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SPERMIOLOGIE
SPERMATOGENESE

Mécanismes moléculaires de régulation des
cellules testiculaires

Compte-rendu du XIII° Testis Workshop.
“Cellular and molecular regulation of testi-
cular cells”

30 Mars - 2 Avril 1995,

Raleigh, North Carolina, USA.

Hervé LEJEUNE

INSERM-INRA U.418, Hopital Debrousse & Cli-
nigue Endocrinologique, Hopital de 'Anti-
quaille, Lyon.

Les “TESTIS WORKSHOPS” se déroulent alter-
nativement les années paires en Europe et les
années impaires en Amérique du Nord. L’édition
1995 s’est tenue a Raleigh, en Caroline du Nord.
Ce congres a permis l'actualisation les connais-
sances au niveau moléculaire dans les princi-
paux aspects de la physiologie testiculaire. Le
programme a comporté 22 conférences dont les
éléments principaux sont retranscrits ici. Pour
les lecteurs souhaitant consulter les publications
originales, nous avons recherché les principales
références bibliographiques récentes correspon-
dant aux travaux présentés.

La SESSION I : ANALYSE MOLECULAIRE
DU CYCLE CELLULAIRE, n’avait qu'indirec-
tement trait au testicule.

Dans la premiére conférence intitulée Evéne-
ments régulateurs précoces dans le cycle cel-
lulaire de la levure, Michael MENDENHALL,
de Lexington, KY, USA, a montré que la levure
Saccharomyces cerevisiae représente un modele
d’étude a la fois de la mitose et de la méiose, plus
facile & manipuler in vitro que les especes supé-
rieures. La description de la succession d’activa-
tion et d’inhibition de nombreuses protéines
intracellulaires (cyclines, kinases ...) impliquées
dans la régulation du cycle biologique de la levu-
re (mitoses, méiose, fusion, sporulation ...), laisse
entrevoir la complexité des phénomeénes homo-
logues dans les espéces supérieures.

Sous le titre Régulation du cycle cellulaire
chez Uembryon précoce, Katherine I. SWEN-

SON, de Durham, NC, USA, a précisé que 'acti-
vation du complexe cyclin/p34cdc2 kinase, qui a
lieu lors de Yentrée en mitose, se produit aussi
lors de la méiose. La méiose met toutefois en jeu
des composants spécifiques qui n’interviennent
pas pendant les divisions mitotiques. Parmi ces
composants spécifiques, se trouve c-mos, une
serine/thréonine kinase nécessaire a la méiose.
La synthese et V'activation de c-mos dans I'ovocy-
te de grenouille Xenopus laevis est nécessaire a
Pactivation du complexe cyclin/p34cdc2 kinase
avant la phase M des deux divisions méiotiques.
A la suite de la méiose, c-mos est protéolysé et
ne sera plus produit, ni chez 'embryon ni chez
Panimal adulte. La progestérone qui est Vactiva-
teur physiologique de la méiose dans ce modele
entraine, aprés liaison & des récepteurs mem-
branaires, la synthése de c-mos qui provoque
Pactivation du complexe cyclin/p34cdc2, l'activa-
tion de la cascade des MAP-kinases et la méiose.
Des composés lipidiques interviennent aussi
dans la méiose. L’activation de I'ovocyte par la
progestérone provoque l'activation d'une sphin-
gomyélinase qui produit du céramide. Celui-ci
intervient dans l'activation de l’ovocyte et la
reprise de la méiose.

La SESSION II : REGULATION DE LA
DIFFERENCIATION DES CELLULES GER-
MINALES a débuté par la présentation de José
MILLAN de La Jolla, CA, USA, intitulée Eta-
blissement de lignées de cellules germinales
murines pour Uétude de la spermatogéneése
in vitro [1-3].

Les propriétés immortalisantes de 'antigene
grand T du virus SV40 (LTAg pour Large T anti-
gen) ont été utilisées pour établir des lignées de
cellules de Sertoli, de cellules péritubulaires, de
cellules de Leydig, ainsi qu’une lignée de cellules
germinales correspondant & un stade intermé-
diaire entre la spermatogonie B et le spermato-
cyte. La co-transfection du LTAg et d'un mutant
thermosensible de la protéine inhibitrice de la
prolifération cellulaire p53 (tsp53) a permis d’ob-
tenir d’autres lignées de cellules germinales. A
la température non permissive de 39°C (a
laquelle il n’y a pas d’expression de la protéine
p53), les cellules GC-2spd(ts) se multiplient par
mitose, par contre a 37°C ou 32°C, les cellules
montrent des signes morphologiques de différen-
ciation avec apparition d'un granule proacroso-
mique et un axonéme flagellaire. L’analyse en
cytométrie de flux des cellules cultivées & 37°C
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montre un pic prédominant de cellules
haploides, ce qui indique que des cellules ont
effectué la méiose. Ainsi ces cellules immortali-
sées sont capables d’effectuer la méiose in vitro
sans l'intervention de cellules de Sertoli. L’hypo-
thése avancée est que le role des cellules de Ser-
toli pourrait étre d’initier une activation de la
p53 dans les cellules germinales, leur permet-
tant d’effectuer la méiose.

Frans Van der HOORN de Calgary, Alberta,
Canada, a fait état de ses recherches concernant
la Régulation de la transeription de génes
codant pour Poncoprotéine mos et la protéi-
ne de la fibre dense externe RT7 pendant la
spermatogénése [4-8].

L’expression de c-mos dans les cellules germi-
nales avant la méiose provient de l'utilisation de
promoteurs spécifiques du testicule et de I'ovocy-
te. Le promoteur spécifique testiculaire de rat a
été caractérisé, Un facteur de transcription spéci-
fique du testicule vient &’y fixer. Un autre géne
spécifique du testicule, le géne RT7, code pour
une protéine majeure de la fibre dense externe
du spermatozoide de 27 kDa. Son promoteur lie 2
facteurs de transcription spécifiquement testicu-
laires. L’un est la protéine CREMt qui est expri-
mée dans les spermatides et qui, aprés activation
par PAMPc via la Proteine Kinase A, active le
promoteur de RT7 en se liant & un élément de
réponse 4 'AMPc (CRE). L'autre est un facteur
spécifique du testicule, appelé TTF-D. Ce facteur
spécifique du testicule se lie non seulement au
promoteur de RT7 mais est aussi le facteur spéci-
fique du testicule se liant au promoteur de c-mos.
On a donc ici un exemple de caractérisation d’un
facteur de transcription spécifique du testicule
régulant I'expression de plusieurs geénes spéci-
fiques des cellules germinales.

Kwan Hee KIM de Pullman, WA, USA, a fait le
point sur le Réle de la vitamine A dans le
développement des cellules germinales
males [9, 10].

La vitamine A est nécessaire a la spermatogéné-
se chez les vertébrés. Dans les testicules d’ani-
maux déficients en vitamine A, les cellules ger-
minales dégénérent, il ne persiste que les sper-
matogonies A et les spermatocytes prélepto-
ténes. A partir de 'injection de rétinol chez les
rats déficients en vitamine A, la spermatogénése
reprend de maniére synchronisée, 4 partir de ces
2 types cellulaires. Ceci suggere que les cellules

restant dans le testicule lors du déficit en vita-
mine A, sont arrétées a un stade précis, vitami-
ne A-dépendant, de leur développement. La loca-
lisation cellulaire du récepteur a l'acide réti-
noique RAR-a permet de déterminer quelle cel-
lule répond au rétinol dans le testicule ; en effet,
I'inactivation du récepteur RAR-a chez des sou-
ris transgéniques, entraine un arrét de la sper-
matogénése avec une morphologie identique a
celle des rats déficients en vitamine A. Le
niveau des transcripts du RAR-a est maximum
1°) dans les cellules de Sertoli supportant les
cellules en début de méiose et 2°) dans les sper-
matides rondes du stade VIII. Ces résultats sug-
gérent que la vitamine A agit 1°) dans les cel-
lules de Sertoli pour stimuler la prolifération des
spermatogonies Al et l'initiation de la méiose
des spermatocytes préléptoténes. 2°) dans les
spermatides rondes au stade VIII, alors qu’elles
initient leur transformation en spermatides
allongées. :

La SESSION III traitait des INTERAC-
TIONS CELLULAIRES DANS L’EPITHE-
LIUM SEMINIFERE, avec tout d’abord l'inter-
vention de Pellegrino ROSSI, de Rome, Italie,
intitulée Différentes formes et fonctions du
récepteur c-kit et de son ligand pendant la
spermatogénése [11, 12].

