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RESUME

Il a été récemment démontré que les
cellules spermatogénétiques de rat
sont capables de lier et d’internaliser
spécifiquement ’androgen-binding
protein de rat (ABPr). De méme les cel-
lules spermatogénétiques du macaque,
sont capables de lier et d’internaliser
spécifiquement la sex steroid-binding
protein humaine (SBPh).

Cette étude consiste a tester si des
interactions entre les cellules sperma-
togénétiques et les protéines de liaison
des stéroides existent également chez
’homme. Les cellules germinales pro-
viennent d’une part des biopsies testi-
culaires de patients hypofertiles et
d’autre part de pulpectomies indiquées
pour cancer prostatique.

Les observations en MET révelent la
présence de deux types de structures
reliés a 'endocytose dans les cellules
spermatogénétiques. Premiérement,

les puits et vésicules recouverts de 96
# 10 nm de diametre, associés a la
membrane plasmique. Deuxiémement,
les endosomes précoces (vésicules non
recouvertes) de 225 + 60 nm de dia-
meétre localisés a la périphérie du cyto-
plasme ainsi que les endosomes tar-
difs, souvent organisés en corps multi-
vésiculaires (CMV) dans le cytoplasme
périnucléaire. Ces deux types de struc-
tures de 'appareil endocytaire sont
présents a tous les stades de matura-
tion des cellules germinales. Les vési-
cules non recouvertes sont toujours
plus nombreuses que les vésicules
recouvertes quel que soit le stade.

Les cellules germinales isolées et in
situ maintenues dans ’épithélium
séminifere ont été exposées au milieu
de culture contenant le complexe
SBPh purifiée (a partir de sérum de
femme enceinte) - AG-testotérone tri-
tiée (80 000 cpm/ml, 30 ng) photomar-
quée. L’étude des interactions SBPh/
cellules germinales est fondée sur les
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analyses qualitatives et quantitatives
du marquage révélé par autohistora-
diographie en MET.

Nos résultats montrent que cette incu-
bation provoque un important mar-
quage des cellules spermatogéné-
tiques. La préincubation avec de la
SBPh non marquée en large exces, de
méme gu’un prétraitement par 'EGTA
reduit significativement le marquage.
Une fois internalisée, la SBPh est loca-
lisée au niveau du compartiment endo-
cytaire et spécialement sur les mem-
branes délimitant ce compartiment.
Un marquage intranucléaire a été éga-
lement observé, sauf dans les noyaux
condensés des spermatides allongées.

Au total, ce travail montre que les cel-
lules spermatogénétiques humaines
possédent les structures cellulaires
caractéristiques d’une activité d’endo-
cytose et ont la capacité de lier et d’in-
ternaliser la SBPh a partir du compar-
timent extracellulaire. Ce résultat
confirme ceux obtenus sur des
modeéles animaux (rat et macaque) et
conduit & considérer que l'existence
d’interactions entre les cellules sper-
matogénétiques et les protéines de liai-
son des stéroides constitue un phéno-
meéne général et probablement impli-
qué dans le déroulement de la sperma-
togénese. Les mécanismes par lesquels
les proteines de liaison des stéroides
interviennent dans le contréle de la
fertilité chez 'homme restent a éluci-
der.

Mots Clés : SBPh, récepteur de la SBPh, cellules
germinales, homme.

INTRODUCTION

Dans le tube séminifere la lignée germinale
est, du fait de la présence de la barriére
sang-testicule, confinée dans un microenvi-
ronnemnt spécifique totalement condition-

né par les cellules de Sertoli [4, 35]. Une
des fonctions majeures des cellules de Ser-
toli est donc d’assurer le transport de sub-
stances depuis le compartiment basal jus-
gu’au compartiment adluminal [36]. C’est
ainsi que le fer, associé a sa protéine de
liaison, la transferrine, est transporté, via
le cytoplasme Sertolien, jusqu’au comparti-
ment des cellules germinales [26, 28, 34].
L’existence d’un mécanisme similaire est
suggéré pour le transfert du cuivre gréce a
son transport par la céruloplasmine [26] et
pour la vitamine B12 liée a la transcobala-
mine [2].

Concernant les protéines de liaison des sté-
roides comme I’androgen-binding protein
(ABP) qui est la protéine de transport
majoritaire secrétée par les cellules de Ser-
toli, et la premiére a avoir été identifiée a
ce niveau [10, 19, 24, 39], leurs interac-
tions avec la lignée germinale restaient,
jusqu’a ces derniers temps, trés peu étu-
diées. En effet, classiquement, le transport
des androgénes jusqu’au contact des cel-
lules spermatogénétiques ne semble pas
étre nécessaire pour leur maturation [9] et,
d’ailleurs, I’existence de récepteurs des
androgénes dans les cellules germinales
est trés controversée, si bien qu’il était
généralement admis que la lignée germina-
le ne constituait pas une cible pour 'ABP
et que le réle principal de cette derniére
était de véhiculer les androgénes, en les
protégeant de la dégradation, vers des
cibles androgéno-dépendantes du tractus
génital, tel que I’épididyme notamment
[11-13, 18, 36].

