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Figure 5 : Mode de division des cellules souches
Les cellules souches se divisent de manière symétrique ou asymétrique, permettant leur
autorenouvellement et leur différenciation (Adapté de Yoshida 2019).

Cellule souche ?

D’après Yoshida, 2018

- Homéostasie du tissu 
- Capacité à régénérer le lignage/tissu après 
atteinte du tissu ou transplantation 

Autorenouvellement/différenciation
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Un point crucial: préserver le stock de SSCs disponible dans la 
biopsie (nombre, qualité/fonctionnalité des SSCs, dommages 
ADN/épigénétiques), et une niche testiculaire fonctionnelle 

Développer des biothérapies pour l’infertilité par thérapie cellulaire, 
par exemple,  à partir des SSCs présentes dans la biopsie 
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Développement des techniques d’AMP, des exemples de projet de thérapie de l’infertilité masculine… 

D’après Tran et al., 2022

Tran et al., 2022, Vol. 107, No. 2 385

Figure 2. The schematic diagram of standard and experimental male fertility restoration technologies that have produced offspring in at least one
mammalian species (Abbreviations: TESE, testicular sperm extraction; IUI, intrauterine insemination; IVF, in vitro fertilization; ICSI, intracytoplasmic
sperm injection; SSC, spermatogonial stem cells; iPSCs, induced pluripotent stem cells; PGCLCs, primordial stem cell-like cells).

Table 1. Published reports of testicular tissue cryopreservation.

Study Left location Number of
patients

Indication
(Biopsy)

Previous
Gonado-
toxic
treatment
(Yes/No)

Patients’
age range

Frozen
material

Freezing
method

Cryoprotectant

Bahadur et al. [51] United Kingdom
(LDN)

2 Oncology Yes and No 8 and 13 Tissue Liquid
nitrogen

Glycerol or
1,2-propanediol

Radford et al. [52] United Kingdom
(MAN)

12 Hodgkin’s disease No Adults Cells CRF DMSO, ethylene glycol,
glycerol, and
1,2-propanediol

Kvist et al. [53] Denmark (CPH) 8 Cryptorchid No 1–5 Tissue CRF Ethylene glycol
Ginsberg et al. [54] United States (PA) 48 Oncology No 0–12 Tissue CRF DMSO
Sadri-Ardekani et al.
[55]

United States (NC) 23 Oncology/cryptorchid No 0.7–16
oncology
1.4–11
cryptorchid

Tissue CRF DMSO and glycerol

Uijldert et al. [56] The Netherlands
(AMS)

78 Oncology No 0–15 Tissue CRF DMSO

Ho et al. [57] Australia (MEL) 44 Hematology/Oncology Yes and No 0.3–16.8 Tissue CRF DMSO
Heckman et al. [58] Germany (Munster) 39 Oncology/Klinefelter Yes and No 2–20 Tissue Not indicated DMSO
Valli-Pulaski et al. [22] United States (PA) 189 Oncology/Orchiectomy

/Cryptorchid/Klinefel-
ter

Yes and No 0–39 Tissue CRF DMSO

Hildorf et al. [59] Denmark (CPH) 37 Cryptorchid No 0–3 Tissue CRF Ethylene glycol
Braye et al. [60] Belgium (BXL) 112 Oncology/Cryptorchid/

Klinefelter
No 0–18 Tissue Mr. Frosty in

−80 ◦C
DMSO

Borgstrom et al. [61] Sweden (STHLM) 20 Oncology No 1.5–14.5 Tissue CRF and
vitrification

DMSO

Kanbar et al. [62] Belgium (BXL) 139 Hematology/Oncology Yes and No 0–16 Tissue CRF DMSO
Rives-Feraille et al. [63] France 87 Oncology Yes and No 0–16 Tissue CRF DMSO
Braye et al. [64] Belgium (BXL) 22 Klinefelter N/A 4.8–18.4 Tissue Mr. Frosty in

−80 ◦C
DMSO

Abbreviation: CRF, controlled rate freezing; DMSO, dimethyl sulfoxide; N/A, not available.
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Vers une application clinique chez l’homme?

Recherche sur la biologie des SSCs et la niche chez l'homme 

Principaux problèmes:

Faible efficacité de la régénération de la spermatogenèse
  
 Augmentation du nombre de SSCs à transplanter via leur amplification in vitro : développement d’un 

système de culture de SSCs…

 Améliorer le conditionnement/traitement anticancéreux pour préserver la niche du receveur (patient) ?

