inhibition du récepteur aux 

androgènes dans les cellules principales de l’épididyme de souris grâce à l’utilisation d’une Cre 

recombinase exprimée sous l’influence d’un promoteur spécifique à ces cellules ont mis en 

évidence l’apparition d’une hypoplasie ainsi qu’une hypotrophie de l’épithélium entrainant une 

azoospermie obstructive des animaux confirmant un rôle direct des androgènes sur l’épididyme 

(Krutskikh et al., 2011; O'Hara et al., 2011) 

 Après ligature et orchidectomie un changement morphologique des cellules basales est 

également observé. Celles-ci semblent se « détacher » de la membrane basale et afficher une 

position plus apicale ainsi que moins de projections latérales suggérant une régulation de ces 

cellules par les androgènes mais aussi par les facteurs testiculaires (Hermo & Papp, 1996). Une 

étude plus récente a démontré que ce sont plus précisément les facteurs testiculaires et non les 

androgènes qui jouent un rôle dans la capacité des cellules basales de l’épididyme à engendrer 

des projections cytoplasmiques (Kim et al., 2015).  

 De plus, la suppression de l’expression des récepteurs aux androgènes dans l’épididyme 

grâce à un modèle de souris transgéniques exprimant la Cre recombinase a montré que les 

androgènes sont essentiels à la différenciation post-natale des cellules de l’épithélium 

(Murashima et al., 2011). Dans ce modèle, l’épithélium adulte est composé d’une seule rangée 

de cellules irrégulières à la place de l’épithélium pseudo-stratifié observé chez les souris contrôles. 

Les analyses de cet épithélium montrent une absence d’AQP9, marqueur de cellules principales, 

une diminution de p63 dans la tête, marqueur de cellules basales et une augmentation de p63 

dans la queue ainsi qu’une expression non modifiée des marqueurs de cellules claires et étroites 

(Murashima et al., 2011).  

 Toutes ces données indiquent donc que les androgènes jouent un rôle dans la prolifération 

et la différenciation des cellules de l’épithélium et notamment des cellules basales et principales.  
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• Les glucocorticoïdes 

 Les glucocorticoïdes sont des hormones stéroïdiennes secrétées par les glandes 

surrénales qui interviennent dans différents processus biologiques. Le cortisol est la principale 

forme sécrétée chez l’homme alors qu’il s’agit de la corticostérone chez le rongeur. Ces hormones 

se fixent aux récepteurs aux glucocorticoïdes qui migrent alors au noyau afin de recruter des 

cofacteurs pour réguler l’expression des gènes (Zhou & Cidlowski, 2005).  

 Au sein de l’épididyme les récepteurs aux glucocorticoïdes sont localisés dans le 

cytoplasme et le noyau des cellules de l’épithélium ainsi que dans les cellules musculaires lisses 

et interstitielles (Silva et al., 2010). Dans l’épithélium, ce récepteur semble plus précisément 

localisé au niveau des cellules principales, basales, étroites et apicales et est plus fortement 

exprimé lors de la différenciation épithéliale (Gladstones et al., 2012). 

 Plusieurs études ont mis en évidence une interaction entre les glucocorticoïdes et les 

androgènes. En effet, un niveau élevé de glucocorticoïdes entraîne une inhibition des enzymes 

impliquées dans la stéroidogenèse générant une diminution des niveaux de testostérone (Gao et 

al., 2003; Xiao et al., 2010). A l’inverse, une diminution des taux de glucocorticoïdes induite par 

adrenalectomie est suivie par une augmentation des niveaux de testostérone via une hausse de 

l’expression des récepteurs aux androgènes dans une première étude alors qu’elle n’entraîne 

aucun effet significatif dans une seconde étude (Gao et al., 1996; Silva et al., 2010). Des 

expériences d’orchidectomie ont permis d’observer une élévation des niveaux d’ARNm des 

récepteurs aux glucocorticoïdes dans la tête et la queue de l’épididyme (Silva et al., 2010). Cette 

augmentation est réprimée par l’injection de testostérone confirmant la régulation des 

glucocorticoïdes par les androgènes. 

 Enfin, une étude plus récente a été réalisé afin d’évaluer l’effet de la bétaméthasone, un 

glucocorticoïde utilisé en clinique, sur le développement de l’épididyme de rats descendants de 

mères traitées lors de la gestation (Kempinas et al., 2019). À la suite du traitement, un délai dans 

la différenciation de la queue de l’épididyme ainsi qu’une diminution de la protéine de jonctions 

Cx43 ont été observés dans les rats 45 jours après la naissance alors que l’épithélium des rats 

adultes est comparable à celui des rats non traités (Kempinas et al., 2019). 
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• Les hormones thyroïdiennes 

 Les hormones thyroïdiennes comprennent la thyroxine (T4) et la triiodothyronine (T3) qui 

sont biosynthétisées par la thyroïde à partir d’iode et de tyrosine. La T4, qui est une pro-hormone 

est la forme majoritairement produite mais la moins active. Elle est convertie en T3 grâce à une 

enzyme appelée thyroxine 5’-déiodinase. Une fois sécrétée, les hormones thyroïdiennes qui sont 

lipophiles sont transportées dans le sang par des protéines de transport telles que la TGB 

(Thyroxin Binding Globuline). Elles se fixent ensuite aux récepteurs des hormones thyroïdiennes 

(TR-α et TR-β) au niveau nucléaire afin de se lier à l’ADN et exercer leur effet sur l’expression des 

gènes (Pascual & Aranda, 2013). 

 Au sein de l’épididyme, il a été montré que l’hormone T3 se fixe aux noyaux des cellules 

de l’épithélium avec une haute affinité suggérant que ces cellules possèdent un récepteur aux 

hormones thyroïdiennes (Del Rio et al., 2000). L’expression de récepteurs aux hormones 

thyroïdienne a ensuite été confirmée au sein de l’épididyme et a été observé dans le cytoplasme 

ainsi que dans le noyau des cellules principales et basales (De Paul et al., 2008).  

 Des expériences d’ablation de la thyroïde de rats adultes males ont entrainé une 

diminution du nombre de mitose, une réduction de la taille des noyaux et une décondensation de 

la chromatine dans les cellules de l’épithélium épididymaire (del Rio et al., 1979). Lors de ces 

expériences une baisse de la mobilité des spermatozoïdes reversée par injection de T3 a 

également été observée suggérant un rôle de cette hormone dans la fonction de l’épididyme (Del 

Rio & Quiros, 1983). Une inhibition de la synthèse de T3 via l’utilisation de propylthiouacile a 

également entrainé une diminution des protéines de jonctions cellulaires β-caténine et Cx43 dans 

l’épididyme démontrant son rôle dans le maintien de la BHE (St-Pierre et al., 2003).  

 

• Les rétinoïdes 

 Les rétinoïdes sont des dérivés de la vitamine A qui participent à de nombreux processus 

biologiques. Les rétinoïdes naturels comprennent le rétinol qui est la vitamine A et tous ses dérivés 

métaboliques tels que des esters et les formes actives qui sont l’acide tout trans-rétinoïque et 

l’acide 9-cis rétinoïque. Les rétinoïdes sont des molécules hydrophobes qui sont transportées par 

des protéines chaperonnes telles que les CRBP I et II (Cellular Retinoid Binding Protein type I and 

II), les CRABP (Cellular Retinoic Acid Binding Protein type I and type II), la RBP (Retinoid Binding 

Proteins) et la lipocaline 5 ou E-RABP (epididymal retinoic acid binding protein). Les récepteurs 
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aux rétinoïdes sont des récepteurs nucléaires composés de sous types α, β, and γ et appelés 

récepteur de l’acide rétinoïque (RAR) et récepteur de rétinoïde X (RXR). La liaison du ligand aux 

récepteurs déclenche la formation d’hétérodimères de RAR et RXR et la fixation du complexe aux 

éléments de réponse des rétinoïdes (RXRE) permettant la modulation de l’expression des gènes. 

Les RXR peuvent également se coupler à d’autres récepteurs nucléaires comme les récepteurs 

des hormones thyroïdiennes afin de former des hétérodimères (Zhang et al., 1992). 

 Au sein de l’épididyme, la majorité des composants de la signalisation des rétinoïdes sont 

présents. Les formes identifiées sont majoritairement le rétinol, le rétinyl-esters, le RA (retinoic 

acid) et l’acide 9-cis rétinoïque. Les formes actives sont majoritaires dans la queue de l’épididyme 

alors que les autres formes sont majoritaires dans la tête (Pappas et al., 1993). Concernant les 

protéines chaperonnes, celles-ci sont présentes à une grande concentration dans l’épididyme 

avec une répartition segment dépendante. La CRBP est particulièrement exprimée dans les 

cellules principales de la tête alors que la CRABP II est majoritaire dans la queue et que la CRABP 

I est présente dans les cellules musculaires lisses de la queue de l’épididyme (Porter et al., 1983). 

La lipocaline 5 est quant à elle exprimée dans les spermatozoïdes et dans les cellules principales 

le long de l’épididyme (Nishiwaki et al., 1991; Porter et al., 1985). Une analyse par hybridation in 

situ suivi de marquages immunohistochimiques ont permis de montrer que la forme α du RAR est 

majoritairement exprimée dans la tête et la queue de l’épididyme de rat (Akmal et al., 1996). Des 

marquages par immunohistochimie semblent indiquer une expression de RAR α dans les cellules 

principales, basales mais aussi péritubulaires.  

 L’utilisation de souris transgéniques exprimant une mutation négative du RARα entraîne 

une diminution de la fertilité chez les mâles (Costa et al., 1997; Jauregui et al., 2018). La tête et 

le corps de l’épididyme semblent de morphologie normale alors que l’épithélium de la queue de 

l’épididyme est transformé en épithélium stratifié squameux kératinisé et qu’une forte 

augmentation du nombre de cellules interstitielles est observée (Costa et al., 1997). Ce 

changement morphologique semble être lié à une inflammation chronique qui entraîne un blocage 

de l’épididyme. Cette inflammation pourrait être la conséquence de la rupture de certains tubules 

entrainant le contact des spermatozoïdes avec le milieu extra-luminal (Costa et al., 1997). Le 

phénotype observé dans l’épididyme est cependant partiellement réprimé par l’ajout d’implant de 

testostérone suggérant un phénotype causé par une combinaison d’un faible niveau de 

testostérone et une inhibition du récepteur RARα (Jauregui et al., 2018). 

 La présence des nombreux composants de la voie des rétinoïdes au sein de l’épididyme 

et l’impact morphologique et fonctionnel de leurs inhibitions sur cet organe suggère un rôle 
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important des rétinoïdes sur l’épididyme malgré le fait qu’à l’heure actuelle ce rôle n’est pas encore 

totalement élucidé. 

3.4.2 Voies de signalisation 

• La voie Wnt 

 Au sein de l’épididyme adulte la β-catenine est exprimée à la membrane entre les cellules 

principales de l’épithélium et son expression est plus importante dans le corps et la queue de 

l’épididyme. A la suite d’orchidectomie, la β-caténine migre dans le cytoplasme des cellules alors 

que l’ajout de testostérone permet de rétablir le marquage membranaire de celle-ci, suggérant 

l’implication des androgènes dans sa localisation (DeBellefeuille et al., 2003).  

 La présence de Wnt1, 2, 2b, 3, 3a, 4, 9b et 10a a également été détectée dans l’épididyme 

(Deshpande et al., 2009; Koch et al., 2015; Wang et al., 2015b; Wang et al., 2013b). Des études 

ont montré que les cellules principales de l’épididyme sécrètent, via les épididymosomes, des 

ligands Wnt actifs notamment Wnt2b et Wnt10a, plus exprimés dans la partie proximale de 

l’épididyme et que les spermatozoïdes sont sensibles à cette voie de signalisation (Cheng et al., 

2018; Koch et al., 2015). Des essais in vitro ont également établi que le ligand Wnt3a permet 

d’augmenter la mobilité des spermatozoïdes (Koch et al., 2015). Wnt9b est quant à lui présent 

dans les canaux de Wolff chez la souris entre les jours embryonnaires 9.5 et 14.5. L’analyse de 

souris mutantes males négatives pour Wnt9b a indiqué que ces souris ne possédaient pas 

d’épididyme et de canal déférent à la naissance (Carroll et al., 2005). De plus, une compétition 

entre les voies non canoniques impliquant Wnt4 et la voie canonique a été observée au sein de 

l’épididyme (Deshpande et al., 2009). 

 Une étude de 2016 a aussi mis en évidence le rôle de la voie Wnt dans l’enroulement de 

l’épididyme, un phénomène causé par la prolifération des cellules des canaux de Wolff (Kumar et 

al., 2016). Lors de la différenciation des canaux de Wolf, la voie Wnt est très active dans tout 

l’épithélium et une inhibition de cette voie sur des cellules en culture entraîne une diminution de 

la prolifération cellulaire ainsi qu’une augmentation de la mort cellulaire. Afin de confirmer ces 

résultats, un modèle de souris transgéniques avec inactivation inductible de la β-caténine 

spécifiquement dans les canaux de Wolff a été utilisé. L’analyse des souris adultes a permis de 

mettre en évidence une baisse de la prolifération et une augmentation de la mort cellulaire 

associées à une absence d’enroulement de l’épididyme. Les mêmes observations ont été 

réalisées après activation constitutive de la voie Wnt (Kumar et al., 2016). Enfin, une étude de 
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2017 a permis de montrer que la voie Wnt semble favoriser la prolifération des cellules de 

l’épithélium et non leur différenciation dans l’épididyme. En effet l’inhibition de la β-caténine 

entraîne une diminution du marqueur de prolifération cellulaire Ki67 tout en conservant la structure 

d’un épithélium stratifié comprenant des cellules basales, principales, claires et étroites (Kumar & 

Tanwar, 2017). 

 

• La voie TGF-β/BMP 

 Une étude récente a permis la détection et localisation des différents ligands et récepteurs 

de la voie TGF-β au sein de l’épididyme (Voisin et al., 2020). L’activité de la voie TGF-β, mesurée 

par la phosphorylation des smads semble être plus importante dans le corps de l’épididyme où 

TGF-β3 en est le ligand majoritaire alors que TGF-β2 est minoritaire. Les ligands et récepteurs 

sont exprimés dans les cellules de l’interstitium et dans les cellules de l’épithélium, notamment 

dans les cellules principales, claires, étroites et basales (Voisin et al., 2020).  

 Dans l’épididyme il a été monté que la voie TGF-β intervient dans la régulation de la BHE 

et dans l’immunotolérance (Pierucci-Alves et al., 2018; Stammler et al., 2013). En effet, dans un 

modèle in vitro reproduisant la BHE, TGF-β induit une augmentation significative de la 

perméabilité paracellulaire ainsi qu’une diminution de la claudine 1 (Stammler et al., 2013). De 

plus une diminution de la voie TGF-β dans les cellules dendritiques de souris entraîne une 

réponse immunitaire envers les spermatozoïdes et une leucocytose démontrant une altération de 

l’immunotolérance de l’épididyme (Pierucci-Alves et al., 2018). 

 Au sein de l’épididyme adulte, des analyses d’expression de l’ARNm ont permis de 

détecter les ligands Bmp 2, 3, 3b, 4, 5, 6, 7, 8a, 8b et 15 et les récepteurs Bmpr1a, 1b et 2 (Ciller 

et al., 2016). L’inhibition de Bmp8a dans des souris entraîne dans une petite proportion d’animaux 

la dégénération de l’épithélium de l’épididyme alors que ce phénotype est exacerbé par la 

mutation de Bmp7 suggérant que la voie BMP joue un rôle dans la régulation de cet épithélium 

(Zhao et al., 2001; Zhao et al., 1998). L’inhibition de Bmp4 entraîne quant à elle une diminution 

de la mobilité des spermatozoïdes suggérant une altération de la fonction de l’épididyme (Hu et 

al., 2004). 

 L’inhibition des voies TGF-β et BMP a également permis l’expansion à long terme de 

cellules basales d’épididyme de souris en culture confirmant un rôle de ces voies dans la 

régulation de l’épithélium épididymaire (Mou et al., 2016). 
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• La voie Notch 

 Dans l’épididyme, les transcrits des ligands Notch 1 à 3, Jagged1 et des récepteurs Dll1 

et 4 ont été détecté (Murta et al., 2016). Notch 1 est exprimé dans les cellules principales, apicales, 

étroites et basales du segment initial alors que Notch 2 et 3 semble être exprimés dans tous les 

types cellulaires. De plus, des composés de la voie Notch ont été retrouvés dans les 

épididymosomes présents dans la lumière du tubule (Murta et al., 2016). Jagged 1 est quant à lui 

exprimé dans les cellules principales et basales le long de l’épididyme mais aussi dans les cellules 

étroites et apicales dans la queue. Le récepteur Dll1 est localisé au niveau des cellules principales 

le long de l’épididyme et des cellules basales dans le corps et la queue alors que Dll4 est localisé 

dans les cellules principales, étroites, claires et basales dans tout le tubule (Hayashi et al., 2004; 

Murta et al., 2016). Enfin, Jagged 2 est surexprimés dans les cellules basales d’épididyme par 

rapport aux autres types cellulaires (Mandon et al., 2015). 

 L’expression constitutive de Notch 1 chez la souris entraîne une hyperplasie de l’épithélium 

de l’épididyme associée à une absence de différenciation cellulaire dans la majorité des segments 

de l’épididyme (Lupien et al., 2006). L’inhibition de Notch via un traitement au DAPT entraîne une 

diminution de la mobilité des spermatozoïdes sans altérer leur fertilité (Murta et al., 2016). 

 

• Autres voies de régulation 

 Différentes études se sont également intéressées au rôle de la voie ERK au sein de 

l’épididyme et ont démontré que cette voie est impliquée dans la prolifération et la différenciation 

de l’épithélium du segment initial de l’épididyme lors du développement mais aussi dans la survie 

des cellules qui le composent à l’âge adulte (Jung et al., 2014; Xu et al., 2011; Xu et al., 2014; Xu 

et al., 2016; Xu et al., 2010; Zhang & Liu, 2002). 

 Enfin, une étude de 1996 démontre que le récepteur à la tyrosine kinase nommé c-ros est 

aussi impliqué dans la différenciation de l’épididyme. En effet, l’épididyme des animaux dont le 

récepteur est invalidé pour ce récepteur ne comprend pas de segment initial (Sonnenberg-

Riethmacher et al., 1996). 

  

Toutes ces données nous confirment que de nombreuses hormones et voies de 

signalisation interviennent dans la prolifération et la différenciation de l’épithélium épididymaire. 

La connaissance et la compréhension de celles-ci sont primordiales afin de déterminer comment 
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un épithélium composé de nombreux types cellulaire différenciés se forme à partir d’une 

population de cellules souches. 

 

3.4.3 Le facteur de transcription TP63 

 Le facteur de transcription TP63 fait partie de la famille des facteurs de transcription 

suppresseur de tumeur p53 (Yang et al., 1998). Le gène TP63 code deux isoformes, Tap63 qui 

est majoritairement exprimé dans le tissu embryonnaire et ΔNp63 qui est majoritairement exprimé 

dans les tissus adultes. TP63 est exprimé dans les cellules basales des épithéliums stratifiés et 

pseudo-stratifiés tels que l’épididyme, l’épiderme, la prostate, les voies respiratoires, la glande 

mammaire et l’épithélium olfactif mais est absent dans les épithéliums simples (Arason et al., 

2014; Chakrabarti et al., 2014; Hayashi et al., 2004; Koster & Roop, 2004; Packard et al., 2011; 

Yang et al., 1998).  

 Au sein de l’épididyme adulte, des études ont confirmé que la forme ΔNp63 est majoritaire 

dans l’épithélium (Hayashi et al., 2004). Des analyses de détection de l’ARN messager dans des 

épididymes de rats ont montré que ΔNp63 est présent dès 14 jours dans la queue puis dès 16 

jours dans le corps et la tête du tubule (Hayashi et al., 2004). Des analyses par immuno-

histochimie ont confirmé la présence de p63 dans l’épithélium épididymaire à partir de 14 jours. A 

cet âge l’épithélium est composé de cellules colonnaires possédant toutes la même morphologie 

alors que seulement certaines d’entre elles expriment p63 (Gregory & Cyr, 2018; Hayashi et al., 

2004). A partir de 21 jours et jusqu’à l’âge adulte p63 est uniquement exprimé par les cellules 

basales le long de l’épididyme (Gregory & Cyr, 2018).  

 Une étude de 2011 a montré que p63 est essentiel à la différenciation des cellules basales 

mais pas des autres types cellulaires (Murashima et al., 2011). Attribué au fait que les souris 

invalidées de p63 meurent rapidement à la naissance par déshydratation, des épididymes 

embryonnaires de souris invalidées pour p63 ont été prélevés et transplantés dans la capsule 

rénale de souris immunodéprimées. Un mois après la transplantation l’épithélium épididymaire 

issu des souris mutées est composé d’une seule rangée de cellules formée de cellules principales, 

claires et étroites mais dépourvue de cellules basales (Murashima et al., 2011). Les auteurs 

suggèrent donc que p63 est primordial pour la différenciation des cellules basales mais que les 

cellules basales ne seraient pas nécessaires à la différenciation des autres types cellulaires de 

l’épididyme. 
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 Cependant, dans une étude où des rats nouveau-nés ont été traités avec une dose élevée 

de diéthylstilbestrol, un œstrogène de synthèse, une diminution du nombre de cellules basales 

dans la queue de l’épididyme et le canal déférent semble responsable d'anomalies épithéliales, y 

compris une augmentation de la prolifération cellulaire. Les cellules basales semblent donc être 

essentielles du bon développement de l’épithélium de la queue de l’épididyme et du canal déférent 

(Atanassova et al., 2005).  

 Des résultats indiquent que l’expression de p63 est régulée par les androgènes. En effet, 

l’expression de p63 est diminuée de façon significative au sein de souris transgéniques 

n’exprimant pas les récepteurs aux androgènes alors qu’un traitement à la DHT favorise la 

transcription de ΔNp63 dans des cellules de peau humaines adultes transfectées avec des 

récepteurs aux androgènes (Murashima et al., 2011). Une étude de 2008 a également montré 

que le gène codant la claudine 1, une protéine de jonction serrée importante dans l’épithélium 

épididymaire est un gène cible régulé par TP63 (Lopardo et al., 2008). 

 Le rôle de TP63 au sein des autres épithéliums (pseudo)-stratifiés a également été étudié. 