Pourtant, dés 1984, le groupe de Steinber-
ger décrivait la présence de sites de liaison
de 'ABP sur les spermatocytes chez le rat
[38]. Plus récemment, nous avons montré la
présence d’une activité de liaison pour
ABP dans des extraits de membranes de
cellules germinales de rat [8]. Pelliniemi a
mis en évidence, chez le rat, la présence
dans le cytoplasme des spermatocytes et
des spermatides de granules réagissant
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positivement avec un anticorps anti-ABP
[27]. Depuis, nous avons montré que les cel-
lules germinales du macaque étaient
capables, in vitro, de lier et d’internaliser la
SBPh [15] et que les cellules germinales de
rat était capables, in vitro, de lier et d’inter-
naliser TABPr [16]. Enfin, Huang et al., ont
démontré que, chez le rat hypophysectomi-
sé, le maintien d’une activité spermatogé-
nétique était dépendant de la présence
d’ABP [21]. Au total, ces constatations
convergent vers la notion que chez cer-
taines espéces animales, les protéines de
transport des stéroides interagissent direc-
tement avec la lignée germinale.

Le but de cette étude est de déterminer si,
chez 'homme également, la lignée germina-
le a des propriétés de liaison membranaire
et d’internalisation des protéines de frans-
port des stéroides,

MATERIEL & METHODES

1. Matériel testiculaire humain

Nous avons utilisé des biopsies de patients
4gés de 28 a 40 ans, hypofertiles, & sperma-
togénése anormale et des pulpectomies de
testicules de patients porteur d’un cancer
de la prostate 4gés de 60 & 85 ans. Au cours
de l’intervention, les prélévements sont
immédiatement placés dans du milieu de
culture Ham F-12 /DMEM (1:1) contenant 2
mM de L-glutamine (Sigma Chemical CO.,
St Louis, MO) et additionné avec du pyru-
vate de sodium (1 mM) du lactate de
sodium (6 mM) et des antibiotiques (strep-
tomycine et pénicilline), 100 xl/ml et 400
ul/ml respectivement. Nous avons utilisé
les prélévements de 10 patients pour cette
étude.

2. Préparation des cellules germinales
humaines isolées

Dans un premier temps, les fragments de
tubes séminiféres sont disséqués finement
afin d’éliminer 'essentiel du tissu intersti-

tiel, puis collectés dans du milieu de culture
frais. Les cellules germinales sont isolées
soit par simple dissociation douce au Potter
(Wheaton, USA) comme précédement décrit
[6, 14-16] soit, lorsque le parenchyme pré-
sente une fibrose apparente, aprés un pré-
traitement enzymatique par une solution
de collagénase/dispase (Beehringer Mann-
heim, Germany) & 1 mg/ml pendant 30 a 45
mn & 34°C sous agitation. La suspension
cellulaire obtenue est filtrée a travers du
coton hydrophile afin de retenir les sperma-
tozoides et les débris cellulaires, et centri-
fugée a4 150 X g pendant 10 mn. Les culots
cellulaires ont été récupérés et lavés deux
fois avec le méme milieu de culture (150 X g
pendant 10 mn).

La densité cellulaire de la suspension finale
est déterminée au microscope & contraste
de phase, et la viabilité cellulaire est esti-
mée par le test d’exclusion au bleu trypan
(Sigma). Généralement, elle est supérieure
a 95%. Des frottis colorés au May-Griin-
wald Giemsa sont réalisés pour chaque pré-
paration afin de déterminer le degré de
contamination de la préparation cellulaire
par des cellules de Sertoli, de Leydig et de
cellules immigrantes et de quantifier les
différentes classes de maturation de cel-
lules de la lignée germinale.

3. Analyse cytométrique

Les cellules germinales humaines prépa-
rées par méthode enzymo-mécanique (cf ci-
dessus) ont été fixées dans un tampon acide
citrique salé (CABS)ethanol 100% (1:1) {1]
et analysées en cytométrie de flux pour la
quantification de ADN. Cette derniére a
été faite sur les cellules entieres aprés mar-
quage a liodure de propidium a 37°C pen-
dant 1 heure et passage au cytometre
EPISC-C (Coulter, Hialeah, M.) équipé d’'un
laser Argon (INNOVA 90-5, CEHERENT).
Analyse de la distribution des cellules cor-
respondant aux valeurs ’ADN 1°C, 1C, 2C
et 4C a l'aide d’un logiciel adapté multicycle
software.
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4, Préparation des cellules germinales
in situ

Les tubes séminiféres sont séparés avec
précaution du tissu interstitiel sous un
stéréomicroscope, comme décrit précé-
demment [14-16]. Des fragments de 5 &
10 mm de long sont isolés. Puis, chaque
fragment est ouvert selon P'axe longitudi-
nal avec des ciseaux de microchirugie
(Pacheff, Moria, France) afin d’exposer
les cellules germinales adluminales au
milieu de culture contenant la protéine
radiomarquée.

5. Purification de la SBPh

La SBPh a été purifiée a partir du sérum
de femme enceinte par la méthode décrite
par Egloff et al., [5]. La pureté de la SBPh
est contrélée par électrophorése sur gel
polyacrylamide, dans les conditions non
dénaturantes, en présence du sulfate dode-
¢yl de sodium (SDS-PAGE) et par immuno-
électrophorése anti-sérum de sérum
humain sain. L’estimation quantitative de
la SBPh est aussi déterminée par méthode
électroimmunologique en utilisant des anti-
corps polyclonaux anti-SBP sérique.