Pour les deux lignées de souris mutantes W et
Sl, un des symptdmes est la stérilité. Le locus W
code pour le récepteur membranaire de type
tyrosine kinase c-kit et le locus Sl code pour son
ligand Steel factor (SLF). L’ARNm de c-kit est
exprimé a la fois dans les cellules germinales
primordiales et dans les cellules germinales
postnatales avec un niveau élevé d’expression
dans les spermatogonies A. L’expression de c-kit
s’arréte dans les stades méiotiques. Dans les
stades haploides, un transcrit alternatif de peti-
te taille a été mis en évidence, il code pour une
protéine tronquée intracellulaire dont la fonc-
tion est encore inconnue. Ce transcrit alternatif
est généré par un promoteur cryptique présent
dans un intron et actif uniquement dans les
spermatides rondes. Dans les spermatogonies A
le récepteur c-kit de taille normale est la cible
du SLF qui est produit par les cellules de Serto-
li. Le SLF peut exister soit sous forme soluble
soit sous forme transmembranaire, ces 2 formes
sont codées par des ARNm différents, produits
par splicing alternatif. La forme transmembra-
naire stimule la survie des cellules germinales
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primordiales dans la gonade embryonnaire.
Dans le testicule post-natal, la stimulation des
cellules de Sertoli par la FSH augmente les
ARNm de la forme soluble de SLF. L’addition de
forme soluble de SLF recombinant & des cul-
tures enrichies en cellules germinales induit une
augmentation de la synthése d’ADN, spécifique-
ment dans les spermatogonies A. On voit donc
qu’il existe des différences au niveau moléculai-
re du systéme de communication cellules germi-
nales-cellules somatiques c-kit/SLF, lors de la
mise en place des ébauches gonadiques et dans
le testicule adulte.

James TSURUTA a ensuite fait état des travaux
réalisés a Chapel Hill, NC, USA, concernant les
Modifications de Uexpression des génes
dans les cellules germinales par Uintermé-
diaire du récepteur a VIGF-II/Mannose 6-
Phosphate [13, 14].

L”IGF-11/cation-independant mannose 6-phos-
phate receptor” est un récepteur multifonction-
nel avec des sites de liaison distincts pour 'IGF-
II et le mannose 6-phosphate (M6P) portés par
des glycoprotéines. Ce récepteur est impliqué
dans le transport d'enzymes hydrolytiques por-
teuses de M6P vers les lysosomes, 'endocytose
des M6P-glycoprotéines et la transduction du
signal de I'IGF-II ou de facteurs de croissance
porteurs de M6P. Ce récepteur est présent a la
surface des cellules germinales, et en particulier
au niveau des spermatogonies et des spermato-
cytes précoces. Le milieu conditionné des cel-
lules de Sertoli provoque une augmentation
dose-dépendante des niveaux du géne précoce c-
fos dans les cellules spermatogénétiques isolées
de souris adultes. Cet effet est inhibé en présen-
ce de M6P, démontrant que cette modification
est largement médiée par le récepteur a I'IGF-
II/M6P. Hybridation in situ et immunocytochi-
mie confirment que 'IGF-II est présent dans le
tube séminifere et peut se lier au récepteur a
I'IGF-II/M6P des cellules germinales, et de fait,
PIGF-II augmente c-fos dans les spermatogonies.
Ces résultats montrent que des ligands du
récepteur a 'IGF-II/M6P, IGF-II mais aussi gly-
coprotéines porteuses de M6P, sont sécrétés par
les cellules de Sertoli et peuvent moduler 1'ex-
pression des génes dans les cellules germinales.

La SESSION IV : MACROMOLECULES ET
ORGANELLES SPECIFIQUES DES CEL.-
LULES GERMINALES, a débuté par la pré-
sentation d'Erwin GOLDBERG d’Evanston, IL,

USA, portant sur les Macromolécules spéci-
fiques du testicule. Aspects structural et
fonctionnel pendant la spermatogénése [15-
18].

Les événements moléculaires programmés qui
surviennent a la mise en place et lors du dérou-
lement de la spermatogénése comportent I'acti-
vation et 'inactivation de nombreux génes
codant pour des protéines ayant des propriétés
spécifiques du testicule. Les génes exprimés
pendant la spermatogénése peuvent étre classés
en : 1) “génes de ménage” (“housekeeping
génes”) exprimés dans tous les tissus, 2) génes
exprimés uniquement dans le testicule (exemple
: protamines et protéines de transition), 3) génes
codant pour des isoformes spécifiques au testicu-
le d’enzymes ou de protéines somatiques
(exemple : LDH-C4, PGK-2, ACE, CREMt, Cyto-
chrome ct histones H1 et TH2B). Ces protéines
spécifiques sont soit codées par des loci distinets
comme LDH-C et PGK-2, ou dérivent du méme
locus que leurs équivalents somatiques. Dans ce
dernier cas, les génes somatiques sont régulés
de maniere particuliére et des ARNm spéci-
fiques au testicule sont élaborés a partir des
génes somatiques par 1) splicing alternatif, pour
plusieurs oncogénes (c-alb, c-pim-1, ¢-mos, N-
ras) et plusieurs génes non oncogénes (proenké-
phaline, Hox 1,4 et CREM) ; 2) utilisation de site
d’initiation de la transcription et de promoteurs
différents (GATA-1, ACE, Cytochrome c, farne-
syl pyrophosphate synthetase) ; 3) utilisation de
sites alternatifs de polyadénylation (#-1,4-galac-
tosyl-tranferrase, c-alb). Les mécanismes régu-
lant I'expression des genes lors de la spermato-
génése sont souvent définis de maniére assez
précise, mais il faut noter que la fonction des
protéines codées par ces génes reste souvent a
définir.

Sous le titre Biologie cellulaire et moléculai-
re de nouvelles protéines du cytosquelette
des spermatozoides [19, 20], Richard OKO de
Montréal, Québec, Canada, a présenté la
démarche qui 'a conduit & cloner et séquencer
des protéines du cytosquelette du spermatozoi-
de.

La purification de protéines du spermatozoide a
permis la production d’anticorps qui ont permis
de “screener” une banque de ¢cDNA de testicule
et d’isoler et de séquencer les cDNA codant pour
une protéine de 15 kDa de 1’enveloppe périnu-
cléaire, une protéine de 27 kDa de la fibre dense
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externe et une protéine de 75 kDa de la gaine
fibreuse. Des études en Northern blot au cours
du développement testiculaire et en hybridation
in situ et immunocytochimie sur le testicule
adulte ont permis de préciser la chronologie de
la transcription et de la traduction de ces pro-
téines dans les cellules haploides. Les ARNm de
la protéine de 15 kDa sont traduits en protéines
dés les premiers stades des cellules haploides,
avant 'arrét de la transcription. La protéine se
trouve autour de la vésicule acrosomique dans
les spermatides de stade 2, elle s’attache ensuite
a la membrane nucléaire (stade 4) pour se locali-
ser spécifiquement entre les membranes acroso-
mique et nucléaire a partir du stade 8. Par
contre les ARNm des protéines de 27 kDa de la
fibre dense externe et de la protéine de 75 kDa
de la gaine fibreuse sont transcrits dans les cel-
lules haploides mais ne sont traduits en pro-
téines que plus tard, aprés une période de laten-
ce, dans les spermatides allongées. La connais-
sance des geénes codant pour ces protéines per-
mettra de réaliser des expériences d'inactivation
chez les souris transgéniques pour préciser le
réle de ces protéines.

Stephen KISTLER de Columbia, SC, USA, a
présenté 'Analyse des promoteurs de la pro-
téine de transition 1 (TP1) et de Phistone
HI1t (21-23).

Au cours de la spermatogénése, on assiste a une
modification des protéines de la chromatine des
cellules germinales. Débutant dans les sperma-
togonies jusqu’aux spermatocytes, des histones
spécifiques du testicule apparaissent et rempla-
cent leurs équivalents somatiques. Plus tard,
lors de la condensation de la chromatine prati-
quement toutes les histones sont remplacées par
une série de protéines de plus petite taille appe-
lées protéines de transition nucléaires. Ces pro-
téines de transition sont elles-mémes rapide-
ment remplacées par les protamines dans le
noyau des spermatides tardives et des spermato-
zoides. Les génes de l'histone spécifique du testi-
cule H1t et de la protéine de transition TP1 ont
été étudiés dans le but de comprendre les fac-
teurs contrélant leur transcription. Les ARN
messagers de TP1 s’accumulent dans les sper-
matides rondes. Le promoteur de TP1 contient
un élément de réponse 4 'AMPc (CRE) qui est
fonctionnel. Dans les extraits nucléaires de sper-
matides rondes une protéine appelée CREMt se
lie au CRE du promoteur de TP1. Ainsi 'AMPc
semble jouer un réle dans Pactivation de la

transcription du géne de TP1. Les ARN messa-
gers de I'histone spécifique du testicule, H1t
s’accumulent seulement dans les spermatocytes
pachyténes tardifs. En utilisant des souris
transgéniques, il est montré qu'un fragment de
seulement 141 paires de bases du promoteur de
H1t dirige Pexpression de H1t de rat spécifique-
ment dans le testicule des souris transgéniques.
Ainsi lorsqu’une séquence du promoteur est
associée a la toxine diphtérique A chez une sou-
ris transgénique, on obtient un arrét de la sper-
matogénése au niveau des spermatogonies.