Dans l’épiderme Tap63 est nécessaire pour l’initiation de la stratification mais inhibe la 

différenciation qui est régulée par ΔNp63 (Koster et al., 2004). Dans les poumons et la trachée, 

TP63 est impliqué dans la formation et le maintien de l’épithélium pseudo-stratifié (Arason et al., 

2014). Dans la glande mammaire, ΔNp63 augmente l’activité des CS alors que dans la prostate 

p63 semble essentiel à la différenciation des cellules basales mais pas des autres types cellulaires 

(Chakrabarti et al., 2014; Kurita et al., 2004). Plusieurs hypothèses ont également proposé qu’une 

diminution de p63 au sein des cellules basales entrainent leur détachement de la membrane 

basale, leur migration ainsi que leur différenciation (Carroll et al., 2006; Packard et al., 2011; 

Romano et al., 2012; Yalcin-Ozuysal et al., 2010). En effet, une inhibition de l’expression de TP63 

dans les cellules épithéliales de la glande mammaire entraine une diminution de l’expression des 

gènes d’adhésion cellulaire alors que l’inhibition de la forme ΔNp63 dans des souris transgéniques 

entraine une différenciation prématurée des cellules de l’épiderme (Carroll et al., 2006; Romano 

et al., 2012) 

 Une étude de traçage de lignée des cellules p63+ de la prostate a permis de mettre en 

évidence 7 populations de cellules basales selon leur profil d’expression de p63 et des 

cytokératines 5 et 14. Les cellules basales positives pour p63 au sein de la prostate sont capables 

de s’auto-renouveler mais aussi de se différencier en autres types cellulaire de l’épithélium, les 

cellules luminales et neuroendocrines (Lee, 2014).  
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 Aucune étude de traçage de lignée n’a été réalisée sur les cellules p63 positives de 

l’épididyme et des études supplémentaires semblent donc indispensables pour comprendre son 

rôle au sein de l’épithélium. 
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4 HYPOTHESE DE RECHERCHE 

 L’épididyme joue donc un rôle essentiel dans la maturation, la protection, le transport et 

le stockage des spermatozoïdes. Ces fonctions sont assurées par les différents types cellulaires 

qui composent son épithélium. Les cellules principales participent à la sécrétion de protéines 

impliquées dans la maturation des spermatozoïdes ; les cellules basales ont un rôle de micro-

senseur et de protection du stress oxydatif ; les cellules claires et étroites participent à 

l’endocytose et la régulation de l’acidité alors que les cellules halo et dendritiques ont un rôle 

immunitaire. Elles participent également ensemble à la formation de la BHE afin de protéger les 

spermatozoïdes du système sanguin. 

 Même si la composition de l’épithélium épididymaire est connue à l’heure actuelle, il 

persiste une interrogation quant à la présence de CS au sein de cet organe. En effet, les cellules 

colonnaires qui sont présentent lors des premières phases de différenciation de l’épithélium et 

qui sont considérées comme les cellules à l’origine des cellules différenciées ne sont pas 

présentes dans l’épithélium adulte. Malgré cette absence de stock de cellules colonnaires, un 

épithélium et une BHE intacte sont observés après ligature des canaux efférents et orchidectomie 

suggérant un mécanisme de régénération et donc la présence de CS. 

 Différentes études permettent d’émettre l’hypothèse que ce sont les cellules basales qui 

possèdent cette caractéristique. Tout d’abord, ces cellules sont présentes dans de nombreux 

épithéliums et possèdent une capacité de régénération du tissu dans ces derniers. De plus, au 

sein de l’épididyme ces cellules prolifèrent fortement et changent de morphologie après altération 

du tissu. Leur isolation a permis de démontrer qu’elles partagent des caractéristiques communes 

avec les CS adultes, qu’elles peuvent se différencier en cellules claires et principales et qu’elles 

semblent être à l’origine de la formation d’organoïdes chez la souris et l’homme.  

 En regroupant ces informations, notre hypothèse était que les cellules basales jouent un 

rôle de CS au sein de l’épididyme adulte. L’objectif principal de ce doctorat était de créer un 

modèle unique d’organoïdes d’épididyme de rat. Pour cela, trois sous-objectifs étaient 

nécessaires : (1) Démontrer la capacité d’auto-renouvellement et de différenciation des cellules 

basales ; (2) Développer un modèle d’épididyme d’organoïdes reproduisant la morphologie de 

l’épithélium ; (3) Etudier l’expression d’un marqueur reconnu (LGR5) de CS au sein de 

l’épididyme.  
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Mise en contexte : 

Les cellules souches sont caractérisés par leur capacité à s’auto-renouveler, se 

différencier mais aussi leur capacité à former des organoïdes, c’est-à-dire des structures en 3 

dimensions formés à partir d’une seule cellule souche et capable de reproduire la morphologie et 

certaines fonctions d’un organe. Dans ce chapitre, un tout nouveau modèle d’organoïde 

d’épididyme de rat est décrit. Ce modèle démontre que les cellules basales d’épididyme de rat 

sont capables de s’auto-renouveler sur plusieurs générations, de se différencier en cellules 

principales et de former des organoïdes composés de plusieurs types de cellules capables de 

former des jonctions cellulaires et de sécréter une protéine impliquée dans la maturation des 

spermatozoïdes. 

Les résultats de ces travaux ont été présentés par l’intermédiaire de présentations orales 

et d’affiches au congrès Armand-Frappier en 2019, à la journée de l’axe Toxicologie et 

Pharmacologie de l’INRS en 2019, aux journées ReproSciences en 2019, au congrès de la 

Société Américaine pour la Biologie Cellulaire en 2018, à la 7eme conférence internationale sur 

l’Epididyme en 2018 et lors de la journée de recherche du Centre de Recherche en Reproduction 

et Développement en 2018.  

Auteurs : Laurie Pinel, Nick Barker et Daniel Cyr 
Titre : Study and Characterization of Epididymis Stem Cells 
Congrès Armand-Frappier, Saint-Sauveur, QC, 28 au 31 Octobre 2019 
 
Auteurs : Laurie Pinel, Nick Barker et Daniel Cyr 
Titre : Demonstration of the Presence of Stem Cells in the Epididymis 
Journée de l’axe Toxicologie et Pharmacologie de l’INRS, Montréal, QC, 22 Mai 2019  
 
Auteurs : Laurie Pinel, Nick Barker and Daniel Cyr 
Titre : Identification of Epididymis Stem Cells 
Journées ReproSciences, Toulouse, France, 24 au 26 Avril 2019  
 
Auteurs : Laurie Pinel et Daniel G. Cyr 
Titre : Identification of a novel epididymal stem cell 
American Society for Cell Biology, San Diego, CA 8 au 12 Décembre 2018 
 
Auteurs : Laurie Pinel et Daniel G. Cyr 
Titre : Development and characterization of epididymal organoids from the rat epididymis 
7th Conférence International sur l’Epididymis, Montréal, QC, 20 au 23 Septembre 2018 
 
Auteurs : Laurie Pinel et Daniel G. Cyr 
Titre : Development and characterization of a novel epididymal organoids from rat epididymis 
10th Journée de recherche annuelle du CRRD de Mc Gill, Montreal, QC, May 15, 2018
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Résumé en Français : 

L'épididyme est composé d'un épithélium pseudostratifié formés de différents types cellulaires. 

Des études ont montré que les cellules basales d’épididyme de rat partagent des propriétés 

communes avec les cellules souches adultes et commencent à se différencier in vitro en réponse 

au facteur de croissance des fibroblastes et à la 5α-dihydrotestostérone. La caractérisation des 

cellules basales de rat est donc nécessaire pour bien comprendre le rôle de ces cellules. Les 

objectifs de cette étude étaient d'évaluer la capacité des cellules basales à développer des 

organoïdes à partir de cellules uniques et d'évaluer leur capacité à s'auto-renouveler et à se 

différencier in vitro. Nous avons isolé des cellules basales d'épididyme de rat et établi des cultures 

cellulaires tridimensionnelles à partir des fractions cellulaires basales et non basales. Les 

organoïdes ont été formés par des cellules basales épididymaires adultes uniques. Les 

organoïdes ont été dissociés en suspension de cellules basales, capables de reformer de 

nouveaux organoïdes qui se sont maintenus sur 10 générations. La culture à long terme 

d'organoïdes a révélé que ces cellules peuvent se différencier en cellules exprimant les 

marqueurs de cellules principales aquaporine 9 et le régulateur de la conductance 

transmembranaire de la fibrose kystique (CFTR). Les analyses par microscopie électronique ont 

montré que les organoïdes étaient composés de plusieurs types de cellules polarisées présentant 

des microvillosités et ayant la capacité de former des jonctions serrées. De plus, des organoïdes 

ont pu être formés par des cellules basales de la région proximale et distale de l'épididyme et 

sont capables de sécréter la clustérine, une protéine impliquée dans la maturation des 

spermatozoïdes. Ces données indiquent que les cellules basales de rat peuvent être utilisées 

pour la formation d’organoïdes épididymaires et confirment davantage l’hypothèse que celles-ci 

représentent une population de cellules souches dans l'épididyme. 
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5.1 Abstract 

The epididymis is composed of a pseudostratified epithelium that is comprised of various 

cell types. Studies have shown that rat basal cells share common properties with adult stem cells 

and begin to differentiate in vitro in response to fibroblast growth factor and 5α-

dihydrotestosterone. The characterization of rat basal cells is therefore necessary to fully 

understand the role of these cells. The objectives of this study were to assess the ability of single 

basal cells to develop organoids and to assess their ability to self-renew and differentiate in vitro. 

We isolated basal cells from the rat epididymis and established three-dimensional cell cultures 

from the basal and nonbasal cell fractions. Organoids were formed by single adult epididymal 

basal cells. Organoids were dissociated into single basal cells, which were able to reform new 

organoids, and were maintained over 10 generations. Long-term culture of organoids revealed 

that these cells could be differentiated into cells expressing the principal cell markers aquaporin 

9 and cystic fibrosis transmembrane conductance regulator. Electron microscopy demonstrated 

that organoids were composed of several polarized cell types displaying microvilli and the ability 

to form tight junctions. Additionally, organoids could be formed by basal cells from either the 

proximal or distal region of the epididymis and are able to secrete clusterin, a protein implicated 

in the maturation of spermatozoa. These data indicate that rat basal cells can be used to derive 

epididymal organoids and further support that notion that these may represent a stem cell 

population in the epididymis. 

 

Figure 5.1 : Résumé graphique de l’article publié dans le journal « Biology of Reproduction » 
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5.2 Introduction 

The epididymis is responsible for the acquisition of sperm motility and the ability to fertilize 

[1–3]. It is divided into four segments in the rodent: the initial segment, the caput, the corpus, and 

the cauda [4]. The epithelium is composed of various cell types, including principal, basal, clear, 

narrow, apical, dendritic, and halo cells [5, 6]. Principal cells are the predominant cell type. They 

line the lumen of the epididymis, have microvilli, and are responsible for the secretion of proteins 

that can bind to sperm for sperm maturation [3, 7]. Principal cells, along with clear and basal cells, 

contribute to the formation of the blood-epididymis barrier [8–10]. Basal cells are small cells 

located at the base of the epithelium and are in contact with the basement membrane [11, 12]. 

They are present throughout the epididymis and represent up to 20% of the total number of cells 

in the epithelium [11]. Clear and narrow cells are implicated in endocytosis and acidification of the 

lumen. Narrow cells are present only in the initial segment, while clear cells are present in the 

other segments of the epididymis [13–15]. 

 

The development of the epithelium has been well characterized in the rat and is divided 

into three stages [13, 16]. During the initial stage of proliferation, from birth until approximately 

postnatal day 14, the epithelium is composed of undifferentiated columnar cells. The period of 

differentiation begins with the development of halo cells at day 14 and the appearance of a few 

basal cells in the cauda epididymis which are present throughout the epididymis by day 21 [17, 

18]. Principal cells can be identified morphologically at day 28, while clear and apical cells are 

present by day 35. Finally, there is a period of expansion of all cell types from day 44 to adulthood. 

While the timing of the appearance of different cell types in the epididymis is well established, 

there is little information regarding the origin of these different cell types and on the mechanisms 

regulating the differentiation of the epithelium. 

 

The presence of stem cells in the adult epididymis has been a source of controversy [19]. 

Early morphological studies suggested that stem cells were present at the base of the epithelium 

and that these differentiated into columnar cells and subsequently into holocrine cells [20]. 

However, the presence of holocrine cells and the extent of cellular differentiation in the epididymis 

have not been reported in subsequent studies. Based on observations under the light microscope, 

studies of Clermont and Flannery reported that in adult rats treated with tritiated thymidine, cell 

division in the epididymis occurred in both principal and basal cells, but that the low mitotic indices 
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suggested the absence of stem cells [21]. However, many studies have subsequently indicated 

that quiescent stem cells may be present in epithelia of various tissues and that these become 

activated following tissue damage [22–24]. 

 

Studies using efferent duct ligation and orchidectomy showed that basal cells survive and 

change morphology following loss of seminal fluid input from the testis [25–27]. Furthermore, it 

has been shown that principal and basal cells degenerate by apoptosis following efferent duct 

ligation in the mouse, but a subset of basal cells survives. These cells exhibit increased 

proliferation 2 days after the ligation and the epithelium returns to normal by 5 days after surgery 

[25, 28]. In another study, it was observed that following efferent duct ligation, apoptotic principal 

cells were replaced by new principal cells, which preserved epithelial integrity [27]. Similar results 

were also noted following hypophysectomy in the rat, suggesting that hormones may be 

implicated in initiating changes in basal cells [26]. These regeneration mechanisms imply the 

presence of progenitor or stem cells in the epididymis. 

 

In the human, epididymal cells can form spheroid structures, a characteristic of stem cells 

[29]. Using microarray analysis of purified basal cells from rat, our laboratory has shown that these 

cells share common properties with adult stem cells. These cells express stem cell markers, are 

able to form acini, and can differentiate in vitro [30]. Following 14 days of culture, these cells 

began to lose the expression of cytokeratin 5 (KRT5), a basal cell marker, and expressed 

connexin 26 (GJB2), a marker of undifferentiated columnar cells [30, 31]. However, culture of 

basal cells under two-dimensional (2D) conditions is limited and cannot maintain long-term 

differentiation of cells. 

 

In recent years, the development and use of 3D cell culture models have indicated that 

these are more representative of the in vivo system. The culture of stem cells in 3D allows cells 

to proliferate and differentiate to form mini-organs, or organoids [32]. Organoids mimic the early 

development of an organ into its adult stage or the regeneration of a tissue and can be formed by 

embryonic or adult stem cells [33]. Organoids have been derived from stem cells of numerous 

tissues including the intestine, colon, stomach, pancreas, esophagus, prostate, liver, lung, 

fallopian tube, and mammary gland [34]. There are multiple studies that have used a broader 

definition of the term organoid, in which differentiated cells are cultured under 3D conditions and 
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used to form physiologically functional mini-organ systems. This latter approach has been 

reported in the testis and in the epididymis [35–40]. 

 

Organoids thus represent novel tools to characterize the physiological, cellular, and 

molecular regulation of organs [33, 41]. Prostate-derived organoids have been used to 

understand how intercellular communication between the basal and luminal cells regulates the 

differentiation of prostate basal cells, while an olfactory epithelium organoid model has 

demonstrated the role of Notch signaling in regulation of proliferation and terminal differentiation 

of leucine rich repeat containing G protein-coupled receptor 5 (LGR5)-positive olfactory stem cells 

[42, 43]. In a variety of epithelia, including urothelial, vaginal, mammary, and airway, studies have 

shown that basal cells are responsible for the formation of organoids in vitro [44–47]. In the mouse 

epididymis, KRT5-positive basal cells were able to form organoids composed of basal and clear 

cells [39]. When injected subcutaneously into nude mice, these basal cells were able to form 

spheroid structures composed of basal and principal cells [39]. 

 

Previous studies from our laboratory have shown that rat basal cells share common 

properties with adult stem cells [19, 30]. The objectives of the present study were to determine 

whether or not isolated rat basal cells have the ability to form organoids in 3D culture, if these 

cells can self-renew, and whether or not they can differentiate under in vitro culture conditions. 

 

5.3 Materials and methods 

Animals and tissues collection 

Male Sprague-Dawley rats were purchased from Charles River Laboratories, Inc. (Saint-

Constant, QC; Fairfield, New Jersey) and acclimated for 1 week under a constant photoperiod 

(12L:12D), with food and water ad libitum. At the time of sampling, rats (48 days) were euthanized 

by CO2 exposure and cervical dislocation. Epididymides were collected and dissected free from 

testis and fat. Tissues used for immunofluorescence were frozen in OCT compound 

(ThermoFisher Canada, Ottawa, ON) on dry ice and stored at −80°C until sectioning. 

Epididymides used for RNA extraction were frozen in liquid nitrogen and stored at −80°C. Tissues 

used for cell culture were collected under aseptic conditions and placed in Dulbecco modified 

Eagle medium (DMEM)/nutrient F12 Ham culture media (Gibco, ThermoFisher) containing 
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penicillin (50 U/ml) and streptomycin (50 μg/ml) (Sigma-Aldrich, Mississauga, ON). All animal 

protocols used in this study were approved by the University Animal Care Committee. 

 

Epithelial cell isolation 

Under aseptic conditions, total epididymides or proximal (initial segment, caput, and corpus) 

and distal (cauda) epididymides were cut into small fragments (2–3 mm) and placed in 

DMEM/nutrient F12 Ham medium (Gibco, ThermoFisher) containing antibiotics and digested with 

two successive incubations (50 min) with collagenase (2 mg/ml; Gibco, ThermoFisher) at 37°C in 

a shaking water bath. Cells were dissociated by gently pipetting the small tissue fragments and 

allowing the cells to settle to the bottom of the flask. The supernatant was then replaced with fresh 

digestion medium. Following the second digestion, tissue fragments were placed in culture 

medium containing 0.05% trypsin-tetrasodium ethylenediaminetetraacetate dihydrate (trypsin-

EDTA; Gibco, ThermoFisher) for 10 min at 37°C in a shaking water bath. Trypsin activity was 

stopped by the addition of DMEM/HAM F12 medium (Gibco, ThermoFisher) containing antibiotics 

and 5% fetal bovine serum (FBS; Sigma Aldrich). Cells were collected by centrifugation (34g) for 

5 min, resuspended in cold DMEM/HAM F12 medium, and successively passed through three 

nylon filters of 100, 70, and 40 μm. An aliquot of cells was then counted using a hemocytometer. 

Total epididymal cells were used for magnetic-activated cell sorting (MACS) or for cell culture as 

described below. 

 

Magnetic-activated cell sorting 

Cell populations were isolated as previously described [30]. Briefly, cells were centrifuged 

and suspended in filtered, cold, MACS buffer (2 mM EDTA, 0.5% BSA in PBS, pH 7.2), and 

incubated with a monoclonal antibody against integrin-α6 (ITGA6; 1 μg/106 estimated basal cells; 

Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON) on ice for 20 min. Cells were washed in MACS buffer, 

collected by centrifugation, and incubated for 15 min on ice with anti-mouse IgG microbeads (20 

μl of beads in 80 μl of cold MACS buffer; Miltenyi Biotec, Cambridge, MA). Cells were washed, 

suspended in cold MACS buffer, and placed on a MACS MS separation column (Miltenyi Biotec). 

The column was placed in a magnetic stand (Miltenyi Biotec). Cells that were eluted through the 

column first were considered the ITGA6-negative cell fraction. The column was then rinsed with 

MACS buffer, removed from the magnetic stand, and the cells were eluted in fresh MACS buffer 

(1 ml). This was designated as the ITGA6-positive cell fraction, which contained an enriched 
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population of basal cells. The cells collected in the ITGA6-positive cell fraction were further 

purified by a second passage through a magnetic separation column. The number and viability of 

cells were verified using Trypan Blue exclusion, and an aliquot of cells was placed on a glass 

microscope slide to evaluate the purity of the preparation using KRT5 immunostaining, a specific 

marker of basal cells, as previously described [30]. Using this approach, we were able to 

consistently obtain an 87.0 ± 4.7% enrichment of KRT5-positive basal cells while only 3.6 ± 2.4% 

of KRT5-positive cells were present in the ITGA6-negative cell fraction. 

 

Cell culture 

A total of 25 000–50 000 viable cells from each fraction or from total cells was centrifuged at 

300g for 5 min and suspended in 50 μl of culture medium containing a 1:1 ratio of cold Gibco-

Advanced DMEM/F12 (ThermoFisher)/Growth Factor d Matrigel (Phenol red free; Corning, 

Lowell, MA). Homogeneous suspensions were deposited as 50 μl drops in the middle of a well in 

a 24-well cell culture plate and placed upside down in a 37°C incubator for 30 min to allow the 

Matrigel to solidify. Culture medium (see below) was added to the drops and cells were maintained 

at 32°C in a CO2 incubator. Half of the medium was replaced every 2–3 days. 

The culture medium was composed of Advanced DMEM/F12 medium, epidermal growth 

factor (EGF; 10 ng/ml, Gibco, ThermoFisher), basic fibroblast growth factor (bFGF; 10 ng/ml, Sino 

Biotechnologies, Wayne, PA), heparin (4 μg/ml, Gibco, ThermoFisher), dihydrotestosterone 

(DHT; 10 nM, Sigma-Aldrich), hydrocortisone (80 ng/ml, Sigma-Aldrich), cAMP (10 ng/ml, Sigma-

Aldrich), Glutamax (1X, Gibco, ThermoFisher), HEPES (10 mM, Biobasic, Markham, ON), N-

acetylcysteine (1.25 mM, Sigma-Aldrich), tocopherol (200 ng/ml, Sigma-Aldrich), and a selective 

inhibitor of TGF-β type I receptor ALK5 kinase (A83-01; 250 nM, Sigma-Aldrich). DHT, EGF, 

bFGF, and heparin were shown previously as being required for the formation of spheroid acinar 

structures in 2D cell cultures [30]. A8301 has been used to maintain the proliferation of various 

types of stem cells in culture [48, 49]. 

Cells were passaged every 8–10 days as follows. Medium was removed and organoids were 

incubated at 37°C with 1 ml of dispase (1 mg/ml, Gibco, ThermoFisher) until the Matrigel was 

completely dissociated. Organoids were collected by centrifugation (300g) for 7 min and 

suspended in trypsin-EDTA (0.05% W/V) for 10 min at 37°C. Trypsin activity was stopped with 

the addition of DMEM/HAM F12 medium containing antibiotics and 5% FBS. Cells were collected 

by centrifugation (300g) for 7 min, suspended in DMEM/HAM F12 medium, and passed through 
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a 27-gauge needle until a single cell suspension was obtained. An aliquot of cells was then 

counted with a hemocytometer. After passage, cells were cultured in culture medium with the 

addition of an inhibitor of the ROCK signaling pathway (Y27632; 10 μM, Peprotech, Rocky Hill, 

NJ), cholera toxin (100 ng/ml, Sigma-Aldrich), an activator of the WNT pathway (R-spondin1; 500 

ng/ml, Peprotech), and/or an inhibitor of the BMP pathway (noggin; 100 ng/ml, Peprotech). Noggin 

and R-spondin1 have been shown to induce the proliferation of various stem cells and the 

development of organoids and have been used in numerous organoid culture models [22, 50–

54], while the inhibition of ROCK signaling prevents the dissociation-induced apoptosis of stem 

cells [55–58]. Cholera toxin has also been reported to be important for allowing self-renewal of 

corneal, mammary, and limbal stem cells [59–61]. 

 

Microscopy 

Organoids were counted with a Nikon Eclipse Ti-S microscope (Nikon, Mississauga, ON) 

equipped with a Ds-Ri2 camera (Nikon). To evaluate the number of organoids, two parameters 

were used: (1) the total number of organoids counted in three different fields of view per drop 

and/or (2) the number of large organoids (diameter greater than 40 μm) per drop. Organoids (n = 

50) with a diameter greater than 40 μm were measured per drop to evaluate their size. To follow 

specific organoids over time, a Cytation 5 Imaging Multi-Mode Reader (Biotek, Winooski, VT) was 

used, in which defined coordinates of the organoids were monitored and tracked throughout the 

organoid period of culture. 

 

Immunofluorescence staining of tissue sections 

Cryosections (10 μm) of epididymides were fixed in ice-cold methanol for 10 min at −20°C. 

After rehydration in PBS, sections were permeabilized in a solution of 0.3% Triton X-100 (Fisher 

Scientific, Ottawa, ON) in PBS at room temperature for 15 min. Sections were incubated with 

blocking solution (5% bovine serum albumin [BSA] in PBS) for 30 min and subsequently incubated 

with primary antibody (Supplemental Table 1) diluted in blocking solution overnight at 4°C. 