6. Couplage covalent de la A6-testosté-
rone tritiée a la SBPh pure

Tl est réalisé selon la méthode de Taylor et
al., 1980 adaptée dans notre laboratoire
[17, 40]. La A6-dihydrotestostérone tritiée
(NEN Research Products, Boston, MA,
U.S.A.) a la concentration de 20 nM est
incubée avec 0,7 nM de SBPh a 4°C dans 1
ml d’une solution tris-HCI 20 mM (pH 8,0)
contenant 0,15 M NaCl et 10% (v/v) glyce-
rol. La solution placée dans un flacon de
pyrex est soumise a des irradiations succes-
sives de 15 mn, séparées par des périodes
de 10 mn dans une chambre froide (4°C)
pour éviter des dénaturations thermiques
de la protéine. L’irradiation est réalisée a
Paide d’une lampe quartz-mercure a 450
Watts [14].

7. Protocoles d’incubation des cellules
germinales avec le complexe A6-testo-
stérone tritiée-SBPh

a) Cellules germinales isolées

Les cellules germinales isolées (4 x 106 cel-
lules/100 ul de méme milieu de culture, cf
section 1) ont été incubées en présence du
complexe SBPh-stéroide marqué par pho-
toaffinité (30 ng, 80 000 cpm/ml) sous agita-
tion douce dans un bain marie a 34°C pen-
dant des délais de 30, 120 et 180 mn.

Afin de déterminer la spécificité de la liai-
son, des cellules germinales ont été préin-
cubées a 34°C en présence d’un excés (100
fois) de SBPh non marquée pendant 20 mn-
avant d’ajouter le complexe SBPh-stéroide
radiomarqué pendant 30 mn a 34°C. L'effet
des ions calciques sur la liaison du com-
plexe SBPh-stéroide radiomarqué avec
d’éventuels récepteurs membranaires a été
étudié par une préincubation des cellules
isolées dans 100 u]l de PBS contenant de
PEGTA (400 mM) pendant 20 mn avant
Paddition du complexe SBPh-stéroide mar-
qué pendant 30 mn.

A la fin des périodes d’incubation, les cel-
lules ont été lavées avec du milieu de cultu-
re frais. Les culots cellulaires ont été
recueillis par centrifugation a 150 X g, et
fixés immédiatement en vue des études en
MET.

b) Cellules germinales in situ

Deux a trois fragments de tubes sémini-
feres ouverts ont été incubés dans 150 ul de
milieu de culture contenant le complexe
SBPh-A6-testostérone marqué par photoaf-
finité (30 ng, 80 000 cpm/ml) sous agitation
douce dans un bain marie 4 34°C pendant
des délais de 30 et 60 mn. A la fin de la
période d’incubation, les fragments sont
lavés dans un milieu de culture frais et
fixés pour I’étude autohistoradiographique.

Chaque condition expérimentale est faite
en triple.
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8. Préparation pour la MET

Les échantillons ont été fixés pendant 1h
30 mn 2 4°C dans du glutaraldéhyde
(Fluka, Switzerland) 2,5%, v/v, dans 0,1 M
de tampon cacodylate de sodium, pH 7,4 et
pendant 2h dans du glutaraldéhyde 5%,
v/v, dans le méme tampon. Aprés lavage,
les échantillons sont postfixés par le
tétroxyde d’osmium 1% dans le méme tam-
pon i la température ambiante pendant 60
mn. Apres déshydratation a I'’éthanol, ils
ont été inclus dans 'Epon 812 (Fluka, Swit-
zerland) puis débités en coupes ultrafines
(80 nm) avec un ultramicrotome (Ultracut
E., Reichert-Jung). Avant les observations,
les coupes sont contrastées par 'acétate
d’'uranyle et le réactif de Reynolds.

9. Préparation pour autohistoradio-
graphie en MET

Des coupes de 80 nm, recueillies sur des
lames collodionnées, sont recouvertes par
trempage par une émulsion nucléaire IIford
14 diluée (IIford, St Priest, France), comme
décrit précédemment [11-16]. Apres 2 4 3
mois d’exposition a 4°C, les autoradio-
grammes sont développés avec du Microdol-
X, Kodak (Eastman Kodak Co., Rochester,
NY) pour obtenir des grains filamenteux
[25], et examinés en MET.

10. Analyse du marquage

Les grains d’argent ont été comptés directe-
ment sur les préparations observées a
Pécran. Le dénombrement des grains d’ar-
gent aux grandissements X 7 000 et X 12
000 a servi a calculer les densités du mar-
quage des différentes catégories cellulaires
de la lignée germinale : spermatogonies,
spermatocytes et spermatides rondes et
allongées. Les résultats sont exprimés en
nombre de grains d’argent par 1000 zm2 de
section d’un type cellulaire donné. Seuls les
types cellulaires clairement identifiables
selon Clermont et Heller et Clermont [3,
201, ont été utilisés pour des comptes. La
surface des coupes de cellules germinales a

été calculée a partir du diametre de la sec-
tion sur les clichés de MET.