Purification des SSCs pour éviter la réintroduction de cellules souches cancéreuses
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Figure 7 : Mis en place du pool de CSGs fondatrices
Modèle prépondérant : après la naissance, les gonocytes donnent deux sous-
populations. Le type II donnant la 1ère vague de spermatogenèse ; le type I,
précurseurs des CSGs permettant une spermatogenèse continue.
Modèle de NC. Law et JM. Oatley : trois populations différentes donnent la 1ère et
2ème vague de spermatogenèse ainsi que les CSGs qui donnent une spermatogenèse
continue.
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Modèle fragmentation : le réservoir de
CSGs est maintenu par la fragmentation
des spermatogonies Apaired et Aaligned en
spermatogonies As ou Apaired. Ces cellules
sont GFRα1+.

A1-4

A1-4

Classique Hiérarchique

Fragmentation

Ce
llu

le
s G

FR
α1

+

Asingle

(CSG)

Apaired

Aaligned4

Aaligned8

Aaligned16

Asingle Ultimate
ID4bright

Apaired

Aaligned4

Aaligned8

Aaligned16

Asingle Transitoire
ID4dim

Réverter

Autorenouvellement

Expression d’ID4

Apaired

Aaligned4

Aaligned8

Aaligned16

A1-4

Asingle

(CSG)

Capacité à 
réverter à l’état 

précédent

Figure 8 : Autorenouvellement et
différenciation des CSGs murines
Modèle classique : les spermatogonies As
sont capables de s’autorenouveller ou de
se diviser en spermatogonies Apaired qui
sont irrémédiablement engagées vers la
différenciation.
Modèle hiérarchique : les
spermatogonies As suivent un gradient
ID4, où les As « Ultimate » ID4bright sont
les CSGs ultimes, capables
d’autorenouvellement et de devenir des
As ID4dim, dont le potentiel souche est
diminué.
Modèle fragmentation : le réservoir de
CSGs est maintenu par la fragmentation
des spermatogonies Apaired et Aaligned en
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Modèle murin de SSCs: modèle le mieux décrit chez les mammifères

Plusieurs modèles de « SSCs adultes »…

Mécanismes moléculaires de l’autorenouvellement/différenciation: notamment le rôle du GDNF, FGFs, …

maîtrise de la culture et de l’amplification in vitro des SSCs sur des mois

(SSCs)

adulte
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Analyse 3-D de tubules 
séminifères avec des chaînes 

de SSC et de progéniteurs
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MODÈLE DE CELLULES SOUCHES HUMAINES?
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Et chez l’homme?

Different SSCs states on the differentiation trajectory with ability to 
revert between states (plasticity)

Classical model

Autorenouvellement

Meiosis

scRNAseq

State 0 State 1 State 2 State 3 State 4
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EGR4
GFRA1
ETV5 KIT

DMRT1

scRNAseq

Adark
« dormant »

Apale
« active »

Histology

Guo et al 2018

Selrenewal

Adark Apale B

« dormant » « active »

Selrenewal

Adark Apale B

« dormant » « active »

trajectoire de différenciation

Différents «SSCs states» avec une capacité 
à réverter entre  «SSCs states»  (plasticité)
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Figure 24 : Autorenouvellement et différenciation des CSGs humaines
Nos données sont en accord avec l’hypothèse de la hiérarchie de différenciation commençant par le state 0.

Identité des SSCs et mécanismes moléculaires de l’autorenouvellement/différenciation?
Potentiel de régénération de ces populations de SSCs?

culture et amplification in vitro des SSCs ?

Modèle humain : synthèse des différents modèles basés sur les études scRNAseq  
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Figure S4: Representative flow cytometry plots of the 13 germinal markers gated on b2M-CD51/CD61- cells. NxN plot displaying
every parameter versus every other parameter, gates of specific germinal populations are indicated on plots. (ITGA6 is named
AL6 in cytogram axis)

ITGA6+
CD155med

ITGA6+
CD155+

ITGA6+
KIT-

ITGA6+
KIT+

Figure S4 (continued): Representative flow cytometry plots of the 13 germinal markers gated on b2M-CD51/CD61- cells . NxN
plot displaying every parameter versus every other parameter, gates of specific germinal populations are indicated on plots.
(ITGA6 is named AL6 in cytogram axis)

Representative flow cytometry plots 
of the 13 germinal markers gated on 
the b-2M-CD51/61- population (NXN 
plots) 

Reduction: UMAP analysis of 16C panel
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Spectral cytometry using a 16-colors panel: characterization of the human spermatogonial stem cell compartment
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Figure 25 : Proposition de ligne temporale comparant les modèles murins et humains des cellules
souches germinales synthétisant les données de la littérature et nos données
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Potentiel
 de régénération

- disséquer cette population « SSCs » et le potentiel « souche »
- identifier de nouveaux marqueurs 
- identifier les voies moléculaires: pistes pour l’amplification des SSCs in vitro
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