Dans la SESSION V : REGULATION DES
EVENEMENTS MEIOTIQUES DANS LA
SPERMATOGENESE, Catherine ATCHESON
de Chicago, IL, USA, est revenue sur le modale
de la levure pour décrire les Mécanismes molé-
culaires de contréle de la méiose : les ensei-
gnements tirés des levures.

On estime a environ 200 le nombre de génes
nécessaires a la méiose, 40 ont été clonés et
séquencés. La chronologie de leur expression
peut-étre étudiée précisément. Des cascades
d’activation et d’inhibition de génes intervien-
nent dans le contréle du cycle biologique des
levures et I'orientation vers la méiose.

Peter MOENS, de Downsview, Ontario, Canada,
a décrit L’axe central des chromosomes sper-

matocytaires chez la souris : organisation
de UADN et des protéines [24].

Les études présentées ont été réalisées aprés
purification d’une protéine du complexe synapto-
némal de 125 kD et d’une protéine de 30 kD de
la partie centrale (core) des chromosomes des
spermatocytes pachyténes. Les anticorps contre
ces protéines ont permis de “screener” une
banque de ¢cDNA de spermatocytes. Les cDNA
reconnus ont été clonés et séquencés. L'organisa-
tion des protéines de la partie centrale et des
protéines synaptonémales des chromosomes a
été présentée avec des images en immunofluo-
rescence avec double marquage.

La SESSION VI : ACTION ET PRODUC-
TION DES ANDROGENES, a été marquée par
la succession de deux présentations concernant
la localisation immunohistochimique des récep-
teurs aux androgénes dans le testicule. L’ap-
proche méthodologique des 2 équipes a été tres
similaire avec toutefois des résultats discordants
sur un point sensible, la présence de récepteurs
aux androgénes dans les cellules germinales.
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C'est tout d’abord, Carlos SUAREZ-QUIAN de
Chicago, IL, USA, qui a présenté ses résultats
sur la Distribution des récepteurs aux
androgénes dans le testicule de rat [25].

La distribution du récepteur aux androgénes
(RA) dans le testicule de rat adulte a été déter-
minée par immunohistochimie avec un anticorps
polyclonal établi chez le lapin a partir des 21
acides aminés NH2 terminaux du récepteur aux
androgénes de rat. De nombreux arguments en
faveur de la spécificité de 'anticorps ont été pré-
sentés. Dans le compartiment interstitiel, le RA
est détecté dans certaines cellules de Leydig et
dans toutes les cellules musculaires lisses de la
paroi des vaisseaux. Le RA est observé dans le
noyau de toutes les cellules péritubulaires
myoides. Pour les cellules de Sertoli, I'immuno-
réactivité RA dépend du stade de I'épithélium
séminifere : 'immunoréactivité devient évidente
a la fin du stade VI et le marquage atteint un
pie d’intensité au stade VII-VIII (stades recon-
nus comme androgénodépendants) puis dispa-
rait complétement.

Le point de controverse est qu'une immunoréac-
tivité spécifique est observée dans les noyaux
des spermatides allongées au stade IX au
moment ol 'allongement du noyau a débuté
mais ol la condensation de la chromatine n’a
pas encore débuté. Avec la condensation de la
chromatine, le marquage disparait dans le
noyau mais apparait dans le cytoplasme. Des
observations similaires ont été effectuées chez la
souris. Pendant la maturation testiculaire chez
le rat, les RA sont d’abord détectés dans les cel-
lules péritubulaires a 5 jours. L'immunoréactivi-
té n’est détectable dans les cellules de Sertoli
qu'a partir du jour 15 auquel toutes les cellules
de Sertoli sont nettement marquées. Au jour 30
le marquage de type adulte (dépendant du stade
de la spermatogenése) devient évident.

Philippa SAUNDERS d’Edinburgh, Royaume-
Uni, a ensuite fait part de ses résultats sur Le
récepteur des androgénes dans le testicule :
distribution de la protéine et controle de
Pexpression [26].

L’anticorps anti-récepteur aux androgénes a été
obtenu chez le lapin a partir des 17 acides ami-
nés NH2 terminaux du récepteur androgéne
humain. Dans le testicule de rat foetal les récep-
teurs androgénes sont détectés au 17 éme jour
post-conception et uniquement dans les cellules

interstitielles autour des tubes séminiféeres.
Ensuite, 'abondance des récepteurs androgénes
augmente dans les cellules péritubulaires et
dans les cellules mésenchymateuses, mais la
présence de récepteurs androgénes dans les
tubes séminiferes n'est identifiée qu’a partir du
jour 20,5. Chez le rat nouveau-né le récepteur
androgeéne est abondant dans le noyau des cel-
lules péritubulaires et il apparait dans les cel-
lules de Sertoli et augmente. Une répartition
dépendant du stade de la spermatogénese s'éta-
blit 4 partir du jour 45 pour persister & 'dge
adulte. Les récepteurs androgénes ont été détec-
tés dans les testicules de marmouset, macaque
et homme, mais contrairement au rat, il n'y a
pas de différence significative d’abondance des
récepteurs androgeénes dans les cellules de Ser-
toli des tubes séminiferes aux différents stades
du cycle spermatogénétique. Des récepteurs aux
androgénes sont présents dans les cellules de
Sertoli de sujets présentant un syndrome des
cellules de Sertoli isolées ou des azoospermies
par troubles de la spermatogénese. Chez le rat,
I’arrét de production d’androgéne par 'EDS
induit une perte des récepteurs androgénes qui
sont restaurés par le traitement par la testosté-
rone. L’altération de la spermatogénése induite
par des toxiques (Acide méthoxyacétique ou
dinitrobenzéne) ou par chauffage des testicules
ne provoque pas de modification de 'immuno-
réactivité RA dans les cellules de Sertoli.

Contrairement a la présentation précédente,
aucune immunoréactivité n’a été mise en évi-
dence dans les cellules germinales. On note que
les différences méthodologiques entre les 2
équipes sont peu importantes. On rappelle que
physiologiquement, les arguments vont dans le
sens d'un effet indirect des androgénes sur les
cellules germinales par l'intermédiaire des cel-
lules de Sertoli.

Andrew SHENKER du NIH a Bethesda, MD,
USA, a fait le point sur, Les mutations activa-
trices du géne du récepteur a la LH dans les
testotoxicoses familiales [27, 28].

La testotoxicose familiale est une forme de
puberté précoce indépendante des gonadotro-
phines qui est transmise de maniére autoso-
mique dominante et d’expression limité aux
sujets masculins. Les signes de puberté appa-
raissent habituellement 4 I'dge de 4 ans chez le
garcon. La sécrétion de testostérone et I'hyper-
plasie des cellules de Leydig survient avec des
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niveaux prépubertaires de LH. Le récepteur & la
LH est un récepteur lié aux G protéines. Sa
structure comporte un long domaine extracellu-
laire et 7 passages transmembranaires. La tes-
totoxicose est liée & une mutation du récepteur a
la LH qui serait activé spontanément en I'absen-
ce de ’hormone. Une mutation a 1'état hétérozy-
gote transformant 'Aps578 en Gly a été initiale-
ment mise en évidence chez les individus affec-
tés dans 9 familles différentes. Différentes
autres mutations ont été trouvées dans d’autres
familles (Thr577->Ile, Met571->Ile). Pour mon-
trer Peffet fonctionnel de ces mutations, le récep-
teur LH muté a été transfecté dans les cellules
COS-7. Contrairement au récepteur LH sauva-
ge, le récepteur muté induit, en I'absence de LH,
une production d’AMPc représentant environ
40% de la production maximale observée sous
stimulation par la LH. Le récepteur mutant
garde la possibilité de lier et de répondre a des
doses croissantes de LH. Le regroupement des
mutations décrites dans la méme région du
récepteur, a 'extrémité cytoplasmique de I’hélice
transmembranaire n°6, est en accord avec les
résultats antérieurs montrant que les résidus
acides aminés de cette région jouent un réle cri-
tique dans le couplage du récepteur aux pro-
téines G. L’Asp578 est conservé dans les récep-
teurs de toutes les hormones glycoprotéiques et
pourrait stabiliser le récepteur dans une confor-
mation inactive en participant & un pont hydro-
géne interhélice. La substitution d’acide aminé
qui interrompt le pont interhélice peut per-
mettre au récepteur de prendre spontanément
une conformation active en 'absence d’hormone.