Pour chaque expérience un total d’au moins
35 000 um? de surface de chaque catégorie
cellulaire a été exploré. Le nombre de
grains d’argent par 1000 zm? d’Epon a été
considéré comme représentatif du bruit de
fond. Il a été estimé a 1,6 grains d’argent
par 1000 xm?2 d’épon et systématiquement
soustrait de tous les résultats.

11. Données morphométriques

Les diameétres de sections cellulaires, des
noyaux et des organites impliqués dans
I’endocytose (puits et vésicules recouverts
et vésicules non recouvertes), ainsi que la
distance entre le centre d’'un grain d’argent
et Yorganite le plus proche, ont été mesurés
sur les clichés pris en MET. Dans ce tra-
vail, nous avons utilisé une valeur de 145
nm comme “half distance” (HD), en accord
avec la nature de I’émulsion, le type de
radioélément (tritium) utilisé ainsi que
I’épaisseur des coupes (80 nm) [31].

12. Préparation des membranes plas-
miques de cellules de la lignée germi-
nale humaine

La suspension cellulaire de la lignée germi-
nale humaine est aliquotée en fractions de
1 x 106 cellules/ml. Ces fractions sont
broyées a vitesses croissantes dans un tam-
pon tris-HCI (20 mM) pH 7,4 dans un bain
de glace pilée. Une solution contenant 1 g
leupeptine/ml, 1 ug papstatine A/ml, benza-
midine 0,1% (p/v), bacitracine 0,1% (p/v) et
0,15 M de NaCl est ajoutée dans le milieu
réactionnel, pour réduire la dénaturation
protéique, par la libération des enzymes
cellulaires. IL’homogénat ainsi obtenu est
centrifugé pendant 10 mn a 1000 X g dans
le tampon tris-HCI contenant 1 mM de
CaCl2 et de MgCI2. Le surnageant obtenu
est centrifugé a nouveau a 27 000 X g dans
le méme tampon additionné de 300 mM de
mannitol. Le culot obtenu est de nouveau
centrifugé dans les mémes conditions, mais
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avec un tampon sans mannitol. Le culot
obtenu est la fraction enrichie en mem-
branes plasmiques de la lignée germinale
humaine

13. Etude de la liaison SBPh/mem-
branes plasmiques

Le complexe SBPh-stéroide (0,09-1,50
pmol) a été incubé 1h, a 4°C sous agitation
douce avec les fractions enrichies en mem-
branes plasmiques provenant de 1 X 108
cellules avec des concentrations croissantes
de 1a SBPh, en présence ou en absence d'un
excés de 100-fois de SBPh non marquée
pour les expériences d’inhibition. Les par-
ties liée et libre ont été séparées par centri-
fugation a 25 000 X g pendant 15 mn, et le
culot a été lavé trois fois dans 20 mM du
tampon tris-HCI (pH 7,4) contenant 1 mM
MgCl2, 1 mM CaCl2 et 0,1% (p/v) BSA. Les
radioactivités du surnageant et du culot
sont mesurées apreés addition de 3 ml de
Scintran. Chaque valeur a été déterminée a
partir de trois tubes différents. La liaison
spécifique a été analysée selon la méthode
de Scatchard [32].

14, Analyse statistique

Les données expérimentales ont été expri-
mées dans le texte comme la moyenne *
D.S. Les analyses statistiques concernant
les différences observées entre les catégo-
ries des cellules de la lignée germinale
humaine, classées selon leur stade de
maturation, ont été faites par le test t de
Student a 'aide du logiciel StatWorks.

RESULTATS

1. Suspensions cellulaires de la lignée
germinale humaine

a) Viabilité
Les cellules obtenues présentent générale-

ment une viabilité supérieure a 95%. Les
débris cellulaires sont rares.

b) Analyses sur frottis et en cytométrie
de flux

Les frottis montrent que la proportion de
cellules somatiques est inférieure a 3%. Les
frottis, ainsi que 'analyse en cytométrie de
flux montrent que tous les types cellulaires
sont présents, a 'exception des spermato-
zoides matures, sur les préparations testi-
culaires utilisées. Cependant la proportion
des différents stades de maturation varie
suivant les pathologies (biopsie de patients
hypofertiles). Les produits des pulpectomies
présentent également un profil de réparti-
tion cellulaire anormal, généralement
caractérisé par une proportion élevée des
spermatogonies (Figure 1A) par rapport a
un testicule d’adulte jeune (Figure 1B).

2. Présence des structures primaires
de 'appareil endocytaire

Les structures primaires de 'appareil endo-
cytaire sont constituées par des vésicules
non recouvertes (endocytose non spécifique)
et par des puits et vésicules recouverts
(endocytose récepteur médiée). Ces deux
types de structures sont présents a la surfa-
ce de toutes les cellules de la lignée germi-
nale humaine observées (Figures 2 4 7).