Sections were washed three times with PBS and then incubated with an anti-mouse Alexa 594 (4 

μg/ml; Life Technologies, ThermoFisher) or an anti-rabbit Alexa 488-conjugated secondary 

antibody (4 μg/ml; Life Technologies, ThermoFisher) at room temperature for 30 min in blocking 

buffer containing Hoechst dye (1 μg/ml; Biotium, Scarborough, ON). Finally, sections were 

washed three times with PBS and mounted with Fluoromount (Southern Biotech, Birmingham, 
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USA). Tissues incubated without primary antibody were used as a negative control. 

Immunofluorescence was examined under a Nikon A1Plus confocal microscope and images 

analyzed with the NIS-Elements AR software (Nikon). 

 

Immunofluorescence staining of organoids 

Organoid culture drops were rinsed with PBS and fixed with ice-cold methanol for 20 min at 

−20°C. Cells were then rinsed three times with 0.75% glycine (ThermoFisher) in PBS for 10 min, 

permeabilized with 0.3% Triton-X-100 (ThermoFisher) in PBS for 15 min, and incubated in 

blocking solution (5% BSA in PBS-Glycine or 5% Donkey Serum in PBS-Glycine for the clusterin 

staining) for 90 min. Immunolabeling was done using different primary antibodies (Supplemental 

Table 1) diluted in blocking solution and incubated overnight at 4°C. Organoids were washed in 

PBS and incubated at room temperature for 90 min with an anti-mouse Alexa Fluor 594-

conjugated antibody (4 μg/ml; Life Technologies, ThermoFisher), an anti-rabbit Alexa Fluor 488-

conjugated antibody (4 μg/ml, Life Technologies, ThermoFisher), or an anti-goat Alexa 647-

conjugated antibody (6 μg/ml; Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA) 

containing Hoechst dye (1 μg/ml; Biotium). Slides were mounted in Fluoromount (Southern 

Biotech). Organoids incubated without primary antibody were used as a negative control. 

Immunofluorescence was examined under a Nikon A1Plus confocal microscope, and images 

were analyzed with the NIS-Elements AR software (Nikon). 

 

Electron microscopy 

Matrigel was digested with 1 ml of dispase (1 mg/ml, Gibco, ThermoFisher) at 37°C, and 

organoids were collected by centrifugation (300g) for 7 min. Organoids were then washed and 

fixed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer (pH 7.2) (Mecalab, Montreal, QC) 

overnight at 4°C. Fixed organoids were washed three times for 15 min with 0.1 M sodium 

cacodylate buffer containing 3% sucrose (Sigma-Aldrich). Organoids were post-fixed in 1.33% 

osmium tetroxide (Mecalab) in Collidine buffer (EMS, Burlington, ON), washed, and dehydrated 

with graded acetone and propylene oxide. The samples were then embedded in SPURR (Ted 

Pella, Redding, CA) and polymerized at 60°C for 24 h. Thin sections (50 nm) were cut with an 

ultramicrotome and stained with uranyl acetate (15 min) and lead citrate (5 min). Grids were 

examined using a Hitachi H-7100 transmission electron microscope equipped with an AMT 

XR100 camera. 



  

74 
 

Reverse Transcription-quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) 

Total cellular RNA was isolated from proximal (initial segment, caput and corpus) and distal 

(cauda) adult rat epididymis. Total RNA was extracted using the NucleoSpin RNA Plus kit 

(Macherey-Nagel) according to the manufacturer’s instructions. An aliquot of RNA (20 ng) was 

reverse transcribed using qScript cDNA SuperMix (Quanta BioSciences, Beverly, MA) and RT-

qPCR was performed using the PerfeCTa SYBR Green SuperMix (Quanta Biosciences). RT-

qPCR was done using a Rotor-Gene RG3000 (Corbett Life Science, Mortlake, NSW, Australia). 

Primers were designed using Primer Blast software (NCBI) and Oligo Primer Analyses Software 

(Molecular Biology Insights, Cascade, CO). The sequences of the primers are listed in 

Supplemental Table 2. Standard curves using appropriate cDNA were created for all genes 

examined and used to calculate relative expression levels. Relative mRNA levels of target genes 

of interest were normalized to the 18S rRNA. All samples were done in triplicate. 

For cultured organoids, medium was removed and Matrigel containing organoids was 

incubated at 37°C with 1 ml of dispase (1 mg/ml, Gibco, ThermoFisher) until the Matrigel was 

dissociated. Organoids were collected by centrifugation (300g) for 7 min and suspended in PBS. 

They were then centrifuged and washed twice in PBS and subsequently lysed in 350 μl of lysis 

buffer (Macherey-Nagel). RNA was then isolated, reversed transcribed, and used for RT-qPCR 

as described above. 

 

Statistics 

Each experiment contained three replicates and was repeated at least twice unless 

otherwise indicated. Statistical analyses were done using GraphPad Prism (version 6; GraphPad 

Software Inc., San Diego, CA). Values are presented as mean ± SEM. Statistical significance was 

calculated using a Student t-test when two conditions were compared and an ANOVA test with a 

Holm-Sidak multiple comparison test when more than two conditions were compared. P values 

≤0.05 were considered significant. 
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5.4 Results 

 

Epididymal cells can form organoids 

Culture of dispersed total epididymal cells under 3D conditions in Matrigel resulted in the 

formation of cellular spheres, consistent with the structures of organoids reported in other tissues 

(Figure 5.2). These organoids formed a lumen and could grow to a diameter of 500 μm after 13 

days in culture. To determine whether or not epididymal organoids originated from the basal or 

the non basal cellular compartments of the epithelium, we isolated basal cells from the epididymis 

using magnetic separation of ITGA6-positive basal cells [30]. 

 

3D cell cultures were established from both ITGA6-positive and negative cell fractions 

(Figure 5.3A). Organoids were first observed after 2 and 7 days of culture, respectively (Figure 

5.3D), while organoids exceeding 40 μm in diameter were observed only after 4 and 7 days of 

culture, respectively (Figure 5.3E). Following 9 days of culture, organoids were more numerous 

in the ITGA6-positive cell fraction (Figure 5.3B and C). After 11 days of culture, only 2.1 ± 0.8 

organoids per field of view were observed in the ITGA6-negative cell fraction, compared with 36.0 

± 0.7 organoids in the ITGA6-postive cell fraction (Figure 5.3D). Following 11 days of culture, 23.7 

± 2.9 organoids displayed a diameter greater than 40 μm in the drops from the ITGA6-negative 

cell fraction, as compared to 671 ± 57 organoids in the drops from the ITGA6-positive cell fraction 

(Figure 5.3E). 

 

Organoids are derived from single basal cell of the epithelium 

Using coordinate positioning of different cells and following them over time, we confirmed 

that epididymal organoids were derived from a single cell and were not the result of cell clusters 

(Figure 5.4A). Furthermore, organoids derived from ITGA6-positive cells were generally larger 

than those in the ITGA6-negative cell fraction, although there were insufficient organoids in the 

ITGA6-negative cell fraction to allow a robust evaluation of their size. We did not observe any 

other gross morphological differences between the organoids of the two isolated cellular fractions 

(Figure 5.4A). 

To confirm that organoids were derived from basal cells, immunofluorescence staining of 

organoids at 7 days of culture in the ITGA6-negative and positive cell fractions was done (Figure 
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5.4B). All early organoid structures observed in both cell fractions stained positively for three 

different markers of basal cells: KRT5, TP63 (tumor protein 63), and connexin43 (GJA1) [12, 17, 

18, 62]. There was no staining for the principal cell marker, aquaporin 9 (AQP9) [63, 64] (Figure 

5.4B). This suggested that organoids derived from cells in the ITGA6-negative cell fraction were 

derived from residual basal cells. There was no immunostaining observed in the negative controls. 

 

Self-renewal of epididymal organoids 

To study the self-renewal of basal cells, organoids in the ITGA6-positive cell fraction were 

dissociated into single-cell suspensions. We were able to maintain newly formed organoids for at 

least 13 passages, demonstrating the ability of these basal cells to self-renew (Figure 5.5A), a 

characteristic of stem cells. No apparent gross morphological differences between organoids 

generated from different passages were observed (Figure 5.5A). However, single cells were 

unable to reinitiate the formation of organoids when cultured in the same medium (Figure 5.5B). 

Organoids cultured in medium supplemented with Y27632 (iROCK), an inhibitor of the ROCK 

signaling pathway, cholera toxin, R-spondin1, and noggin, were able to stimulate the formation of 

new organoids. Interestingly, the use of each of these factors individually was not sufficient to 

reinitiate organoid formation, but they were effective as a mixture (Figure 5.5B). The number of 

organoids derived from similar numbers of seeded cells did not vary between passages (Figure 

5.5C). These results indicate that basal cells of the epididymis have the ability to self-renew under 

3D culture conditions. 

 

Differentiation of epididymal organoids 

Immunofluorescent staining of organoids derived from the ITGA6-positive cell fraction and 

cultured for 7 days indicated that most organoids did not display a defined lumen. All of these 

organoids, however, were composed of cells that were immunopositive for KRT5, TP63, GJA1, 

and Claudin-1 (CLDN1), all markers of basal cells. None of the organoids that were examined 

displayed AQP9 immunostaining, a well-defined marker of principal cells (Figure 5.6A). The cells 

of the organoids also stained positively for the proliferative cell nuclear antigen (PCNA), tight 

junction protein 1 (TJP1, also known as Zonula Occludens 1 [ZO1]), and many of the organoids 

displayed mitotic figures, indicating that the cells within the organoids were proliferating. After 14 

days of culture, a well-defined lumen was observed in the organoids. Many, but not all, of the cells 

maintained PCNA immunostaining, while most of the cells were KRT5 positive (Figure 5.6A). 
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Immunostaining for KRT5, TP63, GJA1, and CLDN1 was localized at the periphery of the 

organoids. A small decrease in the number of cells positive for TP63 in organoids was observed 

at this time (Figure 5.6B). After 14 days of culture, approximately 40% of organoids superior to 40 

μm in size displayed AQP9 immunostaining in the apical region of the cells of the inner cell 

structure (Figure 5.6C), suggesting that some basal cells had begun to differentiate into principal 

cells. qPCR analysis confirmed this differentiation of basal cell, with increased mRNA levels of 

AQP9 and CFTR, which are both markers of principal cells (Figure 5.5D and E). 

Transmission electron microscopy of organoids after 14 days of culture confirmed the 

presence of different cell layers surrounding the lumen of the organoid (Figure 5.7A). Three types 

of cells could be identified by electron microscopy: basal cells with small round-shaped nuclei, 

basal cells with irregularly shaped small nuclei, and principal cells with large oval-shaped nuclei 

(Figure 5.7A). The cells surrounding the lumen of organoids appeared to be polarized, displayed 

an extensive number of microvilli, and exhibited tight junctions between neighboring cells (Figure 

5.7B and C). 

 

Basal cells from proximal and distal epididymis are able to form organoids 

To assess whether or not basal cells of different regions of the epididymis had the ability to 

form organoids, epididymides were subdivided in two regions (proximal [initial segment, caput, 

and corpus] and distal [cauda]) prior to epithelial cell isolation and MACS. 

3D cell cultures were established with basal cells from both proximal and distal regions. 

Organoids exceeding 40 μm in diameter were first observed in cells derived from both regions 

after 4 days in culture (Figure 5.8A). Following 14 days of culture, 390 ± 6 organoids displayed a 

diameter greater than 40 μm in the drops from the proximal region, as compared to 651 ± 43 

organoids in the drops from the distal region (Figure 5.7A). Organoids formed from basal cells of 

the proximal region have a larger diameter than those formed from the distal region (Figure 5.8B). 

No other morphological differences were observed between organoids from the two regions 

(Figure 5.8C and D). 

To determine if the differentiation of basal cells into principal cells varied between the two 

regions, relative mRNA levels of three principal cell markers (AQP9, CFTR, and Clusterin [CLU]) 

were assessed in both epididymal tissue and in organoids derived from basal cells of the proximal 

and distal epididymis following 7 and 14 days of culture (Figure 5.8E and F). Levels of CLU, 

CFTR, and AQP9 transcripts were significantly higher in the proximal region of adult rat 
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epididymis compared to the distal region (Figure 5.8E). In organoids, there was an increase in 

relative mRNA levels of these three principal cell markers at the day 14 as compared to those at 

day 7 of culture, confirming the differentiation of basal cells into principal cells from both regions 

of the epididymis (Figure 5.8F). Interestingly, while there were no differences in relative mRNA 

levels of AQP9 and CFTR between organoids derived from the proximal and distal epididymis 

after both 7 and 14 days of culture, there were significantly and reproducibly lower levels of CLU 

mRNA in organoids derived from distal epididymis after 14 days of culture (Figure 5.8F). 

Unlike AQP9 and CFTR, CLU is a secreted protein that binds to developing spermatozoa 

during epididymal transit. Immunofluorescence staining of CLU indicates that the protein is 

present in the cytoplasm of some cells surrounding the lumen, as well in the lumen of 

differentiated organoids from both the proximal and distal epididymis. This suggests that the 

principal cells of the organoids are physiologically functional. No staining was observed in the 

negative control (Figure 5.8G–I). 

 

Presence of clear/narrow cells in organoids 

To evaluate the ability of basal cells to differentiate into clear/narrow cells, we measured the 

expression levels of three markers of clear/narrow cells in proximal and distal regions of adult rat 

epididymis and in organoids after 7 and 14 days of culture. The relative mRNA levels of FOXI1 

and ATP6V0D2 were higher in the distal region of adult rat epididymis compared to the proximal 

region while there were no significant differences in the relative mRNA levels of ATP6V1G3 

(Figure 5.9A). In organoids, we observed a decrease in the relative mRNA levels of FOXI1, 

ATP6V0D2, and ATP6V1G3 between days 7 and 14 of culture. mRNA levels of FOXI1 and 

ATP6V0D2 were higher in the distal region at day 7 when compared to levels in the proximal 

region while there were no region-specific differences at day 14. There were no differences in 

mRNA levels of ATP6V1G3 between regions at day 7 and 14 (Figure 5.9B). To determine whether 

or not clear/narrow cells detected on day 7 are cells differentiated from basal cells or residual 

clear/narrow cells present in the ITGA6-positive cell fraction, we performed immunofluorescence 

staining of cells after sorting (d0) with a clear/narrow cell marker (Figure 5.9C). The results 

demonstrated the presence of approximately 5% of residual clear/narrow cells in the ITGA6-

positive cell fraction. Few of these cells, however, were found within differentiating organoids, as 

the vast majority (approximately >97%) of organoids after 7 and 14 days of culture were negative 

for ATP6V1B2, suggesting that the residual clear/narrow cells present in the ITGA6-positive cell 
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fraction were not derived from basal cells and that these cells could not be maintained under 

culture conditions (Figure 5.9D). 
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Figure 5.2: Formation of organoids by total epididymal cells.  

(A) Epididymides from adult rats were sampled and enzymatically digested to obtain a single-cell suspension. Cells 

were cultured in Matrigel under 3D conditions to generate organoids. (B, C) Bright-field images of epididymal cells on 

the first day of culture (B; day 0) and after 13 days (C). Typical organoids displayed a morphology consistent with 

organoids reported for other tissues (Scale bar, 300 μm). 
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Figure 5.3: Formation of organoids from ITGA6-negative and positive epididymal cell fractions.  

(A) Epididymides from adult rats were sampled and enzymatically digested to obtain single-cell suspensions. Magnetic 

separation using an ITGA6 antibody yielded ITGA6-negative and ITGA6-positive cells. Cells were cultured in Matrigel 

under 3D conditions. (B, C) Bright-field photomicrographs of organoids derived from the ITGA6-negative (B) and ITGA6-

positive (C) cell fractions after 9 days of culture (Scale bar, 300 μm). Very few organoids were observed in the ITGA6-

negative cell fraction, whereas many organoids were observed in the ITGA6-positive cell fraction. Number of organoids 

per field of view (D) and number of organoids greater than 40 μm in diameter per drop (E; n = 3 per time point). 

Experiments were repeated three times. *Multiple t test, P < 0.05. 
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Figure 5.4: Formation of organoids in the ITGA6-negative and positive cell fractions.  

(A) Single cells from the ITGA6-negative and positive cell fractions were cultured in Matrigel under 3D conditions. 

Bright-field illumination shows the development of organoids from a single cell from either the ITGA6-negative or ITGA6-

positive cell fraction (Scale bar, 300 μm). (B) Confocal microscopy images of organoids immunostained after 7 days of 

culture with three basal cell markers (KRT5, TP63, GJA1) and the principal cell marker (AQP9) (Scale bar, 50 μm). 

Epididymal organoids in the two fractions expressed all three basal cell markers and did not express the principal cell 

marker. 
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Figure 5.5: Assessment of self-renewal ability of basal cells.  

(A) Bright-field photomicrographs of organoids at different passages (1, 7, and 13) (Scale bar, 300 μm). No 

morphological differences were observed between different passages. (B) Number of passages of epididymal basal 

cells in culture according to the composition of the medium. The base medium supplemented with a ROCK inhibitor, 

noggin, R-spondin1, and cholera toxin generated 13 passages of organoids from a primary basal cell culture (complete 

medium). (C) Number of organoids per drop after 7 days of culture in complete medium in different passages (n = 3 

per passage). No significant differences between passages were observed. 
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Figure 5.6: Analysis of organoids in the ITGA6-positive cell fraction after 7 and 14 days of culture.  

(A) Confocal microscopy images of organoids derived from the ITGA6-positive cell fraction immunostained with PCNA, 

KRT5, TP63, GJA1, CLDN1, TJP1, and AQP9. Organoids were immunostained after 7 and 14 days of culture. Arrows 

indicate mitotic figures. After 7 days of culture, the organoids were small, lacked a lumen, and expressed markers of 

basal cells (KRT5, TP63, and GJA1, CLDN1). After 14 days of culture, the organoids were larger, displayed a lumen, 

and showed an AQP9 immunoreaction in some organoids, while markers for basal cells appeared localized to the base 

of the organoids, similar to that observed in epididymides of 48-day-old rats (Scale bar, 20 μm). (B) Percentage of 

TP63-positive cells in organoids (20 organoids were analyzed in three different drops per time point). The experiment 

was repeated twice. (C) Number of organoids greater than 40 μm in size that were positive for AQP9 (all organoids 

were analyzed in three different drops per time point). The experiment was repeated three times. (D, E) mRNA levels 

of CFTR and AQP9 after 7 and 14 days of culture (n = 3 per time point). The experiment was repeated three times. 

*Student test, P < 0.05. 
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Figure 5.7: Electron micrographs of epididymal organoids.  

Organoids generated from ITGA6-positive cells were analyzed after 14 days in culture. (A, B) Single basal cells were 

able to proliferate and differentiate into organoids with a lumen (L) and different cell layers composed of basal cells 

(BC) and principal cells (PC). The apical surface lining the lumen contained abundant microvilli (mv), which were 

generally absent at the base of the organoid. These cells displayed a well-developed Golgi apparatus, smooth and 

rough endoplasmic reticulum, mitochondria, endosomes, and lysosomes. (C) Some of the cells that lined the lumen of 

the organoid had irregular-shaped nuclei (n) and appeared to form tight junctions (TJ). (D) High magnification 

photomicrographs showing a tight junctional complex between two adjacent cells lining the organoid lumen. 
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Figure 5.8: Formation of organoids from ITGA6-positive cells isolated from the proximal and distal adult 
epididymis.  

(A) Number of organoids greater than 40 μm in diameter, in the different regions of the epididymis (n = 3 per time point). 

The experiment was repeated twice. *Multiple t test, P < 0.05. (B) Size of organoids greater than 40 μm in diameter 

from the proximal and distal regions of the epididymis. A total of 50 organoids with a diameter greater than 40 μm in 

three separate culture drops were used to assess diameters. *Multiple t test, P < 0.05. Bright-field photomicrographs 
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of organoids derived from the ITGA6-positive cells of proximal (C) and distal (D) adult epididymis after 14 days of 

culture (Scale bar, 300 μm). (E) mRNA levels of CLU, CFTR, and AQP9 in epididymis from 48-day-old rats (n = 3; 

*Student test, P < 0.05). (F) CLU, CFTR, and AQP9 mRNA levels after 7 and 14 days of 3D basal cell culture from 

proximal and distal epididymal regions (n = 3 per time point). *ANOVA and Holm-Sidak multiple comparisons test, P < 

0.05. Immunofluorescent staining of CLU in organoids formed by the basal cells from the proximal (G) and (H) distal 

regions of rat epididymis after 14 days of culture. (I) Organoids incubated in the absence of primary antibody were 

considered as negative controls (Scale bar, 50 μm). 
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Figure 5.9: Assessment of clear/narrow cells in cultured organoids.  

(A) mRNA levels of FOXI1, ATP6V0D2, and ATP6V1G3 in the epididymis from 48-day-old rats (n = 3; *Student test, P 

< 0.05). (B) mRNA levels of FOXI1, ATP6V0D2, and ATP6V1G3 after 7 and 14 days of culture of basal cells from the 

proximal and distal epididymal regions (n = 3 per time point; *ANOVA and Holm-Sidak multiple comparisons test, P < 

0.05). (D) Immunofluorescence staining for ATP6V1B2 in ITGA6-positive cell fraction at day 0 (a); organoids after 7 

days of culture (b) and (c); in cells that did not form organoids after 7 days (d); in organoids after 14 days of culture (e); 

and in epididymal tissue sections (f) (Scale bar, 50 μm). 
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5.5 Discussion 

 

Basal cells are present in all pseudo-stratified epithelia, and their ability to proliferate and 

differentiate has been demonstrated in various organs, including the mammary gland, trachea, 

and prostate [65–69]. Previous studies have demonstrated that isolated rat basal cells share 

common properties with adult stem cells [30]. Furthermore, KRT5-positive basal cells implanted 

subcutaneously in nude mice for 40 days could differentiate into AQP9-positive principal cells 

[39]. 

 

Enzymatically dispersed total rat epididymal cells cultured in 3D with Matrigel and 

Advanced DMEM/F12 rapidly formed organoid structures, as we have shown previously for cells 

cultured in Prostacult cell culture medium [19]. To further characterize the properties of rat 

epididymal basal cells, we investigated whether or not these cells could form organoids under 3D 

culture conditions. Isolation of basal cells using magnetic separation and an ITGA6 antibody 

indicated that the formation of organoids was associated with isolated ITGA6-positive basal cells 

and that few cells in the ITGA6-negative cell fraction had the ability to form organoid structures. 

Furthermore, the few cells in the ITGA6-negative cell fraction that did form organoids expressed 

markers of basal cells, indicating that they were derived from basal cells that had not been 

selected out by the cell isolation protocol. Similar results were observed in urothelial cells in which 

basal cells, with a high expression of ITGA6 were able to form organoids in vitro with higher 

efficiency than cells expressing low levels of ITGA6 [44]. In another study, murine epididymal 

KRT5-positive basal cells isolated from KRT5ERCre:Isl-Td Tomato transgenic animals were 

cultured under 3D conditions and also developed organoid structures [39]. As such, results from 

the present study further support the notion that epididymal basal cells share common 

characteristics associated with resident stem cell populations observed in other types of epithelia. 