Au cours de la SESSION VII : MECA-
NISMES DE TRANSPORT DANS LA SPER-
MATOGENESE, David ONG de Nashville, TN,
USA, a fait le point sur le Réle des protéines
de transport dans le mouvement et le méta-
bolisme des rétinoides dans le tube sémini-
fere [29-31].

Le besoin absolu de vitamine A pour la sperma-
togénese est bien établi. Le mouvement des réti-
noides dans 'organisme met en jeu des protéines
de transport a la fois intra- et extra-cellulaires.
La retinol-binding protein (RBP) est la protéine
de transport du rétinol du milieu extracellulaire,
la cellular retinol-binding protein (CRBP) et la
cellular retinoic acid-binding protein (CRABP)
sont deux protéines intracellulaires de transport
des rétinoides et des acides gras. Le métabolis-

me du rétinol dans le testicule débute par la cap-
tation du rétinol du complexe rétinol-RBP par
les cellules péritubulaires. Les cellules péritubu-
laires, riches en CRBP, vont fournir le rétinol a
une molécule nouvellement synthétisée de RBP
libérée pour atteindre le tube séminifere. La cel-
lule de Sertoli, elle aussi riche en CRBP, peut
alors internaliser le rétinol du complexe rétinol-
RBP. La cellule de Sertoli synthétise a son tour
de nouvelles molécules de RBP-rétinol du coté
apical pour fournir du rétinol aux cellules germi-
nales du co6té luminal de la barriére hémotesti-
culaire. L'une des destinées du rétinol est d’étre
internalisé dans les spermatides pour étre
converti en rétinyl ester et stocké. Ce stock de
rétinoides pourrait avoir une fonction dans la
maturation ultérieure des spermatozoides. Par
ailleurs, la CRABP est localisée dans les sper-
matogonies et exclusivement localisée dans le
cytoplasme, ce qui suggére un réle pour protéger
certains stades de la spermatogénése de I'effet
de I'acide rétinoique.

Une mise au point sur les Mécanismes de
transport des facteurs endocrines et para-
crines dans le testicule [32-38] a été présen-
tée par Richard SHARPE d’Edinburgh, UK.

Les mécanismes d’entrée, de sortie, de transport
et de distribution des facteurs hormonaux et
paracrines dans le testicule sont fondamentaux,
ils n'ont été que peu explorés, peut-étre parce
que leur étude se fait principalement in vivo. 1l
existe 4 voies de transport dans le testicule, le
sang, le fluide interstitiel, le fluide du tube sémi-
nifere et la lymphe. La vascularisation est impli-
quée dans l'apport des nutriments et des hor-
mones mais aussi dans I'élimination des pro-
duits élaborés par le testicule et des déchets. Le
fluide interstitiel est formé par filtration par les
vaisseaux capillaires. Sa formation et sa réab-
sorption sont largement gouvernées par la vaso-
motricité qui est sous le controle des androgénes
et de plusieurs facteurs vasoactifs. Elle peut étre
modifiée par I’hypoxie, 'exposition a la chaleur,
la présence d’une varicocele et le tabagisme. Le
fluide interstitiel représente le systéme par
lequel toutes les hormones et tous les nutri-
ments sont distribués dans le testicule et en par-
ticulier apportés au tube séminifere. Les cellules
de Sertoli captent 'eau et les nutriments du flui-
de interstitiel et les apportent de manieére sélec-
tive aux cellules germinales en élaborant le flui-
de du tube séminifere. Ce fluide apporte les
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nutriments aux cellules germinales et permet le
transport des spermatozoides en dehors du testi-
cule. La formation du fluide du tube séminifere
et probablement sa réabsorption sont contrélées
par les androgenes. Le fluide interstitiel est le
lieu de passage de messagers bioactifs entre les
tubes séminiferes, les cellules de Leydig, les
macrophages et les vaisseaux. Diverses pro-
téines de liaison comme 'ABP, les IGF-BPs ont
un réle de transport. I’ABP transporte les
androgénes dans le fluide du tube séminifere
jusqu’'a I'épididyme et peut-étre aux cellules ger-
minales. Divers facteurs, en particulier la sup-
pression des androgénes, la chaleur, le varicoce-
le et les facteurs vasoactifs peuvent interférer
avec I'un ou Pautre des mécanismes d’échanges
dans le testicule, provoquant des effets déléteres
sur la spermatogénése. Il est ainsi probable que
de tels mécanismes soient impliqués, de maniére
primitive ou secondaire dans des cas d’infertili-
té.

La SESSION VIII : BIOLOGIE MOLECU-
LAIRE ET CELLULAIRE DE LA CELLULE
DE LEYDIG a tout d’abord permis & Matthew
HARDY de New York, NY, USA, de faire le
point sur la Régulation hormonale de la dif-
férenciation des cellules de Leydig depuis
les cellules précurseurs mésenchymateuses
[39-42].

La différenciation des cellules de Leydig passe
par deux stades identifiables : 1°) des précur-
seurs fusiformes qui se différencient au 14 @me
jour post-partum et sont caractérisés par une
expression faible de protéines spécifiques des
cellules de Leydig, récepteur a la LH et 38-
hydroxystéroide déhydrogénase et 2°) des cel-
lules de Leydig immatures qui se différencient
entre les 14 et 28° jours post-partum et sont
caractérisées par un réticulum endoplasmique
lisse abondant. Elles produisent plus d’andro-
génes 5o-réduits que de testostérone. La matu-
ration des cellules de Leydig immatures en cel-
lules de Leydig adulte se produit vers le 56° jour
avec augmentation de 'expression des enzymes
de la biosynthése de la testostérone et d'une
diminution du métabolisme de la testostérone
par la Sa-réductase et la 3a-hydroxystéroide
déhydrogenase (30-HSD). La LH est nécessaire
tout au long de la différenciation, mais de plus,
les androgénes facilitent, via leur récepteur, la
conversion des précurseurs en cellules de Leydig
immatures en augmentant le niveau des ARNm

du récepteur a la LH et de la 3a-HSD. L'IGF-I a
un réle dans la conversion des cellules de Leydig
immatures en cellule de Leydig adultes comme
le montre la délétion ciblée du géne de I'IGF-I
chez la souris, ce qui aboutit & des cellules de
Leydig produisant des stéroides “immatures”
comme androsténedione. Enfin I'estradiol pro-
duit par les précurseurs des cellules de Leydig
sous l'influence de facteurs paracrines issus des
cellules de Sertoli, parait pouvoir retarder I'ac-
quisition de la fonction stéroidogénique des cel-
lules de Leydig en cours de différenciation.

La Régulation de Uexpression du géne
CYP17 pendant le développement et sous
Uinfluence de UAMP cyclique [43-46], a été
exposée par Michael WATERMAN de Nashville,
TN, USA.

La 170-hydroxylase/17-20 lyase représente un
carrefour clé dans la biosynthése des stéroides.
Dans la surrénale, Pactivité 170-hydroxylase de
Penzyme est essentielle pour la production de
cortisol. Dans les gonades, I'activité 17-20 lyase
aprés la 17a-hydroxylation est nécessaire a la
production d’androgeénes. Les deux activités sont
catalysées par un site commun du cytochrome
P450c17, dérivé du géne CYP17. La régulation
du CYP17 dans la surrénale et dans les gonades
est multifactorielle, comportant des processus
liés au développement, tissu-spécifiques et
dépendants de ’AMPc. L’expression précoce
dans le testicule est essentielle pour la produc-
tion de testostérone et le développement du phé-
notype masculin. Par contre, dans la surrénale,
de grandes variations existent selon les especes.
Dans l'esp2ce humaine, expression surrénalien-
ne de CYP17 survient de maniére précoce et est
constante pendant la vie foetale. Chez les bovins
et ovins l'expression de CYP17 est observée dans
la surrénale foetale de maniére précoce mais dis-
parait & mi-gestation et réapparait au dernier
trimestre. Elle est étroitement liée &4 la produc-
tion foetale ’ACTH. Chez le lapin et la souris,
lactivité du P450c17 est nettement détectable
dans la surrénale foetale mais pas chez I'adulte.
Chez la souris, expression du CYP17 survient
apres 'apparition de SF-1, facteur de transcrip-
tion spécifique des organes stéroidogéniques,
aussi bien dans le testicule que dans la surréna-
le. Apres la naissance, la régulation principale
de CYP17 ge fait via les hormones polypepti-
diques ante-hypophysaire, ACTH pour la surré-
nale LH pour le testicule. Cette régulation est
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médiée par 'AMPec et la protéine kinase A. Deux
éléments de réponse 4 ’AMPc sont impliqués
dans le contréle de la transeription du CYP17
par 'ACTH. On suppose que le méme mécanis-
me a lieu dans le testicule avec Ia LH. Des pro-
cessus post-transcriptionnels régulent aussi I'ac-
tivité du P450c17, en particulier, le cytochrome
b5 active l'activité A4 17,20-lyase favorisant la
production d’androgénes.