Les vésicules lisses se caractérisent par un
contenu homogeéne et trés peu dense aux
électrons et par 'absence de différencia-
tions détectables sur le versant cytosolique
de 'endomembrane. Ces vésicules ont un
diametre assez régulier de 225+60 nm. Par
ailleurs, leur nombre moyen differe suivant
les stades de maturation puisqu’il est res-
pectivement de 21,6 + 5,0; de 30,0 £ 8,0 ; de
20,0 = 3,0 et de 33,3 + 9,0 pour les sperma-
togonies, spermatocytes et les spermatides
rondes et allongées exprimé pour 100 um
de longueur de membrane (Figure 8). Ces
différences ne sont pas statistiquement
significatives.

Les puits et vésicules recouverts se caracté-
risent par un contenu plus dense aux élec-
trons et parfois hétérogéne et par la
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présence d’agrégats denses réguliérement
disposés sur le versant cytosolique de I'endo-
membrane. Leur diamétre est de 96 + 10 nm
pour les puits recouverts et les vésicules
recouvertes. Leur nombre, exprimé par 100
um de longueur de membrane plasmique, dif-
fere suivant les stades de maturation puis-
qu'il est respectivement de 4,0 £ 0,5 ; de 6,0 +
1,5;de 3,0 £ 0,4 et de 3,8 + 0,2 pour les sper-
matogonies, les spermatocytes et les sperma-
tides rondes et allongées (Figure 8). Cette dif-
férence est statistiquement non significative.
Par contre, les différences de nombre obser-
vées entre les vésicules lisses d’une part et
les structures recouvertes d’autre part, qui
sont moins nombreuses, sont statistiquement
significatives (P < 0,001).

Figure 1 : Etude en cytométrie de flux du
contenu en ADN des suspensions de cellules
germinales humaines obtenues apres isole-
ment enzymo-mécanique et filtration sur
coton. A : cellules germinales d’un produit
d’une pulpectomie, patient agé de 80 ans.
B : pour comparaison, testicule normal,
patient de 30 ans décédé accidentellement.
Quatre pics distincts caractérisent les cel-
lules germinales (1°C), (1C), (2C) et (4C). Le
pic (1I’C) correspond aux cellules germi-
nales haploides a noyau condensé et sur
spermatozoides. Le pic (1C) correspond aux
cellules haploides de type : spermatides
rondes. Le pic (2C) correspond aux cellules
diploides, essentiellement : les spermatogo-
nies interphasiques, les spermatocytes preé-
méiotiques jusqu’au stade préleptoténe
exclu, les spermatocytes secondaires et les
cellules somatiques interphasiques. Le pic
(4C) correspond aux cellules en division qui
ont déja dupliqué leur contenu d’ADN de
2C a 4C sont essentiellement : les spermato-
gonies en mitose, les spermatocytes (stade
pachyténe) jusqu’a Uobtention des sperma-
tocytes secondaires.

3. Densité de marquage

La figure 9 montre que 30 mn apres le début
de lincubation & 34°C en présence du com-
plexe SBPh-stéroide tritié, toutes les classes
des cellules de la lignée germinale présentent
un marquage trés largement différent du
bruit de fond puisque le nombre moyen de
graing d’argent est de 36,7 ; 19,1 ; 76,4 et
27,9 pour 1000 zm? pour les spermatogonies,
les spermatocytes primaires et les sperma-
tides rondes et allongées respectivement,
contre 1,6 pour 1000 xm2 d’Epon pour le
bruit de fond. Les spermatides rondes pré-
sentent la plus forte densité de marquage (P
< 0,001). Pour les délais plus longs (120 et
180 mn) on observe une diminution du mar-
quage qui est statistiquement significative
pour les spermatides rondes, les spermatides
allongées et les spermatocytes. La figure 10
montre que la préincubation avec un excés de
SBPh froide ou le prétraitement par FTEGTA
réduisent considérablement (P < 0,0001) le
marquage de ces quatres catégories cellu-
laires au temps 30 mn.
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Figures 2-7 : Mise en évidence des struc-
tures primaires de 'appareil endocytaire
spécifique dans les cellules de la lignée ger-
minale humaine en MET. 2-3 : Présence de
puits recouverts (PR, région dense, fléche)
dans une spermatogonie de type Ap in situ.
¢ : collagéne; LB : lame basale; MP : mem-
brane plasmique, EN : enveloppe nucléaire
N : noyau; NL : nucléole M : mitochondries
G :X6000; Barre 1 ym et G : X 70 000,
Barre = 1um. 4-5 : Présence de vésicules
recouvertes (VR, fléche) et de puits recou-
verts (PR, région dense, fleches) dans des
spermatocytes primaires pachyténes in situ.
MP : membrane plasmique, EN : enveloppe
nucléaire N : noyau, VS : vésicule sexuelle G
: X 6000 ;Barre=1pumet G:X 40 000 ;
Barre = 1 um. 6-7 : Présence de vésicule
recouverte (VR, région dense, fléeches) dans
une spermatide allongée in situ. MP : mem-
brane plasmique, AC : acrosome, N : noyau,
F : développement du flagelle, Co : col, A :
anneau, Mt : microtubules G : X 10 000;
Barre=1umet G:X 80 000; Barre =1 um.