 

To determine whether or not the organoids that were observed in 3D cell cultures were 

derived from a single cell, the development of organoids from a single cell in both ITGA6-positive 

and ITGA6-negative cell fractions was monitored over 11 days of culture. The results confirmed 

that epididymal organoids could be derived from a single cell. Previous studies had reported that 

under 2D culture conditions, principal cells could bind together into spherical structures; however, 

this differs from the present study, in which isolated basal cells were cultured in 3D conditions 



  

90 
 

and organoids were derived from a single cell [70]. Cells from the ITGA6-positive cell fraction 

appeared to form larger organoids than those in the ITGA6-negative cell fraction, suggesting that 

factors originating from other basal cells may influence the growth and development of epididymal 

basal cell organoids. Furthermore, not all epididymal basal cells formed organoids, suggesting 

that only a subpopulation of basal cells have the ability to proliferate and differentiate. Based on 

the efficiency of the basal cell isolation, the number of seeded cells, and the number of organoids 

greater than 40 μm formed at the end of the culture, it is estimated that approximately 1.8% of the 

basal cells have the ability to form organoids. This has also been reported in other tissues, in 

which only 2% of renal cells and 5% of prostate cells represent stem cells [71–73]. This suggests 

the existence of a subpopulation of basal cells with stem cell ability in the epididymis, comparable 

to previous reports of a subpopulation of basal cells in the murine and human prostate [74]. 

 

ITGA6-positive basal cell-derived organoids were dissociated into single-cell suspensions 

and were able to maintain their ability to form new organoids in culture in the presence of R-

spondin1 and cholera toxin, and inhibition of the ROCK and BMP signaling pathways. Previous 

studies using stem cells from the human endometrium have shown that the long-term passage of 

adult stem cells requires the presence of Wnt3a, Rspondin1, Noggin, and EGF. Studies with stem 

cells of the intestine, the liver, and prostate have reported that either Noggin, R-spondin1, or Rock 

inhibitors was necessary for stem cell renewal [22, 52, 56, 75]. In the present study, isolated basal 

cells were able to maintain organoid formation for at least 13 passages, reflecting the ability of 

these cells to self-renew. We did not observe any morphological changes between organoids of 

different passages. Similar observations have been reported for organoids derived from stem 

cells in the intestine, liver, prostate, and endometrium [22, 39, 52, 75, 76]. While previous studies 

have suggested that there exists a low index of cell proliferation in the epididymis [19], the present 

data indicate that basal cells under 3D cell culture conditions have the ability to self-renew. 

 

After 14 days of culture, 40% of the organoids were composed of basal cells, which had 

differentiated into principal cells. These cells expressed two principal cell markers (CFTR and 

AQP9), while several basal cell markers (P63, KRT5, CLDN1) were expressed by cells at the 

periphery of the organoids. These organoids resembled the same pattern of immunostaining as 

is observed in adult rat epididymis. A similar pattern of protein expression was observed with 

human epididymal epithelial cells grown under 3D conditions [40]. These organoids expressed 

KRT5, CLDN1, and TJP1 and were comprised primarily of basal cells [39, 40]. In the present 
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study, qPCR analysis and electron microscopy confirmed the presence of principal cells within 

our organoid model. Furthermore, cells displayed microvilli and formed tight junctions with 

neighboring cells. Interestingly, some of the cells which lined the lumen of the organoid displayed 

irregular nuclei. These are also present at the base of the epididymal epithelium and may 

represent a population of developing principal cells [30]. 

 

In the mouse, organoids cultured in the absence of androgens and derived from KRT5-

positive basal cells were composed of basal and clear cells. In the same study, they observed the 

differentiation of basal cells into principal cells in organoids transplanted subcutaneously in a nude 

mouse and examined after 40 days [39]. In the present study, the medium contained DHT at a 

concentration comparable to that found in the epididymis, and which was previously shown to be 

important for the formation of acini in 2D basal cell culture [30]. In this medium, using ITGA6-

positive basal cells, we observed the differentiation of basal cells into principal cells but not into 

clear/narrow cells after 14 days of culture. The presence of DHT in the medium may explain why 

basal cells in the present study differentiated primarily in principal cells. In the mouse, 

subcutaneous transplantation of basal cells would be exposed to circulating androgens, which 

may explain the differentiation of basal cells into principal cells. The differences observed between 

the two studies may also be related to species, the selection of basal cells using different cell 

markers, and/or the composition of the culture medium. The factors necessary for the 

differentiation of clear cells are indeed still poorly understood at the present time. Although studies 

have indicated that androgens and expression of FOXI1 are essential for the normal development 

of clear/narrow cells in the epididymis, it has been shown that basal cells may differentiate into 

clear cells in the absence of androgens [77, 78]. In a recent study using single-cell RNAseq, Leir 

et al. [79] reported that the gene expression profile of clear cells was similar to that of pulmonary 

ionocytes [80, 81], suggesting that clear cells represent a population of epididymal ionocytes. In 

the trachea, Notch signaling is necessary for the differentiation of ionocytes from basal cells [81]. 

In kidney, the differentiation of intercalated cells, which express some of the same markers as 

clear cells and which share similar functions in regulating urinary acidification, is also regulated 

by Notch signaling [82]. Whether or not the differentiation of clear cells in the epididymis also 

requires Notch signaling remains to be established. 

 

Based on single-cell RNAseq, it has been reported that in the murine epididymis there 

may exist three different populations of basal cells [83]. At the moment, we do not know if all three 
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populations of basal cells represent unique adult stem cells, different cell types, or if these 

represent cells in various stages of differentiation. As such, the possibility exists that the selection 

of KRT5-positive cells as previously reported, and ITGA6-positive cells in the present study, 

selectively enriched for different basal cell subpopulations. Studies in adult mouse airways and 

alveoli have shown that P63+/KRT5+ and P63+/KRT5− basal cells differentiate into different cell 

types [84]. 

 

To assess the ability of basal cells from different regions of the epididymis to form 

organoids, we isolated basal cells from the proximal and distal regions of the epididymis. Basal 

cell formed organoids from both regions and demonstrated the ability to differentiate into principal 

cells, as shown by the expression of AQP9 and CFTR. Multiple studies have reported segment-

specific gene expression and regulation in the epididymis [83, 85]. In order to understand if the 

basal cells from the different regions of the epididymis are genetically predisposed to differentiate 

into subtypes of principal cells, or if region-specific gene expression is regulated by intrinsic 

environmental factors, we performed qPCR analysis of three principal cell markers on epididymal 

tissue and epididymal organoids. Transcript levels of AQP9, CFTR, and CLU in the epididymis 

were significantly higher in the proximal regions of the epididymis than in the distal region. 

However, there were no differences in relative mRNA levels of AQP9 and CFTR from organoids 

derived from basal cells isolated from either the proximal or distal epididymis, suggesting that the 

region-specific expression pattern is likely to result from regulatory factors along the epididymis 

and not from region-specific origin of basal cells. Interestingly, relative mRNA levels of CLU were 

significantly higher in organoids derived from basal cells isolated in the proximal versus distal 

epididymis. This suggests that there may be genetic factors implicated in the regulation of CLU 

that originate from the differentiation of basal cells. Further studies are needed to understand this 

regulation. 

 

Data from our studies provide evidence that the principal cells derived from basal cells are 

functional. These include the expression of specific principal cell markers, and the presence of 

tight junctions which, in vivo, are responsible for the formation of the blood-epididymis barrier [86]. 

Furthermore, immunofluorescence data indicate that CLU, a secreted protein in the epididymis, 

which binds to maturing spermatozoa [87], was found in both cytoplasm of cells and lumen of the 

epididymal organoids. Together these strongly support the notion that principal cells derived from 

basal cells are physiologically functional. 
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In conclusion, results from the present study provide evidence for the existence of a stem 

cell population at the base of the rat epididymal epithelium. This is further supported by the 

present data, which show that rat epididymal basal cells can form organoids in 3D cell cultures 

and that these cells can self-renew over a long period of time. This supports the notion that these 

basal cells behave like stem cells rather than progenitor cells which, by definition, have a limited 

capacity for self-renewal [88]. Furthermore, we showed that basal cells can differentiate into 

principal cells in vitro, thereby further displaying characteristics associated with adult stem cells. 

The presence of stem cells in the epididymis and their regulation and differentiation under normal 

and pathological conditions could open a new area of research in epididymal biology, as well as 

providing insight into how alterations in these may lead to infertility. 
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Supplemental Table 1. List of primary antibodies used in this study. 
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Mise en contexte : 

La présence de cellules souches au sein de l’épididyme a été démontré au sein de 

l’épididyme de rat et de souris, cependant aucun marqueur n’a encore permis d’identifier 

spécifiquement ces cellules dans cet organe. Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés à 

l’expression de LGR5 dans l’épididyme. LGR5 est un récepteur de la voie de signalisation Wnt et 

est un marqueur de cellules souches adultes dans de très nombreux tissus. Nous avons donc 

étudié son expression géniques et protéiques dans les différents segments de l’épididyme et lors 

du développement post-natal. Nous avons également évalué les effets d’une orchidectomie sur 

son expression protéique et observé son expression au sein des organoïdes d’épididyme. 

Les résultats de ces travaux ont été présentés par présentations orales ou affiches aux 

rencontres Annuelles de la société pour l’étude de la reproduction en 2021, 2020 et 2019, au 

congrès Armand-Frappier 2021 et aux symposiums du réseau Québécois en reproduction en 

2021, 2019 et 2018. 

Auteurs : Laurie Pinel, Nick Barker et Daniel Cyr 

Titre : Epididymal Basal Cells Expressing LGR5 Participate in the Self-Renewal of the 

Epithelium of the Epididymis 
Symposium du Réseau Québécois en reproduction, Québec, QC, 5 et 6 Novembre 2019 
 
Auteurs : Laurie Pinel, Nick Barker et Daniel Cyr 

Titre : Epididymal Stem / Progenitor Basal Cells Express LGR5 and can Differentiate into 

Principal Cells 
Annual Meeting of the Society for the Study of Reproduction, San Jose, CA, 19 Juillet 2019 
 
Auteurs : Laurie Pinel et Daniel Cyr 

Titre : LGR5: a Marker of Stem Cell in the Epididymis 

Symposium du Réseau Québécois en reproduction, Montréal, QC, 6 et 7 Novembre 2018 
 
Auteurs : Laurie Pinel et Daniel G. Cyr.  
Titre : Epididymal basal cells express the adult stem cell marker LGR5.  
Annual Meeting of the Society for the Study of Reproduction, Virtuel, 15 au 18 Décembre 2021  
 
Auteurs : Laurie Pinel et Daniel G. Cyr.  
Title: Epididymal basal cells express the adult stem cell marker LGR5.  
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Résumé en français : 

La récente démonstration de l'existence d'une population de cellules souches dans 

l'épididyme soulève des questions quant à leur identité. La régulation du développement 

épididymaire prénatal et postnatal précoce par la signalisation WNT nous a conduit à évaluer le 

profil d'expression de LGR5 dans l'épididyme. LGR5 est un marqueur connu des cellules souches 

adultes dans divers tissus et est régulé par R-Spondin, un membre de la voie de signalisation 

WNT. Nous avons évalué l'expression de LGR5 dans l'épididyme, sa régulation à la fois in vivo 

et in vitro à l'aide d'organoïdes dérivés de cellules basales. LGR5 est exprimé dans les cellules 

colonnaires indifférenciées de l'épithélium à PND7. Au fur et à mesure que l'épithélium se 

différencient, l'expression de LGR5 diminue et la protéine se localise à la base de l'épithélium 

tandis que son ARNm est détecté dans toutes les cellules de l'épithélium. Dans l'épididyme 

adulte, LGR5 est exprimé dans toutes les régions de l'épididyme mais ses niveaux d'ARNm sont 

plus élevés dans la région proximale alors que ses niveaux de protéines ne sont pas 

significativement différents entre les segments. La co-localisation de LGR5 avec les marqueurs 

de cellules basales p63 et ITGA6 dans l'épididyme adulte indique l'existence de 3 sous-

populations de cellules basales : ITGA6+/LGR5+/p63+, ITGA6+/LGR5+/p63- et ITGA6+/LGR5-

/p63+. Les niveaux de protéines de LGR5 augmentent à la suite d’une orchidectomie alors que 

ceux de p63 diminuent. Tous les organoïdes épididymaires précoces formés par les cellules 

basales ITGA6+ sont positifs pour LGR5 et p63 alors que leurs expressions diminuent au cours 

de la différenciation. L'inhibition de p63 dans les cellules basales ITGA6+ cultivées in vitro induit 

une diminution de la prolifération et de l'auto-renouvellement des cellules basales. Ensemble, ces 

résultats suggèrent que LRG5 et p63 représentent des marqueurs pour les cellules souches 

épididymaires. 
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6.1 Abstract 

The recent demonstration of the existence of a stem cell population in the epididymis raises 

questions regarding their identity. The regulation of prenatal and early postnatal epididymal 

development by the WNT signaling led us to evaluate the expression profile of LGR5 in the 

epididymis. LGR5 is a known marker of adult stem cells in various tissue and is regulated by R-

Spondin, a member of the WNT signaling pathway. We assessed the expression of LGR5 in the 

epididymis and its regulation both in vivo and in vitro using basal cell derived organoids. LGR5 

was expressed in undifferentiated columnar cells of the epithelium at PND7. As the epithelium 

underwent differentiation, the expression of LGR5 decreased and the protein became localized 

to the base of the epithelium while its mRNA was detected throughout the cells of the epithelium. 

In the adult epididymis, LGR5 was expressed in all regions of the epididymis but its mRNA levels 

were higher in the proximal region while its protein levels were not significantly different between 

the segments. Co-localization of LGR5 with the basal cell markers p63 and ITGA6 in the adult 

epididymis indicated the existence of 3 basal cell sub-populations: ITGA6+/LGR5+/p63+, 

ITGA6+/LGR5+/p63- and ITGA6+/LGR5-/p63+. Protein levels of LGR5 were upregulated by 

orchidectomy while p63 protein levels were downregulated. All early epididymal organoids formed 

by ITGA6+ basal cells were positive for LGR5 and p63 while their expression decreased during 

differentiation. The inhibition of p63 in ITGA6+ basal cells cultured in vitro induced a decrease of 

basal cell proliferation and self-renewal. Together these results suggest that LRG5 and p63 

represent markers for epididymal stem cells.  

6.2 Introduction 

Leucine-rich repeat-containing G-protein coupled receptor 5 (LGR5), a member of the Wnt 

signaling pathway, has received attention in recent years as a marker of an adult stem cell 

populations in the small intestine and colon [1]. Since then, LGR5 has been identified as a stem 

cell marker in various adult tissues such as mammary gland, prostate, kidney and liver [2-6]. 

LGR5 belongs to a family of glycoprotein hormone receptors.  It is a plasma membrane receptor 

that binds R-spondin, a secreted protein that enables the maintenance of the Wnt receptor 

complex thus potentiating the Wnt signaling implicated in the regulation of stem cells [7, 8]. 

The epididymis is formed by the coiling of the proximal part of the Wolffian duct, and its 

epithelium is composed by unique columnar cells in the first days after birth [9-11]. In the adult, 

the epithelium of the epididymis is pseudo-stratified and composed by 7 different cell types 

including basal and principal cells [12-14]. Wnt signaling is known to play a major role throughout 
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the development of the epididymis as different components of the WNT pathway are expressed 

in this organ and deletions of Wnt ligands induce morphological defects in the development of the 

epididymis [15-21]. Wnt signaling is highly active before birth throughout the epithelium and drive 

cell proliferation necessary for the coiling of the Wolffian duct into formation of the epididymis [22]. 

In the first few weeks after birth, the Wnt pathway also plays an important role in the proliferation 

of undifferentiated epithelial cells which through the use of genetic cell lineage tracing transgenic 

mouse models have been shown to differentiate into the epithelial cell types observed in the adult 

epididymis [18]. The basal cells are the first cells to differentiate during postnatal epididymal 

development (Day 14 in the rat) while the differentiation of principal, clear, and narrow cells occur 

subsequently to basal cells [10, 23].  

In the mouse and rat adult epididymis, basal cells expressing cytokeratin 5 (KRT5) and 

integrin-α6 (ITGA6) have been shown to form organoid structures in 3D cell culture. These cells 

can self-renew and differentiate into principal cells in vitro and in vivo, demonstrating that these 

cells, or a sub-population of these cells represent a stem cell population located at the base of 

the epithelium [24, 25]. Basal cells express several gap and tight junction proteins and different 

components of Hedgehog, WNT and Notch signaling pathway [26-29]. They also possess 

cytoplasmic projection that reach the lumen, and which have been suggested to act as sensor of 

the luminal microenvironment [30]. Efferent duct ligation has been shown to induce a 6-fold 

increase in apoptosis compared to homeostatic conditions as well as an increase in the 

proliferation of a basal cells population that survived, suggesting these may have a crucial role in 

tissue regeneration in the epididymis [31].  

Epididymal basal cells also express the transcription factor p63, a member of the p53 

family expressed in various stratified and pseudo-stratified epithelium and essential for the 

differentiation of the basal cell [32, 33]. In tissues such as trachea, prostate and mammary glands, 

basal cells regenerate the epithelium following cellular injury and a major regulator of this process 

is p63 [34-36].  In the epididymis, p63 is essential for the formation of basal cells and deletion of 

p63 results in the formation of an epithelium lacking basal cells [33]. In the prostate 7 populations 

of basal cells were observed according to the expression profile of p63 and several cytokeratins 

[37]. In this organ, lineage tracing of p63+ basal cells indicate that these cells can self-renew and 

differentiate into other cell types of the epithelium [37].  

Similar to p63, LGR5 is also important in the regulation of tissue regeneration. In the adult 

prostate, basal and luminal cells expressing LGR5 were resistant to castration and were essential 

for the regeneration of various prostate cell types after transplantation under the renal capsules 
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of immunosuppressed mice [6]. In the liver, LGR5 was not detected in healthy adult liver while it 

was detectable in a small population during tissue damage, suggesting an “activation” of these 

cells by tissue alteration. Lineage tracing experiment revealed that these rare positive cells were 

able to generate hepatocytes and bile ducts in vivo and to form organoids in vitro [38].  

The presence of stem cells in the epididymis raises questions with regards to whether or 

not all basal cells are stem cells or there exists a sub-population of basal cells that are stem cells. 

The identification of such cells is necessary in order to better characterize these cells and to 

understand their regulation. The objective of this study was to determine the expression profile of 

LGR5 in the epididymis and to assess whether or not these cells are associated with p63+ basal 

cells, another maker of stem cells in various tissues. 

6.3 Materials and methods 

Animals and tissues collection 

Male Sprague-Dawley rats (7, 14, 21, 28, 42 and 90 days of age) were purchased from 

Charles River Laboratories, Inc. (Saint-Constant, QC ; Fairfield, New Jersey) and were acclimated 

for at least 1 week under a constant photoperiod (12L:12D) and received food and water ad 

libitum. At the time of sampling, rats were euthanized with CO2. 

For immunofluorescence, epididymides were collected, cleared of testis and fat and frozen 

in OCT compound (ThermoFisher Canada, Ottawa, ON) on dry ice and stored at -86°C until 

sectioning. For in situ hybridization, epididymides were fixed overnight in 4% paraformaldehyde 

at room temperature. For qPCR and western-blot, epididymides were collected, cleared of testis 

and fat, separated according to the segment, and stored at -86°C until RNA and protein isolation. 

For cell culture, epididymides were collected from animals under aseptic conditions and were 

placed in Dulbecco modified Eagle medium (DMEM)/nutrient F12 Ham culture media (Gibco, 

ThermoFisher) containing penicillin (50 U/ml) and streptomycin (50 μg/ml) (SigmaAldrich, 

Mississauga, ON) until the epithelial cell dissociation. 

All the animal protocols used in this study were approved by the Institut National de la 

Recherche Scientifique (INRS) university animal care committee according to the guidelines of 

the Canadian Council on Animal Care.  
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RT-qPCR 

Isolation of total RNA from 14-, 42- and 91-days old rat epididymis was done using frozen 

tissues. RNA from epididymides (n=4) was pooled from 3 individual rats of 14 days of age, 

whereas RNA from one epididymis from an individual rat was used for 42 and 91 days of age. 

Total RNA isolation was also done from ITGA6-negative and ITGA6-positive cell fractions (n=4 

pools from 2 rats) obtained following magnetic separation of cells from epididymides of 48 day- 

old rats. Total RNA was extracted by using the NucleoSpin RNA Plus kit (Macherey-Nagel, 

Bethlehem, PA) according to the manufacturer’s instructions. The isolated RNA was treated with 

DNAse (1 U/ug of RNA, DNAse I, amplification grade; SigmaAldrich) to remove any DNA 

contamination. An aliquot of 400 ng of RNA was reverse transcribed using qScript® cDNA 

SuperMix (Quanta BioSciences, Beverly, MA). Real-time RT-PCR was performed using the 

PerfeCTa TM SYBR Green SuperMix (Quanta Biosciences). Primers were designed using Primer 

Blast (NCBI) and Oligo Primer Analyses Software (Molecular Biology Insights, Cascade, CO).  

Primer sequences are listed in Supplemental Table 1. All samples were done in duplicate. 

Standard curves using appropriate cDNA were created for all genes examined and used to 

calculate relative expression levels. Relative mRNA levels of target genes were normalized to 

GAPDH. Melting curves were obtained for each PCR amplification; specificity and predicted 

amplicon size products were verified by running PCR products on a 1.5% agarose gel. Gels were 

visualized and analyzed using a GelDoc system and Image Lab software (ver. 4.0; Bio Rad 

Laboratories, Oakville, ON). PCR amplicons were commercially sequenced by Sanger 

sequencing (Genome Quebec, Montreal, QC). 

 

Immunofluorescence staining of epididymis sections 

Sections were fixed in ice cold-methanol for 10 min at -20°C, rinsed in PBS, and 

subsequently in a solution of 0.75% glycine in PBS, and 0.3% Triton X-100 in PBS at room 

temperature for 15 min. Sections were then incubated with blocking solution (5% BSA and 10% 

donkey serum in Tris-buffered saline-Tween 20 buffer (TBS-T; 20 mMTris-HCl, 150 mM NaCl, 

and 0.1% Tween20, pH 7.4)) for 1hr. Sections were subsequently incubated with an LGR5 

antibody diluted in blocking solution for 4 hrs at room temperature. All primary and secondary 

antibody used are listed in Supplementary Table 2. Sections were washed three times with TBS-

T with agitation and incubated with an anti-mouse secondary antibody in blocking buffer at room 

temperature for 45 min. Sections were then incubated with the two others primary antibodies (p63 

and a conjugated-ITGA6 antibody) for 2 hrs at room temperature and with an anti-rabbit 
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secondary antibody in blocking buffer containing Hoechst dye (1 μg/ml; Biotium, Scarborough, 

ON) at room temperature for 45 min. Finally, sections were washed twice in TBS-T and once in 

TBS and mounted with Fluoromount (Southern Biotech, Birmingham, USA). Negative controls 

were done in absence of primary antibody. Immunolabeled sections were examined under a 

Nikon A1Plus confocal microscope, and images were analyzed using the NIS-Elements AR 

software (Nikon Canada, Mississauga, ON). 