Keith PARKER de Durham, NC, USA, a montré
que Le récepteur nucléaire SF-1 est essentiel
a plusieurs niveaux du systéme reproduc-
teur [47-51].

L’analyse de la régulation de I'expression des
génes des cytochromes P450 des hydroxylases de
stéroides a permis d’identifier un récepteur
nucléaire orphelin, appelé SF-1 (pour Steroido-
genic Factor 1), qui contribue a la coordination
de leur expression. Quand on analyse 'ontogénie
de Pexpression de SF1 dans I'embryon de souris,
on trouve que les transcripts sont présents dans
les surrénales et les gonades depuis les stades
les plus précoces de I'organogenése. Ensuite, les
ARNm de SF-1 persistent dans le testicule en
développement mais n’est par contre pas expri-
mé dans ’ovaire, révélant un dimorphisme
sexuel pendant le développement gonadique. SF-
1 s’exprime aussi dans 'hypophyse antérieure et
le diencéphale foetal qui donne I'hypothalamus,
ce qui suggere d’autres role dans la reproduc-
tion. Pour étudier le role de SF-1 chez la souris
entiére, Vinterruption ciblée du géne de SF-1 a
été utilisée. Les animaux déficients en SF-1 sont
nés avec la fréquence attendue, montrant que
SF-1 n’est pas nécessaire a la survie embryon-
naire. Par contre, tous les animaux meurent peu
de temps apres la naissance en raison d'un défi-
cit en glucocorticoides. L'analyse des animaux
déficients montre une agénésie des surrénales et
des gonades, des déficits spécifiques de I'expres-
sion de plusieurs marqueurs des cellules gona-
dotropes hypophysaires et une absence de noyau
ventromédian de 'hypothalamus. Ces résultats
établissent le réle essentiel du géne codant pour
SF-1 a de multiples niveaux de l'axe reproduc-
teur. Les efforts se poursuivent pour identifier
les génes qui interviennent en amont et en aval
de SF-1 dans la cascade complexe d’événements
conduisant a la différenciation sexuelle et au
développement gonadique.

La SESSION IX intitulée REGULATION DE
LA STEROIDOGENESE était consacrée aux

derniers développements des recherches concer-
nant le mécanisme de la réponse aigué des cel-
lules stéroidogénes a leur hormone stimulante
hypophysaire.

Douglas STOCCO de Lubbock, TX, USA, a pré-
senté la Caractérisation de la protéine res-
ponsable de la régulation aigué de la sté-
roidogénése dans les cellules de Leydig
tumorales de souris [52-54].

L’étape limitante, hormono-régulée, dans la sté-
roidogénése est la conversion du cholestérol en
pregnénolone par le systéme de I'enzyme “cho-
lesterol side chain cleavage” qui est localisée sur
la membrane interne de la mitochondrie. L'étape
régulée dans la réponse aigué & la stimulation
hormonale des cellules stéroidogéniques est la
fourniture du cholestérol a la “cholesterol side
chain cleavage” au niveau de la membrane
interne de la mitochondrie. Il a été établi, il y a
plus de trente ans que ce transfert du cholesté-
rol nécessite une synthése protéique de novo.
L’identification de la (ou des) protéine(s) impli-
quée(s) restait a faire. Le cDNA codant pour
cette protéine a été cloné récemment et il a été
montré que cette protéine, nommée StAR (pour
Steroidogenic Acute Regulatory), est mitochon-
driale et induite par la LH dans les cellules de
Leydig tumorales de souris MA-10. Le ¢cDNA
complet pour StAR a un cadre ouvert de lecture
qui code pour une protéine de 32 kDa dont les 25
premiers acides aminés sont caractéristiques
d’une séquence qui dirige la protéine vers la
mitochondrie. Il a été établi que I'expression de
StAR induit la production de stéroides dans les
cellules MA-10 en 'absence de stimulation hor-
monale, et que sa synthése de novo est essentiel-
le pour la production de stéroides induite par
stimulation hormonale. La protéine StAR ne
s'exprime que dans les tissus stéroidogéniques
avec un haut niveau d’expression dans la surré-
nale, Povaire, le testicule. Enfin, il a été montré
que des mutations dans le géne de StAR sont la
cause des cas les plus séveéres d’hyperplasie
congénitale des surrénales. Les sujets atteints
par cette maladie 1étale sont incapables de syn-
thétiser des stéroides et ont de grandes quanti-
tés d’ester de cholestérol dans les surrénales et
les gonades. Les cDNA isolés chez ces patients
et exprimés dans les cellules COS 1 sont inca-
pables de stimuler la production de stéroides
alors que I'expression du ¢cDNA humain normal
de StAR provoque une augmentation de la pro-
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duction de stéroide, ce qui souligne le role indis-
pensable de la protéine StAR dans la stéroidogé-
nése.

Vassilios PAPADOPOULOS de Washington DC,
USA, a présenté ses travaux portant aussi sur
cette étape initiale de la stéroidogénése : L’inhi-
biteur de la liaison du diazépam et le récep-
teur périphérique aux benzodiazépines :
role dans la biosynthése des stéroides [55-
60].

Il a été précédemment démontré que le récep-
teur périphérique aux benzodiazépines (PBR :
peripheral benzodiazepine receptor) est couplé a
la stimulation de la stéroidogénese par les hor-
mones en régulant le transport du cholestérol au
cytochrome P450scc. Le PBR est constitué d'un
complexe de 5 protéines de 18 kDa et d'une pro-
téine de 34 kDa “voltage dependant-anion chan-
nel”, site de liaison des benzodiazépines au com-
plexe. Ce complexe se localise préférentiellement
aux sites de contacts entre les membranes inter-
ne et externe de la mitochondrie. Le ligand
endogéne du récepteur périphérique aux benzo-
diazépines est le polypeptide, appelé DBI pour
diazepam binding inhibitor. La stimulation par
la LH induit Papparition rapide et transitoire de
sites de liaison de plus haute affinité pour les
benzodiazépines de maniére concomitante avec
laugmentation du taux de transfert du cholesté-
rol au cytochrome P450scc et de la formation de
stéroides. L’introduction d’'une mutation nulle
dans le géne du récepteur périphérique aux ben-
zodiazépines fait qu’il n’y a plus de liaison des
ligands aux PBR et la production de stéroides
est alors dramatiquement réduite. La stimula-
tion hormonale fait apparaitre des sites de
haute affinité de liaison du DBI au PBR. La liai-
son des ligands aux sites de haute affinité pro-
voque une augmentation du transport du choles-
térol au P450scc et de la stéroidogénese.

Les mécanismes d’activation aigué de la fourni-
ture de cholestérol au cytochrome P450scc lors
de la stimulation aigué par les hormones hypo-
physaire ACTH ou LH pourraient étre doubles,
faisant d’abord intervenir l'interaction DBI-PBR
puis dans les premieres heures la protéine
StAR.

Ainsi le Testis Workshop de Raleigh a-t-il per-
mis de faire le point sur I'état d’avancement en
1995 des recherches concernant la biologie testi-
culaire a I’échelon moléculaire et cellulaire.

L’édition 96 sera le 9th European Testis Work-
shop et aura lieu & Geilo en Norvége du 14-19
Avril 1996.
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Cooper avait signalé en 1950 que le spermato-
zoide de Drosophila melanogaster a une lon-
gueur de 1,76 mm soit 300 fois plus que le sper-
matozoide humain.

Nous avons nous-mémes découvert que Drosol-
phila bigurca produit des spermatozoides
longs de 58,29 = 0,66 mm ; chaque gamete est
environ 20 fois plus long que la mouche qui le
produit.

L’existence de tels spermatozoides pose un cer-
tain nombre de problémes et est en contradiction
avec les idées recues sur 1'évolution des sexes
(anisogamie) et la généreuse distribution des
spermatozoides. La drosophile répartit ses sper-
matozoides avec parcimonie et beaucoup de
soins chez plusieurs femelles.