4. Localisation du marquage

Trente minutes aprés l'incubation a 34°C
en présence du complexe A6-testotérone tri-
tiée - SBPh, environ 95% des grains d’ar-
gent se trouvent localisés dans le comparti-
ment intracellulaire et 5% sont associés a
la membrane plasmique.

Au niveau de la membrane plasmique, la
dimension importante des grains d’argent
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Figure 8 : Quantification des structures
primaires d’endocytose (vésicules recou-
vertes : VR et vésicules non recouvertes :
VNR) en fonction du stade de maturation
des cellules spermatogénétiques germinales
humaines. SG : spermatogonies, SC : sper-
matocytes, SR : spermatides rondes, SA :
spermatides allongées. Les données sont
exprimées en nombre moyen de VR et VNR
par 100 um de longueur de la membrane
plasmique. Chaque barre représente la
moyenne + D.S. L’étude statistique a été
réalisée par le test t Student. Elle a été faite
entre les VR et VNR pour chaque stade de
maturation (P < 0,001).
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Figure 9 : Densité de marquage de chaque
catégorie de cellules germinales humaines
(suspension de cellules isolées). Aprés diffé-
rents temps d’incubation en présence du
complexe SBPh-A6-testostérone tritiée.
Chaque barre représente la moyenne = D.S.

(250 a 350 nm environ) qui masquent sou-
vent les structures sous-jacentes ne permet
pas d’affirmer si la source radioactive cor-
respond a des structures de type puits et/ou
vésicules recouvertes (Figure 11).
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Figure 10 : Effet du prétraitement des cel-
lules germinales par un excés de SBPh non
marquée et par PEGTA sur Uintensité de
Uinternalisation du complexe SBPh-A6-tes-
tostérone tritiée. Les analyses quantitatives
ont été réalisées en MET et exprimées en
grains d’argent par unités de surface et par
type cellulaire. Les données sont représen-
tées en moyenne = D.S.

Au niveau du compartiment intracellulaire,
nous observons des grains a la fois dans le
compartiment cytoplasmique et dans le
compartiment nucléaire.

Dans le compartiment cytoplasmique la
majorité des grains d’argent est associée a
I'appareil endocytaire et en particulier avec
le compartiment des endosomes dans toutes
les catégories cellulaires, et dans les CMV a
partir du stade spermatide. Dans ce com-
partiment, les grains d’argent sont princi-
palement associés avec la membrane qui les
délimite plutét qu’avec leur contenu.

Au niveau du noyau, le marquage principal
concerne I'enveloppe nucléaire et plus rare-
ment le noyau proprement dit (Figures 12,
13).

Au total, dans les séries observées nous
n‘avons pas pu mettre en évidence de diffé-
rences significatives dans les répartitions
intracellulaires du marquage en fonction
des différents temps d’incubation. Par
contre, nous avons observé des différences
quant a la localisation par le marquage
intranucléaire qui n’est présent que dans les

stades jeunes. Nous n’avons jamais observé
de marquage intranucléaire des sperma-
tides allongées matures (4 partir du stade
Se) Clermont et Heller et Clermont [3, 20].

5. Marquage des cellules germinales in
situ

Dans le cas des cellules germinales in situ
(tubes séminiferes ouverts), aprés 30 mn
d’incubation en présence du méme com-
plexe, nous observons également un mar-
quage important des cellules de la lignée
germinale quel que soit leur stade de matu-
ration. La localisation de ce marquage et
son intensité ne semblent pas différer de
celui que nous avons observé lorsque les
cellules germinales sont incubées 30 mn
sous forme de suspension de cellules isolées
avec le méme complexe (Figure 15).

5. Etude de la liaison SBPh/membranes
plasmiques

L’analyse de Scatchard des membranes
plasmiques des cellules germinales
humaines avec la SBPh a donné un Kd de
0,54 nM et un nombre de sites/mg de pro-
téines de 2,7.1010 (Figure 16). Cette étude
montre que la SBPh est capable de se lier
de facon spécifique sur un seul site de liai-
son membranaire.

DISCUSSION

I1 a été démontré de facon occasionnelle que
les cellules spermatogénétiques de diffé-
rentes espéces animales étaient capables
d’excercer aussi bien une endocytose non
spécifique via des vésicules non recouvertes
[7, 33] quune endocytose spécifique via des
vésicules recouvertes [15, 16, 28). Chez le
rat des études d’immunocytochimie ont
montré la présence de clathrine sur les
vésicules recouvertes confirmant ainsi I'ap-
titude des cellules germinales & excercer
une endocytose médiée par des récepteurs
membranaires selon les modalités décrites
pour d’autres types cellulaires [16].
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Figure 11-13 : Internalisation du complexe
SBPh-A6-testostérone tritiée dans les cel-
lules germinales humaines (étude autora-
diohistographique en microscopie électro-
nique a transmission 2 a 3 mois d’exposi-
tion a 4°C et révélation au Microdol-X,
Kodak). 11 : Spermatocyte primaire isolé
marqué au niveau de la membrane plas-
mique (MP) par des grains d’argent (GA).
Noter que les grains d’argent masquent le
térritoire plasmique sous-jacent. E : endoso-
me. Incubation 30 mn en présence du méme
complexe ligand-protéine a 34°C, G : X 80
000 ; Barre = 1 um. 12 ; Spermatide ronde
isolée (phase Golgi) marquée au niveau de
la jonction entre Penveloppe nucléaire (EN)
et la vésicule acrosomiale (VA) du complexe
SBPh-stéroide tritié a 180 mn d’incubation
a 34°C, G : X 20 000 ; Barre= 1 um. 13 : Sper-
matocyte primaire isolé et marqué au
niveau du cytoplasme profond par un grain
d’argent (GA) sous forme de filament 30 mn
d’incubation au voisinage de Uenveloppe
nucléaire (EN). MP : membrane plasmique,
N : noyau, GX: 50 000 ; Barre =1 um.
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Figure 14 : Densité de marquage de chaque
catégorie de cellules greminales humaines
(cellules in situ dans Uépithelium séminife-
re). Aprés différents temps d’incubation en
présence du complexe SBPh-A6-testostérone
tritiée. Chaque barre représente la moyen-
ne = D.S.