 

In Situ Hybridization 

Tissues were fixed overnight in 4% paraformaldehyde at room temperature, dehydrated, 

embedded in paraffin, and sections were cut at 5μm. In situ hybridization (ISH) was performed 

using RNAscope® 2.5 High-Definition Brown assay according to the manufacturer’s instructions 

(Advanced Cell Diagnostics, Harward, CA). Briefly, slides were baked at 60°C 1h and were 

deparaffinized with successive bath of histoclear (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA) 

and 100% alcohol. Slides were treated with RNAscope® hydrogen peroxide for 10min at RT and 

washed with distilled water. Target retrieval was then performed with RNAscope® target retrieval 

reagents for 15 min at mild boil temperature and was followed by several wash steps in distilled 

water and 100% alcohol. A barrier was created around the sections using a hydrophobic barrier 

pen (ImmEdge, Vector Laboratory, Burlingame, CA) and RNAscope® Protease Plus was applied 

for 30min at 40°C. Probes were then hybridize for 2 hrs at 40°C and signal were amplified using 

RNAscope® 2.5 HD AMP 1 to 6 according to the manufacturer’s instructions. RNAscope® probes 

were designed specifically for targeted rat genes by the manufacturer. Probes were designed for 

Lgr5 (NM_001106784.1, region 200-1245, catalogue number 403731), p63 (NM_001127344.1, 

region 2-1015, catalogue number 54736), Ppib (positive control probe, NM_022536.2, region 95-

830, catalogue number 313921) and DapB (negative control probe, EF191515, region 414-862, 

catalogue number 310043). The signal was detected using RNAscope® DAB for 10 min at RT 

and slides were counterstained using hematoxylin (Leica biosystem, Buffalo Grove, IL) and 0.02% 

ammonia water. Sections were examined under a Nikon Eclipse E800 with a Retina Exi camera 

(Q Imagine, Teledyne Photometrics, Tucson, AZ), and images were analyzed using the QC 

capture pro software (Q Imagine, Teledyne Photometrics). 
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Orchidectomy 

Orchidectomy experiments were performed as previously described [39]. Adult Sprague-

Dawley rats were anesthetized with an intraperitoneal injection of 

ketamine/xylazine/acepromazine (50/5/2.5 mg/kg) and a subcutaneous injection of analgesic 

(buprenorphine; 0.3 mg/kg). Rats were either sham-operated (n = 4; controls), bilaterally 

orchidectomized via an abdominal incision (n = 4), or orchidectomized and given three 

subcutaneous implants of testosterone (3 x 6.2 cm; n = 4), as previously described to maintain 

epididymal testosterone levels [40]. Testosterone-filled polydimethylsiloxane implants were 

prepared, as previously described [41] and have well-characterized steroid release rates [42]. The 

animals were euthanized 7 days after surgery and epididymides were removed and subdivided 

into caput, corpus and cauda regions before being flash frozen in liquid nitrogen. Paired 

epididymides, seminal vesicles and ventral prostates were weighed to assess testosterone 

implant efficacy [43].  

 

Western-blot 

Total proteins were extracted from caput, corpus, and cauda epididymides of adult rats 

(n=4) and frozen in liquid nitrogen and stored at -86ºC. Tissues were crushed in liquid nitrogen 

using a mortar and pestle and homogenized in 3 ml/g of tissue in cold RIPA lysis buffer (PBS, 1% 

Igepal, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% sodium dodecyl sulfate (SDS), 100 μg 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 100 μM sodium orthovanadate, protease inhibitor cocktail, 

and phosphatase inhibitor cocktail; PhosStop 1X, Roche, Laval, QC). The homogenate was then 

placed on ice for 30 min followed by centrifugation at 10 000g for 10 min at 4°C and the 

supernatant was collected. The protein concentration of the samples was determined with the 

Pierce BCA Protein assay kit (Thermo Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada), aliquoted, and 

stored at −86°C. A 50 μg aliquot of total protein was denatured in Laemmli buffer (Tris-HCl 60 

mM, pH 6.8, 2% sodium dodecyl sulfate (SDS), 10% glycerol, and 0.01% bromophenol blue) 

containing 100 mM dithiothreitol (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada) for 15 min at room 

temperature or for 5 min at 95°C and subjected to electrophoresis on a 7.5% SDS-polyacrylamide 

gel. Proteins were electroblotted onto polyvinylidene difluoride membranes using a semidry 

transfer apparatus (Trans-Blot Turbo Transfer System; Bio-Rad Laboratories, Mississauga, 

Ontario). The efficiency of the transfer was determined by staining the blots with Ponceau red 

(0.6%w/v in 1% acid acetic) for 5 min. The membranes were then rinsed and blocked in TBS-T 

containing 5% non-fat dry milk (TBST-M) for 60 min. The membranes were then incubated with 
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anti-LGR5 antibody (Origene, TA503316, 10 ug/ml) or anti-TP63 antibody (Proteintech, 12143-1-

AP, 0,3 ug/ml) diluted in TBST-M, overnight at 4°C. Blots were then washed three times with TBS-

T at room temperature and incubated with an anti-mouse HRP (abcam, ab6728, 0.4 ug/ml) or an 

anti-rabbit HRP (abcam, ab6721, 0.4 ug/ml) in TBST-M for 1 hr. The blots were then washed 

three times with TBS-T and one time with TBS, and the signal of the immune complexes was 

detected with eClarity Western enhanced chemiluminescence substrate (BioRad Laboratories). 

The membranes were then incubated with anti-tubulin antibody (abcam, ab4074, 0.2 ug/ml) for 

1hr and with an anti-rabbit HRP (abcam, ab6721, 0.4 ug/ml). Data were analyzed with a 

ChemiDoc MP imaging system (Bio-Rad Laboratories). 

 

Epithelial cell isolation 

Under aseptic conditions, epididymides were cleared of fat and cut into small fragments 

(2–3mm). Tissue fragments were placed in DMEM/nutrient F12 Ham (Gibco, ThermoFisher) 

containing antibiotics and digested with two successive incubations of 50 min in collagenase (2 

mg/ml; Life Technologies Inc., Burlington, ON) at 37°C using a shaking water bath. Cells were 

dissociated by gently pipetting the small tissue fragments and allowing the cells to settle to the 

bottom of the tube. The supernatant was then replaced with fresh digestion medium. Following 

the second digestion, tissue fragments were placed in culture medium containing trypsin-

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA; 0.25% W/V) for 10 min at 37°C in a shaking water bath. 

Trypsin activity was stopped with the addition of DMEM/HAM F12 medium (Gibco, ThermoFisher) 

containing antibiotics and fetal bovine serum (FBS; 5%; Fraction V; Sigma Aldrich). Cells were 

collected by centrifugation (34g) for 5 min, suspended in cold DMEM/HAM F12 medium (Gibco, 

ThermoFisher) and successively passed through three nylon filters of 100, 70, and 40 μm. An 

aliquot of cells was then counted using a hemocytometer.  

 

Magnetic-Activated Cell Sorting 

Basal cells were then isolated as previously described [27]. Briefly, cells were centrifuged 

and suspended in filtered, cold, magnetic-activated cell sorting (MACS) buffer (2 mM EDTA, 0.5% 

BSA in PBS, pH 7.2) and incubated with a monoclonal antibody against integrin- 6 (ITGA6; 1 

μg/106 cells; Abd Serotec, Kidlington, UK) on ice for 20 min. Cells were washed in MACS buffer, 

collected by centrifugation and then incubated for 15 min on ice with anti-mouse IgG microbeads 

(20 μl of beads in 80 μl of cold MACS buffer/107 cells; Miltenyi Biotec, Cambridge, MA). Cells 
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were washed, suspended in cold MACS buffer, and placed on a MACS MS separation column 

(Miltenyi Biotec). The column was placed in a magnetic stand (Miltenyi Biotec) and cells that were 

first eluted through the column were considered as being the ITGA6-negative fraction. The column 

was then rinsed with MACS buffer and removed from the magnetic stand. MACS buffer (1 ml) 

was then used to elute the cells retained on the column. This was designated as ITGA6-positive 

cell fraction that contained an enriched population of basal cells. The cells collected in the ITGA6-

positive cell fraction were further purified by a second passage on a magnetic separation column. 

The number and viability of cells were verified by using trypan blue and an aliquot of cells was 

placed on a glass microscope slide to evaluate the purity using the basal-cell-specific staining for 

KRT5, a specific marker of basal cells. Cells were then used for RNA isolation or for cell culture 

as described below. 

 

3D Cell culture 

A total of 25 000 viable basal cells were centrifuged at 300g for 5 min and suspended in 

50μl of culture medium containing a 1:1 ratio of cold advanced DMEM/F12 (Gibco, ThermoFisher) 

/ Growth Factor Reduced Matrigel (Phenol red free; Corning, Lowell, MA).  Drops of 50μl of the 

homogeneous suspensions were deposited in the middle of a well in a 24-well cell culture plate 

and place upside down in a 37°C incubator for 30 min to allow the Matrigel to solidify. Culture 

medium (see below) was added to the drop and cells were kept at 32°C in a CO2 incubator. Half 

of the medium was refreshed every 2 to 3 days. The medium was composed of advanced 

DMEM/F12 (Gibco, ThermoFisher), EGF (10ng/ml, SigmaAldrich), bFGF (10ng/ml, Sino 

Biotechnologies, Wayne, PA), heparin (4ug/ml, Gibco, ThermoFisher), DHT (10nM, 

SigmaAldrich), hydrocortisone (80ng/ml, SigmaAldrich), Glutamax (100X, Gibco, ThermoFisher), 

HEPES (10mM, Biobasic, Markham, ON), a selective inhibitor of TGF-β type I receptor ALK5 

kinase name A83-01 (250nM, SigmaAldrich), N-acetylcysteine (1.25mM, SigmaAldrich), 

tocopherol (200ng/ml, Sigma Aldrich) and cAMP (10ng/ml, Sigma Aldrich).  

 

Immunofluorescence staining of organoids 

Organoid culture drops were rinsed in PBS and fixed with ice-cold methanol for 20 min at 

-20°C. Cells were then rinsed three times with 0.75% glycine in PBS for 10 min, permeabilized 

with 0.3% Triton-X-100 in PBS for 15 min and incubated in blocking solution (5% BSA in PBS-

Glycine) for 90 min. Immunolabelling was done using different antibodies (listed in Supplemental 
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Table 2) diluted in blocking solution and incubated overnight at 4°C. Organoids were washed in 

PBS and incubated at room temperature with a solution containing secondary antibodies and 

Hoechst dye (1 μg/ml; Biotium). Slides were mounted in Fluoromount (Southern Biotech). 

Negative controls were done in absence of primary antibody. Immunofluorescence was examined 

under a Nikon A1Plus confocal microscope, and images were analyzed with the NIS-Elements 

AR software (Nikon).  

 

Lentiviral transduction of small hairpin RNAs (shRNA)  

After 6 days of culture in 3D as described above, medium was removed and organoids 

were incubated at 37°C with 1 ml of dispase (1mg/ml, Gibco, ThermoFisher) until the Matrigel 

was completely dissociated. Cells were collected by centrifugation (300g) for 7 min and 

suspended in trypsin-EDTA (0.05% W/V) for 10 min at 37°C. Trypsin activity was stopped with 

the addition of DMEM/HAM F12 medium containing antibiotics and 5% FBS. Cells were collected 

by centrifugation (300g) for 7 min, suspended in DMEM/HAM F12 medium and passed through a 

27-gauge needle to obtain a single cell suspension. In the same time, a mix composed by the 

medium described above with the addition of an inhibitor of the ROCK signaling pathway (Y27632; 

10 μM, Peprotech, Rocky Hill, NJ), cholera toxin (100 ng/ml, Sigma-Aldrich), an activator of the 

WNT pathway (R-spondin1; 500 ng/ml, Peprotech), and an inhibitor of the BMP pathway (noggin; 

100 ng/ml, Peprotech) was incubated 20 min at room temperature with polybrene (8μg/ml, 

MilliporeSigma) and shRNA LV particles non targeting or directed against TP63 (MOI=10, SMART 

vector shRNA LV particles, mCMV Turbo GFP, Horizon Discovery, Denver, CO). The mix was 

added to the cell pellet and the cell suspension was then deposit in the middle of a well in a 24-

well cell culture plate coated with 1:1 ratio of advanced DMEM/F12 (Gibco, ThermoFisher) / 

Growth Factor Reduced Matrigel (Phenol red free; Corning). The slides were incubated at 32°C 

in a CO2 incubator. Fresh medium was added 3 days after the transfection and the efficiency of 

the transduction was monitored by counting the number of EGFP positive cells and the number 

of total cells in several field of view. Finally, the cells were dissociated and were cultured in 3D as 

described above. 

 

Statistics 

Each experiment contained at least 3 biological replicates and two technical replicates 

unless otherwise indicated. Values are presented as mean ± SEM. Analysis were realized by 
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using GraphPad Prism (version 6; GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). A Student t-

test was done to compare two conditions and a one-way ANOVA with a Holm-Sidak's multiple 

comparisons test was done to compare more than two conditions. P values ≤0.05 were 

considered significant. 

6.4 Results 

LGR5 is expressed during postnatal development. 

To assess whether or not epididymal LGR5 mRNA levels varied during the differentiation 

of the epididymis, LGR5 mRNA was evaluated in the proximal (initial segment, caput, and corpus) 

and distal (cauda) regions of the epididymis of 14-, 42- and 91-days old rats (Fig 6.1A). LGR5 

mRNA levels in the proximal epididymis was high on day 14, when cells of the epididymis are 

undifferentiated, and decreased on day 42 to remained stable in adults. In the distal region of the 

epididymis, there were no significant differences in LGR5 mRNA levels according to the age of 

the rats. In the young rat, LGR5 mRNA levels was significantly higher in the proximal epididymis 

than in the distal epididymis, while there was no difference in rats of 42 and 90 days (Fig. 6.1A).  

To assess if LGR5 was expressed in basal cells, co-localization of LGR5 with a specific 

marker of basal cell, p63, was done in epididymides from rats ranging in age from postnatal day 

7 (PND7) to PND42 (Fig. 6.1B). LGR5 was present in the columnar cells of the undifferentiated 

epididymis of PND7 rat and localized along the lateral margins of the cells that line the lumen of 

the epididymis at this age, prior to the appearance of basal cells. LGR5 was present throughout 

the epithelium and there was no staining for p63, as previously reported [23, 32, 44]. By PND14, 

there was a decrease in the number of cells that were positive for LGR5 while p63 was present 

in some of the epithelial of the epididymis. From PND21 and until adulthood, LGR5 and p63 were 

both localized in cells at the base of the epithelium (Fig. 6.1B). There were no differences in 

immunostaining along the length of the epididymis.   

 

LGR5 is expressed in all epididymal segments. 

In the adult (day 91) epididymis, transcripts for LGR5 were present in all the segment of 

the epididymis and levels were significantly higher in the initial segment compared to the other 

segments (Fig. 6.2A). In situ hybridization indicated that LGR5 transcripts were present in all the 

segments of the epididymis, in cells at the base of the epithelium but also in other cell types (Fig. 

6.2B). In the initial segment, some tubules showed the presence of rare LGR5 transcripts in basal 
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and narrow cells while most tubules showed a high level of LGR5 transcripts through the 

epithelium. LGR5 transcript were also observed in the basal cell of adult rat prostate tissue as 

previously described [6] (Fig. 6.2B).  

Co-localization of LGR5 and p63 indicated that they are expressed in all segments of the 

epididymis and are restricted in the basal cell of the epithelium suggesting that there may exist a 

post-transcriptional regulation of LGR5. In the corpus and cauda epididymis, we observed 

projections of basal cells positive for LGR5 that reached the lumen of the tubules (Fig. 6.2C). 

Western blot analyses demonstrated that there was no significative difference in the protein level 

of LGR5 between the segments of the epididymis (Fig. 6.2D).  

In situ hybridization of p63 transcripts indicated that unlike LGR5, p63 mRNA were 

exclusively localized in basal cells of the epididymis (Fig 6.2E). This indicates that the regulation 

of p63 likely differs from LGR5 at the level of transcription throughout the epididymis.    

 

Identification of three populations of basal cells 

To evaluate the different population of basal cells that comprise the adult epididymis, we 

examined the colocalization of ITGA6 (Cd49f) with LGR5 and p63. Antibodies against CD49f have 

been used to isolate both basal cells in the adult and columnar cells in young rats [21, 27]. Using 

co-localization of these three proteins we were able to distinguish 3 different immunostaining 

patterns of basal cells in the epithelium of the adult epididymis: ITGA6+/LGR5+/TP63+, 

ITGA6+/LGR5+/TP63- and ITGA6+/LGR5-/TP63+ (Fig. 6.3A). Quantification of the 

immunostaining patterns indicated that in all segments, most of cells are positive for the three 

markers (94.34 % in the initial segment, 87.31 ± 3.41 % in the caput, 91.41 ± 4.29 % in the corpus 

and 94.97 ± 1.98 % in the cauda). However, some of the cells were ITGA6+/LGR5+/TP63- (3.77 

% in the initial segment, 11.20 ± 5.21 % in the caput, 8.59 ± 4.29 % in the corpus and 2.73 ± 1.55 

% in the cauda) and a small percentage of the cells were ITGA6+/LGR5-/TP63+ (1.89 % in the 

initial segment, 1.49 ± 1.81 % in the caput, none in the corpus and 2.30 ± 2.27 % in the cauda) 

(Fig. 6.3B). We also did co-localization of LGR5 with two other basal cell markers; 

cyclooxygenase 1 (COX1) and cytokeratin 5 (KRT5) and a clear/narrow cell marker (ATP6V1B2). 

LGR5 co-localized with COX1 and KRT5 confirming its expression in the basal cells of the 

epididymis (Fig. 6.3C and D). We also observed some sporadic double positive cells for LGR5 

and ATP6V1B2 in the proximal part of the epididymis (Fig. 6.3E), however there were too few of 

these to quantify. 
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The expression of LGR5 and p63 change after orchidectomy 

Orchidectomy in rat results in a wave of apoptosis that begins in the initial segment and 

propagates to the cauda epididymidis and which results in rapid regeneration of the epithelium. 

While androgen reduce this effect, it does not overcome this process [45, 46].  To assess the 

effects of orchidectomy on LGR5 and p63 rats were either sham-operated (controls), 

orchidectomized or orchidetomized and given testosterone implants and were sampled 7 days 

after surgery. Seminal vesicle and ventral prostate weights confirmed the efficiency of the 

orchidectomy and testosterone maintenance [43]. In all three segments of the epididymis, there 

was an increase in the expression of LGR5 after orchidectomy (3,0-fold increase in the caput and 

cauda and 3,4-fold increase in the corpus) while orchidectomy plus testosterone maintenance 

reduced LGR5 levels relative to the control group in the caput and cauda of the epididymis (1,2-

fold increase in the caput and 1,3-fold increase in the cauda) (Fig. 6.4). At the opposite, there was 

a decrease in the expression of p63 after orchidectomy in all three segments of the epididymis 

(4,1-fold decrease in the caput, 3,5 -fold decrease in the corpus and 2,2-fold decrease in the 

corpus) while orchidectomy plus testosterone maintenance reduced the decrease of p63 levels 

relative to the control group in the cauda of the epididymis (1.3-fold decrease) (Fig. 6.4). This 

suggests that the epithelial damage is associated with an increase in LGR5 levels and a decrease 

in p63 levels. 

 

LGR5 is expressed in epididymal basal cells and organoids derived from basal cells 

To evaluate the mRNA expression of LGR5 in the basal and non-basal cell fraction of the 

epididymis, a magnetic isolation of basal cells expressing ITGA6 was done [27] (Fig. 6.5A). 

Analysis of mRNA levels of the basal cell marker KRT5 allowed us to evaluate the efficiency of 

the isolation. A 24-fold increase in KRT5 mRNA levels was observed between the ITGA6+ and 

ITGA6- cell fractions (Fig. 6.5A). We subsequently analyzed the expression of LGR5 in the two 

cell fractions. Results indicated the presence of LGR5 mRNA in the two fractions while ITGA6+ 

cells overexpressed LGR5 compare than ITGA6- cells (Fig. 6.5A).  

Isolated basal cells were then cultured in Matrigel under 3D conditions. As previously 

reported, single ITGA6+ basal cells rapidly proliferated to form spherical organoid structures [47]. 

Immunofluorescence staining of LGR5, p63, KRT5 and AQP9 was assessed in organoids after 7 

days of culture and after 14 days of culture (Fig. 6.5B). After 7 days of culture early organoids 

showed no differentiation and were all positive for both LGR5, p63 and KRT5 while there were all 
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negative for AQP9. After 14 days of culture some ITGA6+ basal cells differentiate into principal 

cells as shown by the expression of AQP9. At this timepoint, organoids showed a decrease in 

membrane-localized LGR5 and an increased cytoplasmic localization of LGR5 [47] (Fig. 6.5B).  

To assess the role of p63 in basal cell regulation, we inhibited its expression using lentiviral 

particles to deliver shRNA into basal cells grown in 2D culture. Three days after transfection, there 

was a transfection efficiency of 67% for the non-targeting shRNA and 68% for the p63 shRNA. 

We noted a lower proliferation 6 days after transduction for the basal cells transfected with the 

p63 shRNA compared to the control. We then obtained a single-cell suspension of basal cells and 

cultured them in 3D and observed a lower number of organoids for the cells transduced by the 

p63 shRNA compared to the non-targeting shRNA (Fig. 6.5C-D). 
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Figure 6.1. Characterization of LGR5 in the epididymis during postnatal development.  

(A) LGR5 mRNA levels detected by qPCR in the proximal (initial segment, caput, and corpus) and distal (cauda) regions 

of the epididymis of 14, 42 and 91-day old rats. *ANOVA and Holm-Sidak's multiple comparisons test, p<0.05. B) 

Immunolocalization of LGR5 (green) and p63 (red) in the corpus epididymis of 7, 14, 21, 28, 42-day old rats. 

Immunostaining in other regions of the epididymis was similar to that observed in the corpus epididymidis. (IT indicates 

the interstitium and L indicates the lumen) (Scale bar, 10µm). 
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Figure 6.2. Characterization of LGR5 in the different segments of the adult epididymis.  

(A) LGR5 mRNA levels detected by qPCR in the initial segment, caput, corpus and cauda regions of the epididymis. 

*ANOVA and Holm-Sidak's multiple comparisons test, p<0.05. B) Localization of LGR5 mRNA detected by in situ 

hybridization in different segments of adult rat epididymis and in the prostate (Scale bar, 50µm). C) Immunolocalization 

of LGR5 (green) and p63 (red) in the initial segment, caput, corpus and cauda epididymidis of adult rats (IT indicates 

the interstitium and L indicates the lumen) (Scale bar, 10µm). D) LGR5 protein levels quantified by western blot in the 

initial segment, caput, corpus and cauda regions of the epididymis of adult rats. *ANOVA and Holm-Sidak's multiple 

comparisons test, p<0.05. E) Localization of p63 mRNA detected by in situ hybridization in different segments of adult 

rat epididymis (Scale bar, 50µm). 
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Figure 6.3. Identification of different populations of basal cells. 

(A) Co-localization of LGR5 (green), p63 (red) and ITGA6 (grey) in epididymis of adult rats (L indicate the lumen). (B) 

Cells positives for ITGA6 were classified as basal cells and their frequencies evaluated according to their LGR5 and 

p63 expression (Scale bar, 20µm). (C-E) Co-localization of LGR5 (green) with KRT5 (C), COX1 (D) and ATP6V1B2 

(E) in epididymis of adult rats (L indicate the lumen) (Scale bar, 20μm). 
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Figure 6.4. Effect of orchidectomy on LGR5 and p63 expression levels.  

Adult rats were either sham-operated (n = 4) and served as controls, bilaterally orchidectomized via an abdominal 

incision (n = 4), or orchidectomized and given three subcutaneous implants of testosterone (T) (n = 4) to maintain 

epididymal testosterone levels. Rats were euthanized 7 days after surgery and epididymal proteins were used to detect 

the relative LGR5 and p63 protein levels. *ANOVA and Holm-Sidak's multiple comparisons test, p<0.05. 
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Figure 6.5. Isolation of the basal cells of the adult epididymis and formation of organoids.  