La fabrication de ces spermatozoides implique

d'importantes dépenses énergétiques dans des
testicules qui correspondent & 11% du poids sec
du méle. La maturation sexuelle du male est de
17 jours, alors que celle de la femelle n’est que
de 7 jours.

Quels peuvent étre les avantages de tels sper-
matozoides en ce qui concerne la sélection ?
Chez certaines espéces de drosophiles le sperma-
tozoide pénétre entieérement dans l'ovocyte, chez
d’autres non. On peut imaginer que le spermato-
zoide géant apporte a 'ceuf une grande quantité
d’ADN mitochondrial paternel.

Commentaires : J.C. CZYBA

Le lecteur curieux des choses de la nature s’émer-
veillera avec moi devant ces petites mouches qui
produisent de si grands spermatozoides. Si 'évo-
lution avait choisi de gratifier Uhomme plutét
que la drosophile, nos spermatozoides mesure-
raient quelque 150 métres.

Quot qu’il en soit, et tout en sachant que compa-
rer la mouche a ’homme est hasardeux, on ne
peut s'empécher de s’interrroger sur la significa-
tion de tels gamétes et en particulier de leurs
mitochondries qui ne jouent pas de réle dans les
battements du flagelle puisque celui-ci est immo-
bile. D'ailleurs le réle des mitochondries du sper-
matozoide humain n’est pas non plus compléte-
ment élucidé dans la mesure ot son métabolisme
énergétique consomme normalement trés peu
‘oxygéne.
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Expression et fonctionnement du
récepteur LH/CG dans la prostate de rat

E. REITER, M. MCNAMARA, J. CLOSSET, G. HENNEN
Endocrinology, 136 : 917-923, 1995.

Contribution de la dihydrotestostérone au
comportement sexuel masculin

C.S. MaNTZoRO, E.I. GEORGIADIS, D. TRICHOPOULOS

Unité d’Endocrinologie de UHépital militaire
d’Athénes (Gréce) et Département d’épidémiologie
de UEcole de Santé Publique d’Harvard, Boston
(USA

BMJ, 20 mai 1995, vol. 310, 1289-1291.

Depuis 4-5 ans, on a commencé & mettre en évi-
dence le récepteur LH/CG dans des tissus cibles
tels que les trompes, les membranes foetales, le
cordon ombilical, I'utérus, le placenta, la thyroi-
de, le cerveau et dans la présente publication la
prostate.

Ceci a été rendu possible grace a l'utilisation du
DNA complémentaire du récepteur et son ampli-
fication par PCR.

La présence d’'un récepteur semblable a celui du
testicule (93KDa) a été décelée dans les cellules
épithéliales de prostate par immunoblotting en
utilisant un anticorps polyclonal. Le récepteur
est fonctionnel car d’'une part il est capable de
lier ’hCG et d’autre part il répond en provo-
quant la production, dose dépendante, de cAMP
dans un explant prostatique.

Cette publication montre donc la présence d’'un
récepteur LH/CG dans les lobes dorsal, latéral et
surtout ventral de la prostate alors que classi-
quement ce récepteur est limité aux gonades.
Néanmoins, la quantité de transcrit est nette-
ment plus faible au niveau de la prostate compa-
rée a celle mesurée dans l'ovaire et le testicule.

Reste a4 déterminer, sur le plan physiologique,
I'importance de ce circuit court (intracrine) par
rapport au circuit long (endocrine). Les auteurs
émettent 'hypothése d’'une implication dans le
développement ontogénique de la glande.

Cette publication ouvre un nouveau chapitre sur
le role au niveau des tissus cibles des hormones
glycoprotéiques en rapport avec la similitude
structurale de leurs sous-unités avec certains
facteurs de croissance.

(M. DROSDOWSKY)

Chez ’homme, de nombreuses études ont mon-
tré que le traitement des hypogonadismes par la
testostérone améliore libido et fonction sexuelle.
On ignore cependant si cet effet bénéfique est da
a la testostérone elle-méme ou a la dihydrotesto-
stérone. Nous avons recherché chez de nom-
breuses recrues de 'armée grecque, V'influence
de divers stéroides sexuels sur la fonction
sexuelle exprimée par la fréquence des
orgasmes.

1. Sujets et méthodes

Nous avons étudié 100 jeunes sujets volontaires,
agés de 18 a 22 ans qui ont accepté de subir une
prise de sang (entre 9H et 11H du matin) et de
répondre & un questionnaire, le premier jour de
leur incorporation dans 'armée.

Parmi d’autres informations sur le mode de vie,
le statut social et divers parametres physiques,
le questionnaire faisait préciser le nombre d’or-
gasmes par semaine au cours du dernier mois. Il
a été bien annoncé aux participants que la ques-
tion était d’'indiquer le nombre d’orgasmes indé-
pendamment de la fagon dont il avaient été obte-
nus (coit, masturbation, orgasmes nocturnes).

Ont été dosés dans le sang : la testostérone, la
dihydrotestostérone, 1'estradiol, I'estrone, la A4-
androsténedione et la SBG.

2. Résultats

Le nombre moyen d’orgasmes était de 3,9 par
semaine.

Seuls 'dge et la dihydrostestostérone avaient
une corrélation positive avec le nombre d’or-
gasmes.

Une différence d’dge de 3 ans correspondait a
une augmentation de 2 orgasmes par semaine.

Une augmentation du taux de dihydrotestostéro-
ne de la moitié (1,36 nmol/l) de la valeur moyen-
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ne (2,37 nmol/l) correspondait & une augmenta-
tion d’au moins un orgasme par semaine.

3. Discussion

Nos résultats sont en faveur d’'un réle détermi-
nant de la dihydrotestostérone sur la fonction
sexuelle masculine telle qu’elle se réfléchit dans
la fréquence des orgasmes.

L'influence de I'age, dans les limites de la popu-
lation étudiée, parait refléter 'augmentation des
opportunités (y compris le mariage qui n’a pas
été envisagé dans notre étude).

Commentaires : J.C. CZYBA

Cette publication aura certainement et rapide-
ment beaucoup de succés. L'auteur du commentai-
re, avant de lire le BMJ, a été informé de la décou-
verte de «’hormone du plaisir sexuel» par la chro-
nique matinale de Philippe Meyer & France Inier.

Il est & craindre que l'on assiste, dans les pro-
chains mots, a lentrée en force de la DHT dans
la panoplie des aphrodisiaques et les prescrip-
tions des sexologues.

Ceci étant dit, il y a quelques raisons de douter
de la rigueur de la méthodologie et du raisonne-
ment tenu, malgré intervention statistique du
département d’épidémiologie de Harvard.

Le titre lui-méme est discutable. L'orgasme n’est
pas un comportement sexuel mais une réaction
sexuelle. Etablir sa fréquence n’est pas évaluer
un comportement mais, au mieux, estimer l'in-
tensité d’'une libido. Donc, la DHT pourrait avoir
quelque rapport avec le désir sexuel. Ce constat,
s’il était confirmé, remettrait radicalement en
cause lopinion établie que le désir sexuel est
conditionné par Uaromatisation de la testostéro-
ne en estradiol et non par sa réduction en DHT.

L'unique mesure du taux sanguin de DHT, assor-
tie d’'un questionnaire sur le nombre d’orgasmes
dans le mois précédant la mesure, permet-elle
d’affirmer que le taux de DHT détermine la fré-
quence des orgasmes, plutdt que le contraire ?

Quant au réle de U'dge, on peut considérer qu’il
n’est pas ici l'objet d’'une analyse sérieuse,
puisque les auteurs se bornent & évoquer une
«augmentation des opportunités» qu’ils n'ont, au
reste, pas cherché a évaluer.

Attendons de nouvelles recherches.

Fertilité des hommes exposés in utero au
diethylstilbestrol

Wircox A.J., Balrp D.B., WEINBERG C.R.,
Horsnsy P.P., HERrBST A.L.

National Institute of environmental Health
Science, Science Center (Université de Virginia)
et Département d'obstétrique et Gynécologie de
I’Université de Chicago.

N. Engl. J. Med. 1995, 332 : 1411-1416.

1 Introduction

La fertilité des hommes soumis in utero au DES
a été étudiée a partir de la plus vaste cohorte
jamais explorée celle de Dieckmann [1] du Chi-
cago Lying In Hospital, qui avait entrepris et
publié en 1953 une étude en double aveugle ran-
domisée contre placebo concernant les effets du
DES sur l'évolution des grossesses des femmes
enceintes a risque.