La morphologie et la taille des vésicules
recouvertes observées ici dans les cellules
spermatogénétiques humaines correspond
trés exactement a ce type de vésicules, sug-
gérant par la que la lignée germinale
humaine est capable de réaliser une inter-
nalisation spécifique de protéines pour les-
quelles elles posséderaient le récepteur
membranaire correspondant.

Nos résultats montrent effectivement que
les protéines extraites des membranes de
cellules germinales humaines ont une acti-
vité de liaison pour la SBPh compatible
avec la présence de récepteurs pour cette
protéine de transport des stéroides dans ces
extraits. L’affinité, determinée par la repré-
sentation de Scatchard est comparable a
celle observé pour le récepteur épididymai-
re de TABP [17]. La liaison SBPh-récepteur
correspond morphologiquement a la détec-
tion des sources radioactives sur la mem-
brane plasmique et dans appareil endocy-
taire des cellules spermatogénétiques lors-
gu’elles ont été incubées en présence du
complexe SBPh-A6-testotérone tritiée.
Compte tenu de la taille des grains d’argent
gui masquent le térritoire cellulaire sous-
jacent, il n’est pas possible d’affirmer que la
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Figure 15 : Etude de récepteur membranai-
re a laide des fractions membranaires des
cellules germinales en présence de la SBPh-
1251. Analyse par la représentation de Scat-
chard.

source radioactive est bien située dans des
puits ou des vésicules recouvertes associée
a linternalisation récepteur médié. Cepen-
dant la réduction du marquage cellulaire
par une préincubation de 30 mn en présen-
ce de la molécule non marquée est en
faveur de l’existence d'un mécanisme de
liaison & un récepteur. Par ailleurs, le cal-
cium étant nécessaire aux interactions
ligand-récepteur et a la vésiculation des
structures recouvertes de clathrines [22], la
forte inhibition du marquage cellulaire
obtenue par un prétraitement de 30 mn par
I'EGTA suggere que l'internalisation de la
SBPh passe par ce type de vésicule. Enfin,
méme apres internalisation, la SBPh mar-
quée reste associée & la membrane de 'ap-
pareil endocytaire et non pas avec le conte-
nu central des endosomes ce qui serait le
cas lors d’'une endocytose non spécifique de
la phase fluide.

Les techniques enzymo-mécaniques utili-
sées pour isoler les cellules spermatogéné-
tiques et le fait de séparer ces derniéres de
leurs contacts avec les cellules de Sertoli
pourraient modifier femporairement le
comportement du cytoplasme cortical de ces
cellules. Le fait d’obtenir quantitativement
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et qualitativement le méme marquage
lorsque les cellules sont maintenues au sein
de I'épithélium séminifére pendant l'incu-
bation avec le complexe SBPh-A6-testotéro-
ne tritiée montre que l'internalisation
observée sur les populations de cellules iso-
lées n’est pas liée au stress di a la prépara-
tion des cellules.

In vivo, il n’y a pas de raison pour que la
SBPh, produite majoritairement par le foie
et confinée au compartiment plasmatique
[30] entre en contact avec les cellules de la
lignée germinale situées au dela de la bar-
riere sang-testicule, a 'inverse de ’ABP
produite par les cellules de Sertoli [10, 19,
24, 39]. Néanmoins on sait que ces pro-
téines ont un géne commun [24] et que du
point de vue de leur séquence en AA la
SBPh et 'ABPr ont une homologie de 68%
sur les 373 résidus qu’elles comportent
T'une et Vautre [23, 24]. 1l est donc probable
que, dans une large mesure, les interac-
tions entre SBP et cellules germinales
soient représentatives des interactions ABP
et cellules germinales.

Ce choix de la SBPh, qui repose sur des rai-
sons techniques de facilité et de cott de
purification par rapport a TABP humaine
(ABPh), a déja donné des résultats avec la
lignée germinale de macaque [14]. Des
expériences similaires sont en cours dans
notre laboratoire avec 'ABPr et la lignée
germinale humaine.