Isolation of the basal cells of the adult epididymis and formation of organoids. A) KRT5 (marker of basal cells) and 

LGR5 mRNA levels in ITGA6-negative and ITGA6-positive (basal cells) epididymal cells. (n = 4) *Student t test, p<0.05. 

B) Immunofluorescence staining of LGR5, KRT5, p63 and AQP9 in organoids derived from ITGA6-positive cells. Panel 

a) and b) shows LGR5, KRT5 and p63 immunostaining after 7 days of culture; panel c), d) and e) shows LGR5, KRT5, 

p63 and AQP9 immunostaining in organoids after 14 days of culture. Nuclei were stained with a Hoechst dye (Scale 

bar = 50μm). C) EGFP fluorescence detected in basal cells after transduction with a non-targeting shRNA and a shRNA 

against p63. Photos were representative of several wells at day 6 of passages 2 and 3 (Scale 1000μm). D) Number of 

organoids per field of view after 7 days of culture in 3D. 
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6.5 Discussion 

The existence of a stem cell population in the basal cell compartment of the epididymis 

was demonstrated in the rat and the mouse, however, no epididymal stem cells markers have yet 

been identified [24, 25, 48, 49]. In the current study, we observed the presence of LGR5-positive 

cells at the base of the epididymal epithelium. LGR5 is a receptor of the WNT signaling pathway 

and is implicated in the regulation of stem cell proliferation and development, including that of the 

prostate, the kidney and the urogenital system [3, 6-8, 20, 22, 50].  

Early in postnatal development (PND7), undifferentiated columnar cells express only 

LGR5 and, as previously reported, p63 begins to be expressed in some of the columnar cells by 

postnatal day 14 [23, 32, 44, 51]. During development, the cells that express p63 migrate, or are 

pushed, towards the basal compartment of the epithelium and subsequently referred to as basal 

cells, while the other columnar cells subsequently differentiate into mature epithelial cells 

(principal, narrow, clear, and apical cells) [11]. A recent study from Dufresne and others showed 

that columnar cells can differentiate into basal, clear, and principal cells when cultured in 3D [21]. 

The expression of LGR5 that we observed by columnar cells collaborates their function as stem 

cell and suggests that basal cells represent a quiescent stem cell population derived from these 

columnar cells and which remain dormant unless the tissue needs them. 

In situ hybridization experiments revealed the presence of LGR5 mRNA in the basal cells 

of the epididymis and in other cell types throughout the epithelium. In the initial segment, the 

mRNA profile of LGR5 is heterogeneous, with most tubules showing many mRNAs through their 

epithelia while some tubules show sparse mRNA in basal and narrow cells. The initial segment is 

uniquely regulate compared to the other segment and it was previously demonstrated that this 

segment is divided in 4 regions in the rat while it was suggested that it may be composed by 

different cell population [52-54]. The LGR5 mRNA localization in the epididymis profile was 

different to the one observed in the prostate where clusters of staining were observed in basal 

and luminal cells suggesting different regulation between these two pseudo-stratified epithelia [6]. 

This profile was also different to the one observed with p63 where p63 transcripts were present 

exclusively in basal cells. Analysis of the basal and non-basal cell fraction confirmed the presence 

of LGR5 mRNA in the two fractions while it was more present in the basal cell fraction. These 

results differ from protein levels in which LGR5 is localized in basal cells. The presence of LGR5 

mRNA in terminally differentiated luminal epithelial cells suggests that either the transcript 

remains present in cell during differentiation or that these markers continue to be expressed in 

differentiated cells of the epididymis such as it is proposed in the uterine epithelium [55]. Similar 
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results were observed in the murine epididymis (not shown). The fact that LGR5 protein is not 

present in these cells may also suggests that LGR5 undergo post-transcriptional regulation to 

suppress the translation of LGR5 transcript. In the intestine the Neuronal precursor cell 

developmentally downregulated protein 4 (NEDD4) and its homologue NEDD4L, members of 

HECT-type E3 ubiquitine ligases target LGR5 for lysosomal and proteasomal degradation [56].  

A recent study detected at least 3 basal cell populations in mouse epididymis using single 

cell sequencing [14]. These subpopulations expressed ITGA6 and cytokeratin 14 and revealed 

few diversities in their gene expression profile. Four basal cell clusters, all positive for KRT5, were 

also observed by single cell sequencing performed on 3D cultures of human epididymal cells [57]. 

In the human epididymis, the presence of TP63 was noted in a specific sub-population of KRT5-

positive cells [58]. In the present study, we identified three separate populations of basal cells 

(ITGA6+) based on the expression of LGR5 and p63. These include ITGA6+/p63+/LGR5-; 

ITGA6+/p63+/LGR5+; and ITGA6+/p63-/LGR5+ cells. In the adult epididymis, 

ITGA6+/LGR5+/p63+ cells are the most common basal cell sub-population and the differential 

expression of p63 and LGR5 in basal cells may reflect cells undergoing different stages of 

differentiation. In the prostate, p63 is also expressed by cells at the base of the epithelium and is 

involved in the commitment of progenitor cells [34, 59]. In the epidermis, it has been proposed 

that the expression of p63 preserves the proliferation potential of basal cells and prevents the 

differentiation of these cells [60]. If this is the case in the epididymis, then one would expect that 

p63+ subpopulations of basal cells to remain undifferentiated. Murashima, et al. [33] reported that 

transplanted epididymides from p63 knockout mice do not form any basal cells but were 

composed by other cell types of the epididymis, thereby suggesting that in absence of p63 all 

columnar cells differentiate into principal, narrow, clear, and apical cells. The inhibition of the 

transcription factor p63 that we carried out on basal cells in vitro led to a decrease in the 

proliferation and self-renewal of these cells, in correlation with the previous data indicating that 

p63 is essential for the maintenance of basal cells [33]. However, we could not evaluate the effect 

of this inhibition on the differentiation of basal cells into other cell types since the formation of our 

organoid model to study differentiation was prevented.  

We also observed sporadically positive cells for LGR5 and ATP6V1B2; the latter being 

recognized as a marker of clear and narrow cells [61]. However, the proximal localization of the 

cell and their morphology that we observed in the tissue seems particular to narrow cells with an 

apical nucleus and a connection to the basement membrane by a ramification. In situ hybridization 

also confirm the presence of LGR5 mRNA in these cells. Cells positive for ATP6V1B2 were also 
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observed in undifferentiated organoids derived from columnar cells and double positive cells for 

KRT5 and B1-VATPase in the epididymis of cattle were also detected [21, 62]. These cells could 

then represent an intermediary population of cells or differentiated narrow/clear cells that 

conserved their basal expression of LGR5/KRT5 in the adult tissue.  

Studies have shown that orchidectomy or efferent duct ligation results in a wave of 

apoptosis in the epididymis and that the tissue rapidly regenerates with an increase in mitotic 

figures 2 to 3 days after efferent duct ligation and the proliferation of a basal cell population that 

survive after orchidectomy [31, 63-65]. Our results indicate that LGR5 was increased 7 after 

orchidectomy. Interestingly, androgen maintenance did not maintain LGR5 levels to that of 

controls in the corpus of the epididymis. Fan and Robaire [46] observed that while testosterone 

implants decreased apoptosis that testosterone could not prevent apoptosis and that other 

unidentified testicular factors also played a role in preventing apoptosis, our results supporting 

these observations [45]. In the prostate, LGR5-positive cells were resistant to castration and can 

proliferate and differentiate in vivo and in vitro [6]. In the epididymis lineage tracing of basal cell 

expressing LGR5 have yet to be reported to confirm their ability to regenerate the epithelium in 

vivo. We also observed a decrease of the protein level of p63 following orchidectomy. This 

decrease of p63 after injury was also observed in the olfactory epithelium and was associated 

with an activation of the reserve stem cell population [66]. Inhibition of p63 expression in epithelial 

cells of the mammary gland led to a decrease in cell adhesion genes, while inhibition of the ΔNp63 

form in transgenic mice led to premature differentiation of epidermal cells. suggesting that the 

decrease in p63 is a key step towards the differentiation of basal cells into other cell types [67, 

68]. In the prostate it has been shown, via lineage tracing studies that p63+ cells are able to 

differentiate while in the epididymis lineage tracing of basal cell expressing p63 have yet to be 

reported [37]. 

It was demonstrated in previous studies that population of basal cells were able to form 

epididymal organoids [24, 25]. In the present study organoids derived from ITGA6+ basal cells 

and culture for 7 days under 3D conditions were all comprised of LGR5+/p63+ cells suggesting 

that p63 and the LGR5/WNT signaling pathway play a role in the activation and differentiation of 

basal stem cells and that both are markers of basal stem cells implicated in the formation of 

organoids [6, 38, 69]. In the regenerative mammary ducts, myoepithelial cells positives for both 

LGR5 and TP63 were observed and were believed to be implicated in the regeneration of the 

tissue [70]. In colorectal cancer cells, two binding sites of TP63 in LGR5 promoter regions were 

identified and the study showed that the form TAp63α target LGR5 to promote stemness of these 
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cells [71]. Further studies are needed to understand the link between these factors in basal 

epididymal stem cells. 

 In conclusion, the results from this study reveal that LGR5 is expressed in 

undifferentiated columnar cells and in adult epididymal basal cells. The expression of LGR5 and 

p63 allows the identification of several populations of basal cells and highlight the importance of 

these factors in the regulation of basal cells. We believe that the suggestion of LGR5/p63 as 

markers of epididymal stem cells will thus facilitate their isolation, characterization and the 

understanding of their regulation and differentiation. 
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Supplemental Table 1. List of primers used in this study. 

 

 

Supplemental Table 2. List of primary antibodies used in immunofluorescence in this study. 
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7 DISCUSSION GÉNÉRALE 

L’épididyme est un organe du système reproducteur masculin impliqué dans la maturation 

des spermatozoïdes. Il est cependant peu étudié et la présence de cellules souches au sein de 

cet organe est une controverse depuis de nombreuses années (Pinel et al., 2019). Des travaux 

antérieurs réalisés au sein du laboratoire ont cependant permis de montrer que les cellules 

basales de l’épithélium épididymaire partagent des propriétés communes avec des cellules 

souches et que la culture en 2D permet d’observer un début de différenciation de ces cellules 

(Mandon et al., 2015) . 

Les expériences réalisées lors de mon doctorat sont la suite directe de ces travaux et ont 

consisté à la mise en culture des cellules basales d’épididyme de rats en 3D. Dans ces conditions, 

les cellules basales sont capables de s’auto-renouveler sur plus de 10 générations et de se 

différencier en cellules principales, elles-mêmes capables de sécréter la clustérine, une protéine 

jouant un rôle majeur dans la maturation des spermatozoïdes. Les capacités d’auto-

renouvellement et de différenciation de ces cellules basales ont ainsi permis de créer le premier 

modèle d’organoïde d’épididyme de rat qui reproduit la morphologie et certaines fonctions de 

l’épithélium épididymaire (Pinel & Cyr, 2021). 

7.1 Création d’un modèle d’organoïdes d’épididyme de rat 

7.1.1 Mise en place et caractérisation du modèle 

La première étape de notre modèle d’organoïde de rat consiste à isoler des cellules basales 

exprimant Itga6 (CD49f). Cette protéine d’adhésion cellulaire est exprimée au niveau de la 

membrane des cellules basales et permet d’obtenir, après tri magnétique, une fraction positive 

composée d’environ 90% de cellules basales (Mandon et al., 2015). L’Itga6 est également 

exprimée dans de nombreuses cellules basales d’autres épithéliums mais aussi dans plus de 30 

populations de CS suggérant ainsi qu’elle pourrait avoir un rôle important dans la régulation de 

ces cellules (Krebsbach & Villa-Diaz, 2017). Les intégrines possèdent différentes affinités avec 

des composants de la matrice extracellulaire tels que la laminine et la fibronectine et sont 

impliquées dans la différenciation, la prolifération et l’apoptose cellulaire (Krebsbach & Villa-Diaz, 

2017). Au sein des CS mésenchymateuses par exemple, les facteurs OCT4 et SOX2 se fixent au 

promoteur de CD49f afin de favoriser son activité et maintenir leurs caractéristiques de CS. Dans 

les CS embryonnaires, l’expression de CD49f empêche l’activation de la voie de signalisation β1 
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permettant ainsi de conserver l’expression d’OCT4 et SOX2 (Yu et al., 2012). Au sein de la 

prostate et de la glande mammaire, les cellules basales exprimant CD49f et CD24 sont capables 

de s’auto-renouveler et de se différencier (Lawson et al., 2007; Shackleton et al., 2006). Une 

étude de 2019 a également permis la formation d’organoïdes à partir de cellules basales de 

l’urothélium exprimant CD49f, tel que c’est le cas pour l’épididyme (Santos et al., 2019). Dans 

cette étude les cellules CD49fhigh triés par FACS sont capables de former des organoïdes à 

l’inverse des cellules CD49flow. Ces organoïdes sont formés à partir d’une cellule unique et 

récapitulent également la différenciation et la fonction de l’urothélium (Santos et al., 2019). Dans 

l’épididyme, la présence de population de cellules CD49fhigh et CD49flow n’a cependant pas encore 

été étudiée. 

Au sein de notre modèle d’organoïdes nous avons détecté la présence de cellules basales 

mais aussi de cellules principales. Environ 40% des organoïdes sont composés de cellules 

principales après 14 jours de culture. Plusieurs hypothèses pourraient expliquer le fait que tous 

les organoïdes ne possèdent pas de cellules principales à ce stade. En effet, chaque organoïde 

est une entité indépendante et ces derniers peuvent nécessiter des temps de prolifération et de 

différenciation différents ; cependant la limite imposée par le Matrigel® ne permet pas de maintenir 

nos cultures plus longtemps selon notre protocole actuel. Augmenter la durée possible de culture 

des cellules en 3D pourrait ainsi être une piste d’optimisation de notre modèle et pourrait être 

réalisé en utilisant des matrices extra-cellulaires de synthèse ou des systèmes de micro-fluidique 

par exemple. Une autre hypothèse est la présence de sous-population de cellules basales 

possédant des capacités de différenciation différentes. De plus, aucune cellule claire n’a été 

observée dans notre modèle. La différenciation des cellules basales de l’épididyme en cellules 

claires a cependant déjà été observée dans un modèle d’organoïde de souris formé à partir de 

cellules basales KRT5+ (Mou et al., 2016). Les compositions de notre milieu et de celui de l’étude 

en question étant différentes il est ainsi difficile de conclure si c’est le milieu, l’espèce ou l’identité 

des cellules de départ qui explique cette différence entre les 2 modèles.  

Dans notre étude, des organoïdes ont pu être formés à partir des cellules basales issues de 

la partie proximale et de la partie distale de l’épididyme mais nous avons observé la formation 

d’organoïdes plus nombreux et plus grands à partir des cellules de la partie proximale (Pinel & 

Cyr, 2021). Nous n’avons cependant pas observé de différence significative des niveaux 

protéiques de LGR5 entre les segments de l’épididyme pouvant expliquer cette disparité. De plus, 

nous avons observé que les organoïdes issus de la partie proximale expriment d’avantage la 

clustérine que ceux issus de la partie distale, reproduisant ainsi le profil observé dans le tissu. 
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Néanmoins, les organoïdes issus des deux segments présentent le même profil d’expression de 

CFTR et AQP9, ne reproduisant pas le profil observé in vitro, suggérant ainsi qu’une certaine pré-

disposition quant à la différenciation des CS existent mais que l’environnement des CS intervient 

également dans leur différenciation. Plusieurs études ont réalisé la formation de modèles 

d’organoïdes à partir de cellules humaines provenant de différents segments de l’estomac et de 

l’intestin. Des analyses par séquençage de cellule unique sur ces organoïdes ont permis de 

montrer qu’ils conservent l’expression des ARNm spécifiques aux segments d’origine (Kayisoglu 

et al., 2021; Middendorp et al., 2014). Ces données suggèrent ainsi que l’expression génique 

spécifique à l'emplacement est intrinsèquement programmée dans les CS adultes de ces organes 

et que leur destin de différenciation est indépendant des signaux extracellulaires spécifiques à 

l'emplacement. En ce qui concerne l’épididyme, des études supplémentaires semblent 

nécessaire pour conclure. 

7.1.2 Applications du modèle 

Le modèle d’organoïdes développé dans cette thèse peut avoir plusieurs applications. Ce 

modèle pourrait, par exemple être utilisé en parallèle à des modèles animaux et de cultures 

cellulaires en 2D pour évaluer les effets de composés toxiques sur cet organe. L’épididyme est 

sensible aux composés toxiques et aux perturbateurs endocriniens, notamment à cause de la 

plasticité et du renouvellement de la BHE (Cyr et al., 2018; Klinefelter & Suarez, 1997). Par 

exemple, en 2013, l'exposition de l'épididyme à un produit chimique organique appelé 

polychlorobiphényles chez la souris a entraîné une diminution de la mobilité des spermatozoïdes 

de l'épididyme, une altération de l'expression des protéines de jonctions serrées et une 

augmentation de la perméabilité de la BHE (Cai et al., 2013). Des retards de différenciation des 

cellules basales et un retard de différenciation du tubule associé à une diminution de la 

prolifération cellulaire ont également été observés à la suite de traitement par diéthylstilbestrol ou 

L-cystéine respectivement (Atanassova et al., 2005; Atanassova et al., 2001; Sawamoto et al., 

2003). Des modèles d’organoïdes d’autres tissus tels que la prostate et le foie ont par exemple 

déjà été utilisés pour évaluer l’effet de médicaments ou de perturbateurs endocrinien tels que le 

bisphénol A (Hu et al., 2011; Shinozawa et al., 2021).  

 Le modèle que nous avons développé reproduit deux fonctions principales de 

l’épididyme : la création de jonctions participant à la BHE et la sécrétion de protéines impliquées 

dans la maturation des spermatozoïdes. Il serait donc envisageable d’utiliser ce modèle pour 

étudier la capacité de maturation des spermatozoïdes in vitro. Il pourrait tout d’abord s’agir de 
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micro-injecter des spermatozoïdes prélevés dans le testicule de rats donneurs et d’observer si un 

changement de mobilité et des changements morphologiques sont observés après culture, de 

façon similaire à une étude réalisée avec des spermatozoïdes et des fragments d’épithélium 

épididymaire humain (Moore, 1992). Seule la présence de la clustérine a été évaluée dans notre 

modèle et au vu du grand nombre de protéines sécrétées par l’épididyme et impliquées dans la 

maturation des spermatozoïdes, il est possible que des protéines supplémentaires se retrouvent 

dans notre modèle mais que certaines autres soient absentes. De plus, la fonction de barrière 

des organoïdes pourrait être testée en micro-injectant un colorant à l’intérieur de la lumière de 

l’organoïde et en observant la diffusion du colorant dans le milieu de culture comme cela a été 

décrit dans un modèle d’organoïde d’urothélium (Santos et al., 2019). Les études de maturation 

de spermatozoïde in vitro à partir de tissus testiculaires ne permettent à l’heure actuelle d’obtenir 

qu’un faible rendement de spermatozoïdes possédant une capacité de fécondation (Abe et al., 

2020; Ibtisham & Honaramooz, 2020; Yuan et al., 2020). L’association de ces 2 modèles de 

culture pourraient éventuellement, à long terme, permettre d’améliorer ce rendement. 

7.2 Identification des cellules souches de l’épididyme 

Lors de la culture des cellules basales de l’épididyme, nous avons cependant observé que 

seule une minorité des cellules basales sont capables de former des organoïdes, suggérant ainsi 

que seule une sous population de cellules basales possède ces caractéristiques de CS, comme 

cela est observé dans d’autres organes tels que la prostate et le rein (Romagnani, 2009; Schmelz 

et al., 2005). Nous nous sommes ainsi donnés pour second objectif d’identifier un marqueur qui 

nous permettrait de distinguer et d’étudier spécifiquement ces cellules. La combinaison 1) 

d’analyses in-silico réalisées sur des données de micro-réseaux obtenues ultérieurement dans le 

laboratoire, 2) de recherches bibliographiques de marqueurs de CS identifiés dans d’autres 

organes, 3) de marquages par immunofluorescence, nous ont amené à nous intéresser à 

l’expression de LGR5 dans l’épididyme.  

7.2.1 LGR5 : un marqueur candidat des cellules souches de l’épididyme 

LGR5 est un récepteur de la voie de signalisation Wnt et permet d’identifier spécifiquement 

les cellules souches dans un très grand nombre d’organe (Leung et al., 2018). 

L’expression de LGR5 observée dans les cellules colonnaires chez les animaux de 7 jours 

est en corrélation avec les conclusions d’un article de 1982 (Sun & Flickinger, 1982). Dans cet 

article, il a été montré que les cellules colonnaires sont les précurseurs des cellules basales, 
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principales et étroites démontrant ainsi leur capacité de différenciation et suggérant leur nature 

de cellules souches. Des données en cours de publication au sein du laboratoire confirment 

également que les cellules colonnaires ont la capacité de former des organoïdes et de se 

différencier en cellules étroites/claires lorsqu’elles sont cultivées en 3D. Les cellules formant ces 

organoïdes expriment également LGR5 lors des premiers jours de culture (Dufresne et al., 2022 ; 

soumis). Il a été observé, au sein du tissu, qu’à partir de 14 jours certaines cellules colonnaires 

commencent à exprimer p63 et que ces cellules migrent à la base de l’épithélium à partir de 21 

jours et sont ainsi considérées comme des cellules basales à partir de ce stade (Gregory & Cyr, 

2018). D’après ces différentes données, il est possible d’émettre l’hypothèse que les cellules 

colonnaires n’exprimant pas p63 se différentient en cellules principales et en cellules étroites 

alors que celles exprimant p63 se différentient en cellules basales. Dans ce modèle aucun stock 

de cellules colonnaires ne persiste dans l’épithélium à l’âge adulte et ce sont donc les cellules 

basales qui ont la capacité de se différencier en cellules principales (Figure 7.1). Ce modèle que 

nous avons proposé au sein du laboratoire évoque également le fait que les cellules basales 

pourraient se « dé-differencier » en cellules colonnaires exprimant la Cx26 avant de se 

redifférencier en cellules principales exprimant la Cx32 (Mandon et al., 2015; Pinel et al., 2019). 

Cette hypothèse doit cependant encore être confirmée. 

L’expression de LGR5 dans la majorité des cellules basales de l’épididyme adulte est 

surprenante (Leung et al., 2018). En effet, entre 87 et 94 % des cellules basales expriment LGR5 

selon le segment. Dans la majorité des organes, les CS ne représentent qu’une petite partie des 

cellules totales du tissus et dans les épithéliums elles représentent une petite proportion des 

cellules basales (Barker et al., 2007; Huch et al., 2013; Wang et al., 2015a; Zhang et al., 2017a). 