Cette récente investigation était justifiée par la
connaissance d'une réduction de la fertilité des
femmes exposées in utero au DES et par les
études expérimentales qui avaient montré une
diminution de la fertilité chez les souriceaux
ainsi qu'une augmentation de fréquence des
malformations congénitales des organes géni-
taux apres exposition des meres au DES.

2. Méthode

Ce sont les garcons nés de femmes traitées par
Dieckmann et suivis depuis leur naissance qui
ont fait 'objet de cette étude. Sur 693 qui
avaient pu étre localisés aprés leur naissance,
548 ont été contactés et 494 ont donné leur
accord pour l'investigation qui a été purement
téléphonique. Les hommes exposés de cette
cohorte avaient été interwievés entre 1974 et
1976 et réinterrogés en 1991 pour la réalisation
de cette enquéte. 85% des hommes ont donné le
nom de leur partenaire et 98% de celles-ci ont
accepté de répondre.

3. Résultats

Les résultats de cette étude exceptionnelle sont
particuliérement favorables. Aucune réduction
de la fertilité des hommes nés de meéres ayant
recu du DES par rapport aux témoins non expo-
sés, nés de meres de la cohorte qui avaient recu
le placebo, n’a été mise en évidence.
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En revanche, parmi les 253 hommes exposés,
des anomalies congénitales des organes génitaux
existaient 3 fois plus souvent que parmi les 241
hommes non exposés. Les malformations étaient
2 fois plus fréquentes lorsque la mere avait com-
mencé A prendre le DES avant la 11éme semai-
ne de la grossesse que lorsqu’elle avait commen-
cé son traitement apres.

Néanmoins, les hommes atteints de malforma-
tions : principalement kystes épididymaires et
testicules hypoplasiques ou «autres» (ces malfor-
mations étaient décrites par téléphone aux
enquéteurs qui les interrogeaient) étaient aussi
fertiles que les autres hommes.

Cette appréciation de la fertilité masculine était
jugée sur de nombreux critéres : engendrement
d’au moins une grossesse, 4ge 4 la naissance du
premier enfant, nombre moyen d’enfants, dia-
gnostic médical d’'un trouble de la fertilité, enfin
temps pour concevoir le dernier enfant de la par-
tenaire féminine aprés arrét de la contraception.
En outre, aucune altération de la fonction
sexuelle n’a été retrouvée chez les hommes expo-
sés (age au premier rapport, fréquence des rap-
ports, activité sexuelle avec un partenaire mas-
culin).

Les deux cohortes dhomme et celles de leurs
méres étaient similaires a tout point de vue en
particulier en ce qui concerne la semaine de
grossesse de début de traitement, quoique les
hommes exposés lors de I'interwiew étaient plus
souvent mariés que les non exposés, 75 contre
69%.

Le détail des pertes de vue est donné avec préci-
sion puisque selon les auteurs eux-mémes, ce
résultat tout a fait favorable n’est valable que si
cette enquéte ne souffre pas de biais majeur.

Commentaire : J. BELAISCH

Les dossiers de U'Hépital Lying In de Chicago qui
avaient démontré linefficacité du DES dans la
prévention des avortements spontanés, d’'une
facon aussi parfaite que non prise en compte par
la communauté internationale qui avait imper-
turbablement continué a préner ladministration
de DES aux femmes enceintes, ont donc été utili-
sés pour analyser les effets de DES sur Uappareil
génital masculin des garcons exposés. Cette
publication est un modéle d'étude.

La démonstration avait été apportée par la méme
équipe, et confirmée par de nombreuses autres

enquétes des effets nocifs sur Uappareil génital
féminin des femmes exposées et des difficultés de
reproduction qu'elles rencontrent : fréquence aug-
mentée des FCS, accouchements prématurés, morts
feetales et périnatales. L'étude des mdles avait éga-
lement été entreprise et publiée en 1979 par Gill

21

Cette étude avait montré une augmentation de
fréquence de la cryptorchidie, des hypoplasies
testiculaires de malformations épididymaires et
des altérations du sperme chez les gar¢ons expo-
sés. Mais la fertilité des hommes, qui pour la
plupart étaient trop jeunes lors de I'enquéte,
n’avait pas été analysée. Les anomalies observées
concordaient avec la réduction de la pénétration
des ceufs de hamster par le sperme des hommes
exposés observée par Stenchever [3] dans un tra-
vail préliminaire.

Cependant les études plus récentes de Leary [4] et
de Shy [5] ne montraient pas d'effets de l'exposi-
tion des garcons au DES.

Tous les biais possible de sélection des sujets ont
été analysés par les quteurs qui concluent @ leur
validité : en outre la connaissance de leur état
par ces hommes ne pouvait que les pousser @
craindre une baisse de leur fécondité et & faire
découvrir davantage d’anomalies.

Un seul biais n’est pas évoqué, c’est celui d’'un
réduction génétique de lafertilité des sujets
témoins non exposés, parce qu'ils étaient nés de
femmes souffrant de troubles de la fertilité (avor-
tements spontanés principalement), cette réduc-
tion n’étant pas aggravée par l'exposition au
DES. Mais l'étude anglaise (Lilford R [6]) sur la
fertilité des parents des hommes consultani pour
infertilité, n’a pas montré de réduction de la fer-
tilité des sceurs, alors que les fréres avaient une
baisse démontrée de la fertilité. On peut donc en
conclure que les altérations de la fertilité femini-
ne ne sont pas associées a des altérations de la
fertilité masculine ! En outre, il n’est pas men-
tionné que la fertilité des témoins était grossiére-
ment inférieure @ la moyenne nationale, ce que
cette hypothese impliquait.

On peut retenir de cette publication rassurante
qu'il est tres improbable qu'une étude aussi vaste
que celle-ci soit jamais réalisée pour en infirmer
les résultats ! Aux USA, les hommes exposés ont
généralement déja complété leur famille. En
France, il n'en est pas ainsi, cette étude contri-
buera & apaiser leurs inquiétudes éventuelles.
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On doit ajouter que cette exposition ¢ des doses
notables d’eestrogénes n’a provoqué aucune ten-
dance particuliére ¢ ’homosexualité ou aux
troubles de l'orientation sexuelle, fait qui a un
grand intérét dans le domaine de lexplication
hormonale souvent proposée de ces troubles.
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1. Introduction

L’hypertension artérielle de fin de grossesse est
classiguement ’apanage des primipares.

Des travaux ont montré que cette hypertension
artérielle pouvait étre associée avec un change-
ment de partenaire. Dans ce cas, multipares et
nullipares ont le méme risque d’hypertension.

Le génome paternel code pour le développement
précoce du placenta. Les antigenes HLA pater-
nels sont exprimés & la surface des cellules pla-
centaires. L’hypothese la plus classiquement
admise dans la génése de cette hypertension est
une réaction immunitaire dirigée contre les sites
antigéniques paternels. Si 'hypertension est
d’origine immunitaire, son incidence doit étre en
relation avec le temps d’exposition aux anti-
génes paternels.

2. Patients et méthode

De février 1993 au 31 juillet 1993, un question-
naire a été rempli par les patientes accouchant a
I’Hopital Universitaire de Pointe & Pitre. Les
patientes étaient questionnées a la visite pédia-
trique obligatoire, par deux pédiatres qu’elles
n’avaient jamais rencontrés pendant la gros-
sesses. Les péres des enfants n’étaient pas pré-
sents durant cet interrogatoire. Il était demandé
aux femmes gi le pere de I'enfant actuel était le
méme que celui des enfants précédents. La
durée des rapports sexuels était définie comme
la période écoulée entre le premier rapport
sexuel jusqu’a la date de la derniére période
menstruelle.
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L’hypertension gravidique était définie par une
diastolique supérieure 2 9 mm Hg a deux
reprises et associées a une protéinurie supérieu-
re & ++ & la bandelette. L’hypertension mater-
nelle chronique était définie comme une diasto-
lique supérieure 4 9 mm Hg & deux reprises et
avant 20 semaines de gestation. Une analyse
statistique a été confiée aux tests T de Student
afin de comparer les caractéristiques cliniques
et démographiques des deux groupes.

3. Résultat

1011 grossesses ont été incluses. 855 normoten-
sives et 102 hypertensions artérielles dont 19
pré-éclampsies, 2 éclampsies et 54 hyperten-
sions chroniques. Sur les 957 femmes retenues,
252 étaient des primipares, et 705 des multi-
pares, dont 200 avec un nouveau partenaire.
L’incidence d’hypertension artérielle était de
11,9% parmi les primipares, versus 4,7% chez

Tableau 1 : Caractéristiques des patientes.

les multipares qui n’avaient pas changé de par-
tenaire et 24% chez les multipares ayant changé
de partenaire. La durée des rapports sexuels
sans conception avant la grossesse était signifi-
cativement plus courte chez les hypertendues
(Tableau 1).