Au total, ces résultats chez ’'homme confir-
ment ceux obtenus chez le rat et le
macaque a savoir que :

1) les cellules spermatogénétiques posse-
dent les structures correspondant a un
appareil endocytaire permettant des
internalisations spécifiques apres liaison
a des récepteurs membranaires,

2) les cellules spermatogénétiques interna-
lisent par ce biais des protéines de liaison
des stéroides. Il devient donc raisonnable
d’envisager que ce phénomeéne ai une por-
tée générale. Chez le rat et le macaque, il

a été démontré que l'internalisation de
ABPr et de la SBPh, respectivement,
était directement dépendante du stade de
maturation de la lignée germinale [15,
16] avec notamment une accumulation
nucléaire dans les stades jeunes et une
accumulation cytoplasmique suggérant
que les protéines de liaison des stéroides
pourraient contréler certaines étapes clés
de la spermatogénése. On sait d’ailleurs
qu’il y a un pic de secrétion d’ABP par les
cellules de Sertoli spécifiquement chez le
rat au stade VIII du cycle de I’épithélium
séminifere [29].

Notre étude chez ’homme ne met en éviden-
ce aucune corrélation de ce type. Nous pen-
sons que cette absence de corrélation résulte
de la trés grande disparité des prélevements
chez ’homme, contrairement a la situation
de 'expérimentation animale. Il est fort pro-
bable que le fait d'utiliser des biopsies pro-
venant de patients ayant des stérilités
d’étiologies diverses ou des patients trés
agés fournisse des populations de cellules
germinales trés disparates quant a leur état
fonctionnel ce qui rend l'interprétation sta-
tistique inopérante sur des petites séries.
Ceci pourrait en méme temps suggérer qu'il
existe des rélations entre certaines patholo-
gies de la spermatogénése et des troubles de
la secrétion et/ou de I'internalisation de
PABP. C’est 'hypothése que nous cherchons
a explorer actuellement dans notre labora-
toire d’'une part en étudiant lactivité d'in-
ternalisation de la SBPh sur des biopsies
provenant de patients avec des hypofertili-
tés d’origine connue, d’autre part en étu-
diant parallélement I'expression de I'ABP
dans ces biopsies, enfin en menant des
études sur les anomalies de la spermatogé-
nése obtenues chez des souris transgéniques
hyperexprimant le gene de PABPr (publica-
tion en préparation).
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ABSTRACT

Germinal cell lineage possess the
capacity of sex steroid-binding protein
(hSBP) internalization : Transmission
electron microscopy (TEM)
autohistoradiographic study

R. BEpJou, A. GERARD, F. FELDEN, P.
FRANCK, TH. DURRIEZ, J. HUBERT, H.
LEJEUNE, J.L. GUEANT, M. GERARD

It has been recently demonstrated that
rat spermatogenic cells were able to
specifically bind and internalize rat
androgen-binding protein (rABP) and
that monkey spermatogenic cells were,
in the same way, able to specifically
bind and internalize human sex ste-
roid-binding protein (hSBP).

The present study was undertaken to
test if such interactions between sper-
matogenic cells and steroid-binding
proteins do exist in the human., Germ
cells were collected from testis biop-
sies from hypofertile patients and
from testis pulpectomies from patients
with prostatic cancer. TEM observa-
tions revealed the presence of two
kinds of structures related to endocy-
tosis in human spermatogenic cells.
Firstly : coated pits and vesicles of 96
10 nm in diameter, associated with the
plasma membrane. Secondly : early
endosomes of 225 + 60 nm in diameter
located in the peripheral cytoplasm
and late endosomes, often organized
into multivesicular bodies (MVB) in
the deeper cytoplasm. Both coated and
uncoated structures were equally pre-
sent at all stages and uncoated struc-
tures were always more numerous
than coated ones. Isolated germ cells
and “in situ” germ cells maintained
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within the seminiferous epithelium
were exposed to culture medium
containing 80 000 cpm/ml [3H] A6-tes-
tosterone (30 ng) photoaffinity-labelled
hSBP purified from human late-pre-
gnancy serum. The follow-up of label-
led hSBP/germ cell interactions was
based on qualitative and quantitative
TEM autohistoradiography. Our obser-
vations revealed the presence of a
marked labelling of spermatogenic
cells. Preincubation either with excess
unlabelled hSBP or pretreatment by
EGTA reduced the labelling signifi-
cantly. Once internalized, hSBP was
found to be confined to the endocytic
compartment and especially with the
membrane delimitating this compart-
ment. An intranuclear labelling was
also observed which was nevertheless
absent from the condensed nuclei of
elongated spermatids. This leads to the
hypothesis of a specific, probably
receptor-mediated, endocytosis of

hSBP. This was partly confirmed by
our finding that germ cell membrane
extracts expressed a specific binding
activity for hSBP (0.54 nM and 2 X 7
1010 sites/mg protein).

In summary, the present study shows
that human spermatogenic cells do
possess active endocytic structures
and have the ability to bind and inter-
nalize hSBP from the extracellular
compartment. This confirm the results
obtained in the rat and in the macaca
and leads to propose as a general fact
that steroid-binding proteins could
interact with spermatogenic germ
cells and to be required for the achie-
vement of spermatogenesis. The
mechanism by which “in fine” steroid-
binding protein could be involved in
human fertility remains to be discove-
red.

Key Words : hSBP, hSBP receptor, germinal cell
lineage, man.
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