Il a cependant été montré dans l’urothélium que l’expression de LGR5 n’est pas restreinte à un 

certain type cellulaire et qu’une majorité de cellules peuvent exprimer LGR5 sous certaines 

conditions tissulaires (Sun et al., 2009). Les données que nous avons recueillies quant à ce 

pourcentage de cellules LGR5 positives se basent sur l’utilisation d’un anticorps. L’anticorps que 

nous avons utilisé est monoclonal, est un des anticorps commerciaux le plus utilisé et permet 

d’obtenir une bande au bon poids moléculaire lorsque utilisé en western-blot. Nous avons 

également utilisé des tissus en tant que contrôle négatif et positif lors des expériences 

d’immunofluorescence. Les expériences présentées en annexe de cette thèse confirment 

également l’expression de LGR5 dans de nombreuses cellules basales de l’épithélium de souris. 
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Figure 7.1 : Schéma représentatif des caractéristiques souches des cellules de l’épididyme 

Les données obtenues dans ces travaux de thèse associées aux données disponibles dans la littérature permettent de 

proposer un schéma récapitulant la capacité d’auto-renouvellement et de différenciation des cellules épithéliales de 

l’épididyme. Les travaux réalisés par Sun & Flickinger en 1982 à l’aide de thymidine marquée ont permis de montrer 

que les cellules colonnaires sont à l’origine des cellules étroites, basales et principales alors que les travaux réalisés 

par Dufresne et al. en 2022 ont démontré que les cellules colonnaires peuvent se différencier en cellules basales, 

claires et principales lorsqu’elles sont cultivées en 3D. Des marquages par immunofluorescence ont aussi montré que 

les cellules colonnaires exprimant p63 migrent vers la membrane basale et deviennent ainsi des cellules basales. Les 

données obtenues par l’équipe de Mou et al. en 2016 ont quant à eux permis de démontrer que les cellules basales 

KRT5+ sont capables de s’auto-renouveler et de se différencier en cellules claires in vitro et en cellules principales in 

vivo. Enfin, les données obtenues au cours de mon doctorat ont permis de montrer que les cellules basales Itga6+ sont 

capables de s’auto-renouveler et se différencier en cellules principales capables de sécréter la clustérine in vitro. De 

plus nous avons démontré que des cellules colonnaires et basales expriment LGR5 et p63. Créé par L. Pinel. 
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Différentes approches peuvent être envisagés pour isoler les cellules basales exprimant 

LGR5 afin de faciliter leur caractérisation. Nous pensons que ces approches doivent combiner 

l’utilisation du marqueur Itga6 qui permet d’obtenir une population de cellules basales déjà 

caractérisées dans une étude précédente au sein du laboratoire et l’utilisation du marqueur 

candidat LGR5. Un protocole de MACS est déjà mis au point pour trier les cellules Itga6+ mais 

celles-ci peuvent également être triées par FACS avec le même anticorps par exemple. Pour les 

cellules LGR5, des protocoles de tri par FACS ou MACS peuvent être développés. Nous avons 

réalisé des expériences de MACS grâce à des billes magnétiques couplées à des anticorps anti-

LGR5 alors que des expériences de FACS ont été réalisées avec le même anticorps que celui 

utilisé dans nos expériences de marquage et de western-blot. Les expériences de MACS nous 

ont permis d’obtenir une fraction négative composée de 2.7% de cellules LGR5+ et une fraction 

positive composée de 45% de cellules LGR5+. Un taux de mortalité cellulaire très élevé a 

cependant été observé dans la fraction positive (85%). Afin d’augmenter les taux de pureté tout 

en diminuant les taux de mortalité des optimisations ont été réalisées mais n’ont pas, à l’heure 

actuelle, permis d’améliorer l’efficacité du tri. Quant à l’expérience de FACS réalisée, celle-ci a 

permis d’obtenir un très faible nombre de cellules dans la fraction positive ce qui n’a pas permis 

de réaliser d’analyse subséquente pour vérifier le tri cellulaire. Des optimisations devraient ainsi 

permettre de vérifier l’efficacité des futurs tris cellulaire. Les approches possibles pour ces futurs 

tris sont présentées en figure 7.2. 

 

Figure 7.2 : Approches possibles pour l’isolement des cellules basales exprimant LGR5 
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Différentes approches expérimentales peuvent être envisagées afin d’isoler les cellules ITGA6+/LGR5+. Plusieurs 

avantages et contraintes sont liés à ces approches. Utiliser l’approche 1 et trier directement par FACS les cellules 

LGR5 à partir d’une population de cellules totales nécessiterait une quantité trop importante d’anticorps (évalué via 

titration à 120ul par essai) afin d’obtenir un nombre suffisant de cellules. Nous avons réalisé plusieurs expériences 

utilisant l’approche 2 mais celles-ci, comme évoqué plus haut, ont entrainé une mortalité très élevée et une pureté 

faible après l’étape du MACS avec LGR5. Le risque des approches 4 et 5 est le changement de « phénotype » que 

pourrait entrainer la culture des cellules et qui a été déjà observé lors de la culture des cellules du colon (Dame et al., 

2018; Shimokawa et al., 2017). Les approches 3 et 6 nécessitent de réaliser une digestion des tissus suivie de 2 tris 

subséquents. Ces approches, malgré le fait qu’elles entrainent de long temps de manipulation des cellules qui risque 

ainsi d’affecter leur vitalité, semblent cependant les plus pertinentes. Créé par L. Pinel 

7.2.2 Existence de sous-populations de cellules basales 

La présence de sous-population de cellules basales au sein de l’épididyme a précédemment 

été observée. Une étude de 2021 a permis d’identifier au moins 3 populations de cellules basales 

dans l’épididyme de souris en utilisant le séquençage de cellule unique (Rinaldi et al., 2020b). 

Ces sous-populations expriment ITGA6 et la cytokératine 14 (KRT14) et semblent exprimer peu 

de diversité dans leur profil d’expression génique. Quatre groupes de cellules basales, tous 

positifs pour KRT5, ont été observés par séquençage de cellule unique réalisé sur des cultures 

en 3D de cellules d’épididyme humain (Leir et al., 2020b). Il a aussi été observé, dans l’épididyme 

humain la présence de TP63 dans seulement une population de cellules positives pour KRT5 

(Leir et al., 2020a). Lors de nos travaux, nous avons démontré la capacité d’une population de 

cellules basales exprimant ITGA6 chez le rat à former des organoïdes et à se différencier en 

cellules principales in vitro (Pinel & Cyr, 2021). Une autre étude réalisée chez la souris démontre 

la capacité de cellules exprimant KRT5 à former des organoïdes et à se différencier en cellules 

claires in vitro et en cellules principales in vivo (Mou et al., 2016). De plus, les cellules capables 

de former des organoïdes dans notre modèle sont toutes positives pour LGR5 et p63. Dans le 

tissu, nous avons observé la présence de 3 types de cellules basales au sein des cellules 

exprimant ITGA6 : la majorité de ces cellules est LGR5+ / p63+ alors qu’une minorité de ces 

cellules est LGR5+ / p63- et LGR5- / p63+. Des expériences de tri cellulaire et de marquages de 

lignée cellulaire seraient ainsi intéressantes à réaliser afin de déterminer si toutes ces populations 

de cellules partagent les mêmes capacités de CS et si elles représentent des cellules à différentes 

étapes de différenciation. Au sein de nombreux organes, l’utilisation de plusieurs marqueurs 

cellulaires permet d’identifier spécifiquement les CS et ceci pourrait également être le cas au sein 

de l’épididyme. Dans la prostate par exemple il a été identifié au moins 7 populations de cellules 

basales grâce à l’utilisation de 3 marqueurs (Lee et al., 2014). Dans la trachée, 2 populations de 
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cellules basales de morphologie identique ont été identifiées ; une population de CS et une 

population de cellules précurseurs déjà engagées dans la différenciation (Watson et al., 2015). 

7.3 Mécanismes de régulation des cellules basales 

 La présence de CS au sein de la population de cellules basales de l’épididyme suggère 

l’existence de plusieurs mécanismes de régulation de ces cellules comme c’est le cas au sein de 

plusieurs épithéliums tels que celui de la prostate, de la trachée ou de la glande mammaire 

(Tadokoro et al., 2016; Toivanen et al., 2016; Zhang et al., 2017a). Au sein de l’épididyme, les 

cellules basales prolifèrent peu en condition d’homéostasie mais prolifèrent à la suite d’altérations 

entrainées par une ligation des canaux efférents suggérant ainsi que les CS de l’épididyme 

pourraient être en état de quiescence (Kim et al., 2015).  

 

• Le facteur de transcription TP63 

Le facteur de transcription TP63 semble jouer un rôle important dans le processus de 

différenciation des cellules basales. TP63 est membre de la famille suppresseur de tumeur p53 

et est exprimé au sein des épithéliums stratifiés et pseudostratifiés (Yang et al., 1998). Il est 

nécessaire à la formation des cellules basales dans l’épididyme mais aussi dans l’épithélium de 

la peau, de la prostate, de la glande mammaire et dans l’épithélium olfactif (Arason et al., 2014; 

Koster & Roop, 2004; Lee et al., 2014; Murashima et al., 2011; Packard et al., 2011). Dans notre 

étude, tous les organoïdes observés après 7 jours de culture sont composés de cellules positives 

pour p63 alors que seules les cellules en périphérie sont positives pour TP63 dans les organoïdes 

après 14 jours de culture confirmant le rôle clef de ce facteur dans la régulation des cellules 

basales. Des études de traçage des cellules p63+ au sein de la prostate ont démontré que ces 

cellules sont à l’origine des cellules luminales et neuroendocrines (Lee et al., 2014; Pignon et al., 

2013). Certaines hypothèses indiquent que la perte de TP63 induirait la différenciation des 

cellules basales ou du moins ferait partie du processus de différenciation (Haas 2019). Les 

expériences d’inhibition de p63 que nous avons réalisés dans les cellules basales en culture ont 

entrainé une baisse de leur prolifération et auto-renouvellement. L’utilisation d’animaux 

transgéniques dont les cellules sont inhibées pour p63 a démontré une absence de cellules 

basales dans l’épididyme, confirmant son rôle dans la formation des cellules basales mais a 

également montré une augmentation du nombre de cellules principales pouvant suggérer une 

différenciation des cellules basales en cellules principales lorsqu’elles perdent TP63 (Murashima 

et al., 2011).  
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• Les protéines de jonctions 

La communication cellulaire via les connexines est également impliquée dans la régulation 

des CS (Esseltine et al., 2020; Todorova et al., 2008; Yun et al., 2012). Au sein de notre modèle 

d’organoïde épididymaire de rat, nous avons démontré une forte expression de la Cx43 entre les 

différentes cellules qui forment l’organoïde. Une inhibition de la Cx43 au sein de CS 

embryonnaires entraine une diminution de l’expression d’OCT4 et Nanog et une augmentation 

de marqueur de différenciation, démontrant ainsi que la Cx43 permet de maintenir le potentiel 

souche de certaines CS (Todorova et al., 2008). 

 

• Les projections cytoplasmiques 

Les cellules basales possèdent des projections cytoplasmiques qui atteignent la lumière du 

tubule et qui jouent un rôle de senseur de l’environnement (Shum et al., 2008). Il est ainsi possible 

d’émettre l’hypothèse que c’est grâce à ces projections et les signaux perçus par leur 

intermédiaire que les cellules basales « prennent connaissance » d’une altération et provoquent 

leur prolifération et/ou différenciation. Dans l’épididyme, nos expériences d’immunofluorescence 

permettant de détecter LGR5 nous ont montré que cette protéine est bien présente au sein des 

projections cytoplasmiques des cellules basales. Au sein de la prostate, il a été montré qu’il existe 

un mécanisme d’action appelé « inhibition par contact luminal » afin de réguler la différenciation 

des cellules basales. En effet, une altération des cellules luminales de l’épithélium via un système 

Cre-lox inductible couplé à un système de suivi de lignée a permis de montrer une réactivation 

des cellules basales. Des études in vitro réalisées à partir de différents ratios de cellules basales 

et luminales ont également permis de confirmer que le contact des cellules basales souches avec 

les cellules différenciées permet de limiter leur différenciation (Horton et al., 2019). 

 

• Les cils primaires 

Il a également été montré que les cellules basales possèdent des cils primaires à leur 

surface (Bernet et al., 2018). Ces cils, non mobiles jouent un rôle de mécanosenseurs et 

d’antennes de signalisation pour la voie de signalisation Hedgehog (Girardet et al., 2019; Singla 

& Reiter, 2006). Des données en cours de publication indiquent que l’inhibition de ces cils dans 

un modèle de souris transgéniques entraine une perturbation de l’homéostasie épididymaire via 

une diminution du nombre de cellules basales et une augmentation du nombre de cellules 

principales. Ces mêmes résultats avaient également été observés lorsque des épididymes 
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provenant d’animaux transgéniques inhibés pour TP63, un marqueur de cellules basales avait 

été transplanté dans la capsule rénale d’animaux receveurs, coonfirmant que les cellules basales 

jouent un rôle dans l’homéostasie de l’épididyme (Murashima et al., 2011). Des expériences de 

ligations de canaux efférents sur les animaux inhibés pour le cil primaire des cellules basales 

démontrent une diminution de la régénération de l’épithélium comparativement aux animaux 

contrôles, confirmant ainsi un rôle des cellules basales dans la régénération de l’épithélium. Des 

données de traçage de lignée sont cependant nécessaires pour confirmer le rôle de ces cellules 

in vivo en situation d’homéostasie ou d’altération de l’épithélium. Il pourrait également être 

possible d’injecter des cellules basales d’épididyme de rat sous la peau ou dans la capsule rénale 

de rats immunodéficients afin d’observer leur capacité à régénérer un épithélium épididymaire à 

partir de cellules basales contrôles et à partir de cellules basales inhibées pour le cil primaire. 

 

• Les voies de signalisations 

Les CS sont présentes au sein de niche cellulaire dans les organes. Les cellules basales 

possèdent des récepteurs de la voie de signalisation Hedgehog via les cils primaires, des 

récepteurs de la voie WNT via LGR5 et des récepteurs de la voie Notch via Notch 1 à 3 et 

expriment également des connexines permettant la communication entre les cellules (Girardet et 

al., 2019; Mandon et al., 2015). Dans nos données obtenues à partir du modèle d’organoïdes, 

nous avons observé que les organoïdes entourés de cellules basales semblent plus larges que 

les organoïdes entourés de cellules non basales. Ces résultats suggèrent donc que les cellules 

basales pourraient elle-même faire partie de la niche des CS et réguler leur prolifération et 

différenciation. Des modèles de culture en 3D de cellules basales avec des inserts de cellules 

non basales pourraient également être réalisés afin d’évaluer plus précisément l’impact des 

autres types cellulaires dans la régulation des cellules basales. On pourrait aussi par exemple 

imaginer une culture de cellules basales provenant de la partie proximale avec des cellules non 

basales de la partie distale et vice-versa afin d’évaluer l’impact de la segmentation de l’épididyme. 

Il est de plus connu que certaines protéines Wnt sont sécrétées par les cellules principales via 

les épididysosomes (Cheng et al., 2018). De plus, le besoin que nous avons observé d’ajouter 

des facteurs tels que R-spondin et Noggin dans le milieu de culture des cellules basales pour 

permettre leur auto-renouvellement confirment que celles-ci sont régulées par des voies de 

signalisation telles que la voie Wnt et la voie BMP (Pinel & Cyr, 2021). 
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7.4 Perspectives 

Différentes perspectives peuvent découler de ces travaux de recherche.  

Le modèle d’organoïde que nous avons développé permet de diminuer l’utilisation 

d’animaux en utilisant à notre avantage la capacité d’auto-renouvellement des cellules basales 

mais celui-ci utilise le Matrigel® afin de reproduire l’environnement de ces cellules. Le Matrigel® 

est composé de protéines de la matrice extra-cellulaire sécrétées par les cellules de sarcome de 

souris Engelbreth-Holm-Swarm. Il contient principalement de la laminine, du collagène IV mais 

aussi des facteurs de croissance tels que l’EGF et le FGF (Vukicevic et al., 1992). Sa provenance 

d’un tissu cancérigène hétérogène entraine cependant des variations de concentrations de 

protéines entre différents lots de Matrigel® (Talbot & Caperna, 2015). De nouvelles alternatives 

au Matrigel® se sont développées depuis quelques années telles que le Vitrogel® et permettent 

de ne pas utiliser de protéines dérivées de l’animal mais d’utiliser à la place des protéines de 

synthèse. Le modèle d’organoïde d’épididyme pourrait ainsi être optimisé en utilisant ces 

alternatives afin de limiter l’utilisation de protéines animales. Une augmentation du temps de 

culture des cellules sans avoir besoin de les « passer » afin de renouveler la matrice extra-

cellulaire pourrait également être testé avec ces protéines de synthèse. 

Une étude micro-réseau comparant le profil d’expression génique de l’épididyme à 

différentes périodes de développement a été récemment réalisée au sein du laboratoire 

(Dufresne et al., 2022 ; soumis). Cette étude pourrait ainsi permettre d’identifier un ou des 

marqueurs spécifiques aux cellules colonnaires, ce qui pourrait permettre de vérifier l’hypothèse 

de la « dé-différenciation » des cellules basales en cellules colonnaires évoquée précédemment. 

En effet, le manque de marqueur spécifique aux cellules colonnaires ne nous a pas permis 

d’élaborer cette partie. De plus, il est possible en utilisant le modèle d’organoïde de rat de modifier 

le milieu de culture en testant différents suppléments afin d’étudier les facteurs et voies de 

signalisation qui favorisent la prolifération ou la différenciation des cellules basales vers différents 

types cellulaires. Ceci pourrait ainsi permettre d’obtenir par exemple des cellules claires en plus 

des cellules basales et principales au sein du modèle. Dans les organoïdes d’intestin par 

exemple, la différenciation des CS intestinales en cellules rares nommées cellules 

entéroendocrine a nécessité plusieurs modifications du milieu de culture original avec l’inhibition 

combiné de plusieurs voies de signalisation (Basak et al., 2017). 

Afin de continuer la caractérisation des CS de l’épididyme et d’obtenir des données 

fonctionnelles, les prochaines étapes sont d’une part le tri des cellules LGR5+ et p63+ tel 
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qu’évoqué plus haut mais aussi l’utilisation de modèle de souris transgéniques pour effectuer le 

traçage de ces lignées. Un modèle exprimant une protéine fluorescente sous influence du 

promoteur LGR5 permettrait ainsi de confirmer la localisation de LGR5 au sein de l’épididyme 

mais aussi de faciliter l’isolement de ces cellules sans dépendre d’anticorps. Des souris exprimant 

une Cre-recombinase inductible sous influence du promoteur LGR5 pourrait quant à elle 

permettre de réaliser un suivi de la lignée LGR5+ chez des animaux adultes dans des conditions 

d’homéostasie et d’altération tissulaire. Des expériences sur de tels modèles ont été réalisées 

lors de ce projet mais n’ont cependant pas permis d’obtenir de résultats définitifs. Les détails et 

discussions de ces expériences sont détaillées en annexe 1 de ce document. 

L’existence de différentes sous-populations de cellules basales exprimant LGR5 et p63 ainsi 

que l’expression de ces deux marqueurs dans tous les organoïdes en prolifération indiquent une 

importance de LGR5 mais aussi de p63 dans la régulation et/ou l’identification des cellules 

souches de l’épididyme. Des expériences d’inhibition de p63 ont permis de démontrer que celui-

ci est primordial dans la prolifération et l’auto-renouvellement des cellules basales. Ces 

expériences doivent être reproduites et des expériences supplémentaires pourraient également 

permettre de mieux comprendre son rôle dans la différenciation de l’épithélium. 

Enfin, les cellules basales font parties de la BHE et il a déjà été démontré par le passé 

qu’une altération de cette barrière peut entraîner des répercussions sur la fertilité (Dube & Cyr, 

2012; Dube et al., 2012; Dube et al., 2008; Dube et al., 2010; Elbashir et al., 2021; Pattinson & 

Mortimer, 1987). La présence de CS impliquées dans la régénération de l’épithélium au sein de 

l’épididyme pourrait ainsi être une nouvelle piste afin de comprendre les causes d’infertilité 

idiopathique ou pour offrir des pistes pour développer de nouvelles stratégies pour le traitement 

de certains types d’infertilités dont l’azoospermie obstructive qui est associée à une dégénération 

du tissu près du site d’obstruction. 
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8 CONTRIBUTION A L’AVANCEMENT DES CONNAISSANCES 

Les résultats obtenus lors de ce doctorat ont permis l’avancement des connaissances sur 

l’épithélium épididymaire de plusieurs façons.  

La création d’un modèle unique d’organoïde épididymaire de rat a ainsi permis d’obtenir un 

nouvel outil d’étude de l’épididyme. La caractérisation de ce modèle a en effet montré que celui-

ci reproduit la morphologie et certaines fonctions de l’épididyme et pourrait donc être utilisé à long 

terme pour plusieurs applications telles que la toxicologie de la reproduction, la compréhension 

fondamentale de cet organe ou encore la maturation de spermatozoïde in vitro. Ce modèle 

permet également l’auto-renouvellement des cellules basales d’épididyme et donc d’obtenir 

plusieurs générations de cellules à partir de cellules primaires ainsi que de congeler et décongeler 

ces cellules, contribuant ainsi à réduire l’utilisation d’animaux et de répondre à la règle des 3 R 

visant à améliorer l’expérimentation en recherche scientifique.  

Ce modèle a également permis de confirmer l’existence de CS au sein de l’épididyme de 

rat. Cette existence a été un sujet de controverse au sein de la communauté scientifique. Une 

seule étude avant la nôtre avait permis de démontrer la capacité de différenciation de ces cellules 

chez la souris et notre étude a ainsi permis de confirmer et d’appuyer ces données mais aussi de 

caractériser leur capacité d’auto-renouvellement et de différenciation.  

Notre projet a également permis de proposer un marqueur pour identifier spécifiquement la 

population de cellules souches épididymaires. Une combinaison d’analyse in silico, de recherches 

bibliographiques et de marquage par immunofluorescence nous ont permis de proposer LGR5. 

LGR5 est exprimé dans les cellules colonnaires et les cellules basales de l’épididyme et son 

expression diminue au cours de la différenciation alors qu’elle augmente à la suite d’altérations 

de l’épithélium causées par une ligation des canaux efférents. LGR5 est également exprimé dans 

les cellules à l’origine des organoïdes. Enfin, l’expression de LGR5 et p63 nous ont permis de 

mettre en évidence la présence de sous-populations de cellules basales au sein de l’épididyme. 

En conclusion, la démonstration de la présence de CS au sein de l’épididyme est une étape 

importante pour améliorer notre compréhension de la régulation de cet organe dans des 

conditions homéostatiques et pathologiques.
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10 ANNEXE I : TRACAGE DE LA LIGNEE LGR5 POSITIVE 

10.1 Introduction et mise en contexte 

L’épididyme est un organe du système reproducteur masculin permettant la maturation et 

le transport des spermatozoïdes (Bedford, 1967). Il est divisé en 4 segments chez le rongeur et 

est composé d’une lumière où transitent les spermatozoïdes et d’un épithélium (Sun & Flickinger, 

1979; Turner et al., 2003). Cet épithélium est majoritairement composé de cellules principales, 

importantes pour la maturation des spermatozoïdes mais aussi de cellules claires et étroites 

importantes pour réguler l’environnement luminal et de cellules basales (Rinaldi et al., 2020b). Il 

a récemment été montré qu’il existe une population de cellules souches au sein des cellules 

basales épididymaire. En effet, une étude a montré que certaines cellules basales KRT5+ isolées 

d’épididyme de souris ont la capacité de former des organoïdes et de se différencier en cellules 

claires in vitro mais aussi de se différencier en cellules principales in vivo (Mou et al., 2016). Dans 

une étude plus récente certaines cellules basales ITGA6+ de rats ont également pu former des 

organoïdes composés de cellules principales capable de sécréter une protéine essentielle à la 

maturation des spermatozoïdes (Pinel & Cyr, 2021). 

Il n’existe cependant pas encore de marqueur connu permettant d’identifier précisément 

et de caractériser cette population de cellules souches au sein de l’épididyme. Des données 

obtenues lors de mon doctorat permettent cependant de proposer LGR5 comme marqueur pour 

ces cellules. En effet, LGR5 est un récepteur de la voie de signalisation Wnt et est un marqueur 

de cellules souches adultes dans de nombreux tissus (Barker et al., 2007; Koo & Clevers, 2014; 

Leung et al., 2018; Park et al., 2020). De plus, nos données confirment que LGR5 est exprimé au 

sein de l’épididyme dans les cellules basales et que son expression augmente lors d’une 

altération tissulaire. Afin de confirmer que LGR5 identifie une sous-population de cellules basales 

capable de s’auto-renouveler et de se différentier en un ou plusieurs autres types cellulaires in 

vivo, nous nous sommes donnés pour objectif de réaliser le traçage des cellules LGR5+. Le 

traçage de lignée est une technique couramment utilisée lors de l’étude des cellules souches et 

a été utilisée pour l’étude des cellules LGR5 dans plusieurs organes tels que la prostate, le foie, 

la grande mammaire et le rein (Barker et al., 2010; Barker et al., 2012; Barker et al., 2007; de 

Visser et al., 2012; Huch et al., 2013; Jaks et al., 2008; Leung et al., 2020; Leushacke et al., 2017; 

Seishima et al., 2019; Wang et al., 2015a). 

Afin de réaliser ce traçage de lignée LGR5, nous nous sommes intéressés à l’utilisation 

de modèles de souris transgéniques combinant le promoteur de LGR5 et le système Cre-Lox. A 
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l’heure actuelle et à notre connaissance deux modèles différents sont utilisés dans la littérature 

et un de ces modèles est commercialisé via « The Jackson Laboratory ».  

Le modèle commercialisé, nommé Lgr5-EGFP-IRES-creERT2 permet l’expression de la 

protéine EGFP et d’une Cre-recombinase couplée à un récepteur aux estrogènes spécifiquement 

dans les cellules positives à LGR5. Ces souris peuvent ensuite être croisées avec des souris 

exprimant un gène rapporteur de façon ubiquitaire flanqué à des séquences Lox. L’injection de 

tamoxifène, un agoniste des récepteurs aux estrogènes aux souris issues du croisement permet 

l’activation de la Cre-recombinase qui se rend au noyau et « coupe » les séquences Lox afin de 

permettre l’expression du gène reporteur dans les cellules LGR5 et leur descendance. Ce modèle 

a été utilisé afin d’effectuer le traçage des cellules LGR5 dans différents organes tels que 

l’intestin, l’estomac, le follicule pileux, le rein, la glande mammaire ou le foie (Barker et al., 2010; 

Barker et al., 2012; Barker et al., 2007; de Visser et al., 2012; Huch et al., 2013; Jaks et al., 2008; 

Leung et al., 2018). Cependant, l’expression du transgène semble hétérogène pour certains 

tissus dans ce modèle et la fonction du gène LGR5 est abolie, ainsi un nouveau modèle a été 

créé pour palier à ce problème. 

 Le second modèle n’est pas commercialisé et est nommé Lgr5-2A-CreERT2. Il utilise 

également le système Cre-Lox, le promoteur de LGR5 et l’injection de tamoxifène mais il permet 

la synthèse d’une protéine LGR5 fonctionnelle et maintient ainsi les niveaux d'expression 

physiologiques de LGR5. Il a été utilisé afin d’effectuer le traçage des cellules LGR5+ dans 

l’estomac, la glande utérine et le muscle squelettique (Leung et al., 2020; Leushacke et al., 2017; 

Seishima et al., 2019).  

 Au cours de mon doctorat, nous avons collaboré avec une équipe de chercheurs 

travaillant sur le 2eme modèle afin de réaliser l’étude des cellules LGR5+ dans l’épididyme de 

souris. Les matériels et méthodes utilisés ainsi que les données obtenues dans le cadre de cette 

collaboration sont présentées ci-dessous. Il est important de préciser que ces données, en l’état 

actuel, ne permettent pas une interprétation définitive des expériences réalisées et ne peuvent 

donc pas contribuer à l’écriture d’un article scientifique. Ces expériences sont présentées et 

discutées ici avec prudence afin de rendre compte de l’effort fourni lors de ce doctorat pour obtenir 

des données de traçage de lignée. 
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10.2 Matériel et Méthodes 

Souris et traçage de lignée 

 Des échantillons de souris transgéniques Lgr5-2A-EGFP-IRES-creERT2 obtenues 

comme décrit précédemment ont été utilisés (Leushacke et al., 2017; Seishima et al., 2019). Les 

épididymes de ces souris ont été échantillonnés à 8 semaines pour vérifier la localisation de 

LGR5 dans l'épididyme. Des souris adultes Lgr5-2A-EGFP-IRES-creERT2 ont ensuite été 

croisées avec des souris Rosa26-dTom commercialisées par « The Jackson Laboratory ». Des 

injections intrapéritonéales de tamoxifène (3 mg, Sigma) dilué dans de l'huile de maïs ont été 

réalisées chez les souris adultes (8 semaines) résultantes du croisement pour activer la Cre-

recombinase et permettre l’expression de la protéine dTomato dans les cellules LGR5 positives 

et leurs descendances. Des souris contrôles ont été injectées avec de l’huile de maïs seul. Les 

souris ont été échantillonnées à 7 jours, 1 mois, 9 mois et 1 an après l'injection de tamoxifène. 

Après prélèvement, les épididymes de souris ont été fixés avec 4% de paraformaldéhyde une 

nuit à 4°C avant d’être enrobés de paraffine. 

 

Hybridation In situ 

Des expériences d’hybridation in situ ont été réalisées sur des coupes d’épididyme de 

souris adultes de 6 mm déparaffinées et réhydratées et à l’aide du kit RNAscope 2.0 FFPE 

(Advanced Cell Diagnostics, ACD, Harward, CA). Toutes les procédures ont été effectuées 

conformément aux instructions du fabricant. Les sondes utilisées dans cette étude étaient : Lgr5 

(C1, C2). Des sections d’épididyme ont été hybridées pour DapB comme contrôle négatif et PPIB 

comme contrôle positif pour chaque expérience. Toutes les procédures ont été effectuées 

conformément aux instructions du fabricant. 

 

Marquage immunohistochimique 

 Des coupes d’épididymes de 7μm ont été réhydratées à l'aide d'histoclear et d'une série 

de bains d'éthanol (100 à 50 %). Les sections ont également été incubées dans 300 mM de 

glycine (ThermoFisher) pendant 5 min pour bloquer les aldéhydes libres, et lavées dans du TBS-

Tween (0,1 % ; TBST). Un démasquage d'épitope induit par la chaleur a été effectué pendant 10 

min dans un tampon Tris-EDTA (base Tris 10 mM, solution EDTA 1 mM, 0,05 % de Tween 20, 

pH 9,0), suivie de plusieurs rinçages dans de l’eau. Les coupes ont été bloquées par incubation 
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dans du TBST contenant 5 % de BSA pendant 30 min à 37°C, puis incubées avec les anticorps 

primaires (tableau 1) pendant une nuit à 4 °C. Les lames ont été rincées avec du TBS-T, incubées 

avec de l’H202 0,3% pendant 20 minutes et rincées avec de l’eau et du TBS-T. Les tissus ont 

ensuite été incubés 45 minutes avec un anticorps secondaire à 37°C (tableau 1). La détection a 

été réalisée avec un kit « DAB Substrate Kit » (Abcam, Cambridge, MA) selon les instructions du 

fabricant et les noyaux ont été colorés avec du bleu de méthylène. Des contrôles négatifs ont été 

effectués en l'absence d'anticorps primaire.  

 

Marquage par immunofluorescence 

 Les coupes ont été fixées dans du méthanol froid pendant 10 min à -20°C. Après 

réhydratation dans du PBS, les coupes ont été perméabilisées dans une solution de 0.3% de 

Triton X-100 (ThermoFisher) préparé dans du PBS à température ambiante pendant 15 min. Les 

coupes ont ensuite été incubées avec une solution de blocage (5 % d'albumine de sérum bovin 

[BSA] dans du PBS) pendant 30 min et incubées avec un anticorps primaire dilué dans une 

solution de blocage pendant une nuit à 4°C. Les coupes ont été lavées trois fois avec du PBS et 

ensuite incubées avec un anticorps secondaire à température ambiante pendant 45 min dans le 

tampon de blocage. Les coupes ont ensuite été rincées, incubées avec un autre anticorps 

primaire pendant une nuit à 4°C puis incubées avec un autre anticorps secondaire contenant le 

Hoechst (1 ug/ml ; Biotium, Scarborough, ON). Tous les anticorps primaires et secondaires 

utilisés sont répertoriés dans le tableau 1. Enfin, les coupes ont été lavées trois fois avec du PBS 

et montées avec du Fluoromount (Southern Biotech, Birmingham, USA). Des contrôles négatifs 

ont été effectués en l'absence d'anticorps primaire. Les marquages par immunofluorescence ont 

été examinés avec un microscope confocal Nikon A1Plus et les images ont été analysées avec 

le logiciel NIS-Elements AR (Nikon).  
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Tableau 1 : Liste des anticorps utilisés 

 

10.3 Résultats 

Localisation de l’ARN messager de LGR5 

Des sondes dirigées contre l’ARNm de LGR5 nous ont permis d’observer sa localisation 

au sein de l’épithélium de souris adulte (Figure 1). Celui-ci est localisé dans des cellules présentes 

à la base de l’épithélium et possédant un noyau allongé, ce qui semble donc correspondre à la 

description des cellules basales. Des cellules possédant un noyau localisé de façon plus apical 

expriment aussi l’ARNm de LGR5 suggérant ainsi sa présence dans d’autres types cellulaires. 

Anticorps Compagnie N° de catalogue Dilutions 

AQP9 Alpha Diagnostic AQ91-A 1.200 

ATP6V1B2 ABClonal A3754 1.600 

RFP Rockland 600-401-379 1.200 

RFP Abcam ab125244 1.200 

GFP Abcam ab290 NA 

Rhodamine Red-X 
Donkey anti-mouse 

Jackson Immunoresearch 
Laboratories 

715-295-151 1.250 

Alex Fluor 488 
Goat anti-Rabbit 

Invitrogen A11008 1.500 

Rabbit Anti-Mouse IgG 
H&L (HRP) 

Abcam ab6728 1.250 

Goat Anti-Rabbit IgG 
H&L (HRP) 

Abcam ab6721 1.250 
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Figure 1 : Hybridation in situ de LGR5 dans des épididymes de souris adultes 

L’ARN messager de LGR5 a été détecté par hybridation in situ sur des coupes d’épididyme adultes. Celui-ci semble 

être localisé dans les cellules basales mais aussi dans d’autres types cellulaires de l’épithélium. 

 

Expression de la GFP dans les souris adultes LGR5-2A-eGFP 

 Afin de localiser la protéine LGR5 au sein de l’épididyme de souris, des marquages par 

immunohistochimie contre la protéine GFP ont été réalisés dans des épididymes de souris 

adultes (8 semaines) LGR5-2A-eGFP. L’expression de la GFP, représentative de celle de LGR5 

dans ce modèle varie selon les segments de l’épididyme. Son expression semble faible dans la 

partie proximale de l’épididyme alors qu’un marquage plus important est observé dans la partie 

distale. Des photos à fort grossissement permettent de montrer que le marquage semble localisé 

au niveau des cellules basales de l’épithélium (Figure 2). Des marquages supplémentaires ont 

été réalisés au sein de notre laboratoire sur des tissus que nous avons reçus de souris LGR5-

2A-eGFP afin d’analyser les profils d’expression de LGR5 dans les 4 segments de l’épididyme 

mais ces marquages n’ont pas permis de reproduire les résultats de la figure 2 ci-dessous, malgré 

l’utilisation de plusieurs anticorps anti-GFP et l’utilisation de kit d’amplification du signal.  
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Figure 2 : Immunolocalisation de la protéine GFP dans des épididymes de souris adultes LGR5-2A-eGFP 

Les marquages obtenus avec un anticorps anti-GFP ont permis de localiser l’expression de LGR5 dans des épididymes 

de souris adultes. Son expression semble différente entre les segments de l’épididyme et elle semble être localisée au 

niveau des cellules basales de l’épithélium. 

 

Traçage de lignée dans les souris adultes  

 Pour déterminer le devenir des cellules basales LGR5 positives, des souris adultes Lgr5-

2A-EGFP-IRES-creERT2 ont été croisées avec des souris Rosa26-RFP. Les souris obtenues ont 

été injectées à l’âge adulte avec du tamoxifène (1 fois ou 4 fois 3mg) et leurs épididymes ont été 

prélevés et marqués avec un anticorps anti-RFP à différents temps après injection (Figure 3). 

Sept jours après injection, de très rares cellules possédant un noyau au niveau apical sont 

positives à la RFP dans le segment initial alors que ce nombre de cellules augmente par tubule 

dans la tête de l’épididyme. Dans le corps de l’épididyme, ces cellules sont également positives 

ainsi que des groupes de cellules possédant un noyau localisé plus bas dans l’épithélium. Enfin, 

dans la queue de l’épididyme, la majorité des cellules de l’épithélium est marquée. Les 

épididymes échantillonnés à 1 mois, 9 mois et 1 an après l’injection de tamoxifène possèdent un 

profil de marquage identique. Des souris injectées avec 4 doses de tamoxifène comportent les 

mêmes cellules positives à la RFP mais présentent une intensité de marquage plus importante, 

confirmant ainsi que l’expression de la RFP est liée à l’injection de tamoxifène. Aucune coloration 

n'a été observée dans les coupes d’épididymes incubées sans anticorps primaire. Un marquage 

a cependant été observé dans les coupes de souris non-induites, c’est-à-dire des souris qui n’ont 

pas été injectées au tamoxifène (Figure 3).  
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Figure 3: Immunolocalisation de la protéine RFP dans des épididymes de souris adultes Lgr5-2A-EGFP-IRES-

creERT2 prélevés 7 jours, 1 mois, 9 mois et 1 an après administration de tamoxifène. 

L’injection de tamoxifène a été réalisée chez des souris adultes qui ont été euthanasiées 7 jours, 1 mois, 9 mois et 1 

an après injection. L’utilisation d’un marquage avec un anticorps anti-RFP permet de localiser les cellules LGR5 ainsi 

que leur descendance. Les profils d’expression de RFP sont semblables aux différents temps post-injection. Quelques 

rares cellules allongées sont marquées dans le segment initial alors que leur fréquence augmente dans la tête de 

l’épididyme. Dans le corps des regroupements de cellules sont marqués mais avec des intensités de marquage 

différentes alors que la majorité des cellules de l’épithélium est marquée dans la queue de l’épididyme. 
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Identification des cellules positives au traçage de lignée 

 Pour déterminer les types cellulaires qui expriment la RFP après l'induction du traçage de 

la lignée, nous avons utilisé des épididymes de souris prélevés 1 an après injection de tamoxifène 

afin de réaliser des doubles marquages contre la RFP et contre des marqueurs de différents types 

cellulaires (Figure 4). Dans un premier temps, nous avons marqué la RFP et l'aquaporine-9 

(AQP9), un marqueur de cellules principales (Pastor-Soler et al., 2001; Schimming et al., 2015). 

Aucune co-localisation de RFP et AQP9 n’est observée dans la tête et le corps de l’épididyme 

alors que la majorité des cellules de la queue co-expriment la RFP et l’AQP9 (Figure 3). Dans un 

deuxième temps, nous avons marqué la RFP et la sous-unité B de l'ATPase du proton de type V 

(ATP6V1B2), un marqueur de cellules claires et étroites (Pietrement et al., 2006). Des cellules 

co-exprimant la RFP et l’ATP6V1B2 ont été observées dans la tête, le corps et la queue de 

l'épididyme (Figure 4). 

 

Figure 4: Colocalisation par immunofluorescence des protéines RFP, AQP9 et ATP6V1B2 dans des épididymes 

de souris adultes Lgr5-2A-EGFP-IRES-creERT2 prélevés 1 an après administration de tamoxifène. 

Les photos du haut représentent des colocalisations par immunofluorescence de RFP avec le marqueur de cellules 

principales AQP9. Aucune colocalisation n’est observée dans la tête et le corps de l’épididyme alors que la majorité 

des cellules est doublement positive dans la queue de l’épididyme. Les photos du bas sont des colocalisations de RFP 

avec le marqueur de cellules claires/étroites ATP6V1B2. Dans la tête et le corps de l’épididyme sont présentent des 

cellules qui expriment les 2 marqueurs ou aucun des marqueurs alors que seul une minorité de cellules est doublement 

marquée dans la queue de l’épididyme. 
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10.4 Discussion 

 Afin de confirmer que les cellules qui expriment LGR5 dans l’épididyme sont une sous-

population de cellules basales capables de s’auto-renouveler et de se différencier, nous avons 

utilisé des épididymes issus d’un modèle de souris transgénique Lgr5-2A-EGFP-IRES-creERT2.  

 La réalisation d’expérience d’hybridation in situ sur des coupes d’épididyme de souris 

adulte nous a permis de confirmer les résultats obtenus sur des coupes d’épididyme de rat. En 

effet, dans ces 2 espèces nous avons détecté l’ARN messager de LGR5 dans plusieurs types 

cellulaires de l’épithélium. 

  Des marquages par immunohistochimie nous ont ensuite permis de confirmer que LGR5 

est exprimé dans l’épididyme de souris et qu’il est localisé au niveau des cellules basales de 

l’épithélium. Lors de mon doctorat nous avons également observé le marquage de LGR5 dans 

les cellules basales d’épididyme de rat et de souris grâce à l’utilisation d’un anticorps commercial. 

Dans les épithéliums de glande mammaire et de prostate, qui sont également des épithéliums 

pseudo-stratifiés, il a également été observé que les cellules basales expriment LGR5. 

Cependant, dans la prostate, il existe également une population de cellules luminales exprimant 

LGR5 (Plaks et al., 2013; Wang et al., 2015a). Les marquages anti-GFP au sein des épididymes 

de souris transgéniques ont cependant indiqué un profil d’expression distinct entre les segments. 

Les fonctions des différentes parties de l’épididyme et leur composition cellulaire étant différentes, 

il a déjà été montré que de nombreuses protéines et gènes sont différentiellement exprimés entre 

les segments (Belleannee et al., 2012; Dacheux et al., 2009; Dube et al., 2007). A partir de ce 

constat, nous avons souhaité réaliser de nouveaux marquages sur des épididymes de plusieurs 

animaux afin de confirmer cette disparité entre les segments. Les marquages que nous avons 

réalisés en utilisant le même anticorps et en suivant le même protocole que ceux utilisés par 

l’équipe qui a réalisé la figure 1 ne nous ont cependant pas permis d’obtenir de marquage. Des 

anticorps anti-GFP différents ainsi que des kits d’amplification du signal ont également été testés 

en vain. Le problème de reproductibilité du marquage GFP pourrait ainsi s’expliquer par une 

variabilité inter-laboratoire ou une variation de l’expression de la GFP entre les souris de même 

génération ou entre les souris de différentes générations. Une étude de 2007 comparant plusieurs 

souches de souris transgéniques exprimant la GFP a en effet démontré qu’il existe une variabilité 

considérable de l’expression de GFP au sein même d’une souche de souris transgénique 

(Swenson et al., 2007).  

 Les analyses de traçage de lignée nous ont permis d’obtenir un marquage RFP dans les 

cellules de l’épithélium épididymaire cependant ce marquage est également observé dans les 



  

185 

souris non-induites et ceci en utilisant différents anticorps anti-RFP et différents protocoles de 

marquage. Des marquages immunohistochimiques, qui se sont révélés négatifs, ont également 

été réalisés sur des épididymes de souris non transgéniques afin de confirmer que les anticorps 

utilisés ne reconnaissent pas des protéines non spécifiques au sein de l’épididyme. Deux 

hypothèses peuvent expliquer ce marquage dans les souris non induites. 

 L’hypothèse la plus probable est l’existence d’un niveau basal d’activité de la Cre-

recombinase qui est indépendante du tamoxifène. Ce phénomène a déjà été décrit dans la 

littérature dans des modèles de souris Cre-Lox et est appelé « leaky Cre » (Álvarez-Aznar et al., 

2020). Selon cette hypothèse, les résultats semblent donc indiquer que les marquages que nous 

observons sont bien attribués à des cellules LGR5 qui se sont différenciées car seules ces 

cellules expriment la Cre-recombinase, cependant le traçage de la lignée n’a pas forcément 

débuté lors de l’injection de tamoxifène mais a pu débuter avant, compliquant ainsi l’interprétation 

des résultats. En effet, nous avons démontré que les cellules colonnaires, formant les épithéliums 

d’épididyme des rats de 7 et 14 jours, expriment-elles aussi LGR5 ce qui laisse ainsi la possibilité 

que les cellules marquées observées proviennent de ces cellules. 

 La deuxième hypothèse est l’utilisation de souris « contrôles » non adaptée. En effet, les 

tissus disponibles des souris induites et des souris non-induites sont issus d’animaux d’environ 

10 à 15 générations d’écart d’après nos informations. Il est ainsi possible que les épididymes des 

souris non-induites soient des souris de générations trop avancées dans la lignée et que des 

altérations génétiques soient intervenues par rapport aux souris de plus faibles générations qui 

elles ont été utilisé pour le traçage de lignée (Mahajan et al., 2016). 

 En considérant que la première hypothèse est exacte et avec beaucoup de prudence, il 

est ainsi possible de penser que ces résultats indiquent que les cellules exprimant LGR5, que ce 

soient les cellules colonnaires ou les cellules basales, ont la capacité de se différencier in vivo et 

cette conclusion serait en accord avec les données de la littérature. En effet, concernant les 

cellules colonnaires, il a été montré que ces cellules semblent à l’origine des cellules étroites, 

principales, claires et basales et qu’elles sont capables de former des organoïdes lorsqu’elles 

sont cultivées en 3D (Dufresne et al., 2022. soumis ; Kumar & Tanwar, 2017; Sun & Flickinger, 

1982). Concernant les cellules basales, il a également été démontré que celles-ci sont capables 

de former des organoïdes et de se différencier in vivo et in vitro en cellules principales et cellules 

claires (Mou et al., 2016; Pinel & Cyr, 2021). 

  Nous avons ainsi réalisé des co-marquages de RFP et un marqueur de cellules principales 

ainsi qu’un marqueur de cellules claires et étroites. Les marquages obtenus indiquent que les 
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cellules LGR5 seraient capables de se différencier en cellules claires et étroites dans la tête, le 

corps et la queue de l’épididyme alors qu’elles pourraient se différentier en cellules principales 

uniquement dans la queue de l’épididyme. Ces données sont ainsi en accord avec les données 

obtenu in vivo et in vitro dans lesquelles les cellules basales sont capables de se différencier en 

cellules principales et en cellules claires (Mou et al., 2016; Pinel & Cyr, 2021). Il a cependant été 

montré in vitro les cellules basales issues de la partie proximale de l’épididyme sont autant 

capables de se différencier en cellules principales que celle issus de la queue ce qui ne semble 

pas le cas in vivo suggérant un rôle de l’environnement des cellules sur leur processus de 

différenciation (Pinel & Cyr, 2021).  

S’il venait à être confirmé, ce résultat impliquerait donc que les cellules LGR5 de 

l’épididyme sont multipotentes. L’utilisation d’un autre modèle de souris transgénique afin de 

réaliser un traçage de lignée est cependant primordiale pour conclure quant à l’étude des cellules 

LGR5 in vivo. 
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