Chez les primipares l'incidence de 'hypertension
artérielle diminue avec l'augmentation de la
durée de rapports sexuels sans conception
(Tableau 2).

4. Discussion

Cette étude confirme les études précédentes qui
avaient suspecté une relation entre change-
ments de paternité et hypertension artérielle
parmi les multipares. Le risque de voir se déve-
lopper une hypertension artérielle de fin de
grossesse chez les primipares et les multipares
est inversement proportionnel avec la durée des

hypertension TA normale P
Primipares (n) 30 222
Age Maternel 23-3 (16-38) 23-4 NS*
Moyenne des rapports sexuels 2-4 17 00001 %
(mois)
Multipares 72 633
Age maternel 29-2 (20-35) 28-8 (17,43) NS 7
Parité 3-6 (2-12) 3-4 (2-3) NS ¥
Nouveau partenaire 48 (66-7) 152 (24-1) 00001* £
Moyenne des rapports sexuels
avec le nouveau partenaire (mois)
NS = non significatif * = X2, T = test t de student, ¥ = test moyenne.
Tableau 2 : Durée des rapports sexuels avant la conception.
Durée des rapports 0-4 5-8 9-12 12 +
sexuels (mois)
Primipares (n=252)
% avec HTA 16/50 (32) 6/30 (20) 3/24 (13) 5/148 (3-0)
RR (95% CI) 9-2 (3.5-23.9) 5.8 (1.9-18) 3.6 (0.94-14-3) 1.0
Multipares (n=705)
% avec HTA 26/54 (48) 9/34 (26) 4/22 (18) 33/595 (6)
RR (95% CD 8-6 (6.6-13.5) 4.7(2.5-9.1) 3.2(1.2-84 1.0
Population totale (n=957)
% avec HTA 42/104 (40) 16/64 (23) 7/46 (15) 38/743 (5)
RR (95%CD* 7.8(5.3-11,5) 4.5(2.6-7.8) 29(14-6.2) 1-0

RR = risque relatif.
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rapports sexuels. Ce risque n'est pas modifié par
1'dge maternel, le niveau socio-économique, le
nombre de grossesses.

L'hypertension artérielle du troisiéme trimestre
est certainement d'origine immunitaire : durant
les rapports sexuels, les femmes développent
une réponse immunitaire contre les antigénes
spermatiques. La présence d'anticorps anti-sper-
matiques n'est pas retrouvée chez les femmes
vierges ou chez les femmes utilisant une contra-
ception par préservatifs. Il y a stirement
d'autres facteurs & prendre en compte dans le
développement de ces hypertensions. Il est
cependant a noter que dans cette série, l'inciden-
ce de I'hypertension chute de 10,6 % a 5,1% chez
les femmes ayant eu des rapports sexuels non
protégés durant plus de un an avant la concep-
tion.

Si ces données sont confirmées, ces résultats
pourraient avoir une implication dans la préven-
tion de I'hypertension artérielle gravidique.

Commentaire : (B. SALLE)

Ce travail de recherche clinique a la frontiére de
Uimmunologie, de obstétrique et de Uandrologie,
est le premier & metire en évidence une relation
entre hypertension gravidique et rapport sexuel.
L’hypertension gravidique voit sa génése se deve-
loper au cours du premier trimestre. Les cellules
trophoblastiques n’envahissent pas la vasculari-
sation utérine et les parois artérielles ne sont pas
détruites. L’hypovascularisation placentaire
induit des mécanismes compensatoires dont Uhy-
pertension. La tolérance du systéme immunitaire
permet la colonisation trophoblastique. Un des
meilleurs mécanismes de tolérance est lexposi-
tion répétée & de petites doses d’antigéne. Il
semble possible que l'exposition repétée aux anti-
génes spermatiques aux cours des rapports
sexuels puisse induire cette tolérance.

Cette théorie immunitaire est @ mettre en paral-
lele avec la théorie idiotypique antiidiotypique
mise en évidence par Naz. Les infertilités im-
munologiques feminines pourraient provenir
d’un déséquilibre entre réaction anticorps et anti-
anticorps.

FECONDATION IN VITRO

Le résultat de 'injection intracytoplas-
mique du spermatozoide n’est en relation
avec aucun des trois principaux para-
metres du spermogramme

Z.P. Nagy, J. Liu, H. Joris, G. VERHEYEN, H.
ToURNAYE, M. Camus, M.P. DERDE, P. DEVROEY,
A.C. VAN STEIRTEGHEM.

Centre de Médecine de la Reproduction et Dépar-
tement de Biostatistique. Hopital Univesitaire de
L'Université de Bruxelles -Belgique.

Human.Reprod., 10, (5), 1123-1129, 1995.

1. But

Déterminer si les facteurs classiques du spermo-
gramme ont une valeur prédictive sur les
chances de grossesse en ICSI.

Etude rétrospective sur 966 cycles.

2. Matériel et méthode

1) Indication de 1'ICSI
- échec de fécondation en FIV classique
- fécondation faible en FIV classique

- sperme trés pauvre (< 500.000 spz mobiles
progressifs/éjaculat)

2) Stimulation ovarienne : GnRHa + HMG
3) Insémination : ICSI
4) Groupe A : NUMERATION
Num. 1 - pas de spz 4 I'examen direct
Num. 2 - nbre total de spz >0---> 1 x 106
Num. 3 - nbre total de spz >1---> 5 x 106
Num. 4 - nbre total de spz >5 x 106
Groupe B : MOBILITE
Mob. 1 - spz immobiles uniquement
Mob. 2 - quelques spz mobiles
Mob. 3 - > 0 ----> 24% spz mobiles
Mob. 4 - > 24---> 50% spz mobiles
Mob. 5 - > 50% spz mobiles
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Groupe C : MORPHOLOGIE (selon Kruger)
Morpho. 1- 0%
Morpho. 2- 1------ >< 3%
Morpho. 3- 4------> 13%
Morpho. 4- > 13%

3. Résultats

Les auteurs signalent que les taux de féconda-
tion sont significativement réduits dans les
groupes Num.1, Mob.1 et 2. Ils attribuent les
résultats exécrables du groupe Mob.1 au fait
qu'ils n'ont pas pu vérifier si les spermatozoides
immobiles injectés n'étaient pas des spermato-
zoides morts.

La tératospermie ne semble pas influencer les
résultats en ICSI mais il faut signaler que le bio-
logiste opére une sélection dans le choix du sper-
matozoide qu'il va injecter. De plus, les auteurs
n'ont pas observé d'augmentation du taux de
fausses couches précoces.

Une étude corrélative révele 1'existence d'une
relation directe entre la mobilité et le taux de

fécondation alors que celle-ci est trés faible pour
la numération et la morphologie. les auteurs
concluent que 1'ICSI résoud tous les probléemes
d'oligo-asthéno-tératospermie quelle que soit
leur gravité a 'exception de l'absence de mobili-
té. Dans ce cas il est impératif de trouver les
spermatozoides vivants.

Commentaires : (A. DEMOULIN)

La lecture de ces résultats laisse l'andrologue
pantois. Est-il, en 1995, encore honnéte de propo-
ser a 'homme infertile des explorations sophisti-
quées et cotiteuses ? Peut-on encore justifier des
traitements médicaux ou chirurgicaux dont on
connait l'habituelle inefficacité ? Il faut cepen-
dant reconnaitre et admettre que seule ['équipe
de la V.U.B a, a ce jour, publié des résultats
aussi extraordinaires dans des pathologies aussi
graves.

D'autre part, aucune étude fondamentale n'a jus-
qu'a présent démontré l'innocuité a long terme
de ces techniques et peut-étre regreitterons nous
demain notre intrépidité et notre participation a
cet emballement.

Nbre de Nbre de Taux de Nbre de
cycles transferts fécondation grossesses
(% - taux) (par ovo injecté) cliniques
(% taux/cycle
ou tansfert)
Num. 1 57 49 (85%) 38.4 12 (21-24.5)
Num. 2 97 93 (96%) 41.1 24 (24.7-25.8)
Num. 3 128 123 (92.5%) 43.4 27 (22-22)
Num. 4 684 633 (92.5%) 44.3 190 (27.8-30)
Mob. 1 12 5 (42%) 5.0 0 (0-0)
Mob. 2 54 47 (87%) 36.8 6(11.1-12.8)
Mob. 3 19 19 (100%) 40.1 6 (31.6-31.6)
Mob. 4 479 451 (88%) 43.3 129 (29.0-30.8)
Mob. 5 337 319 (95%) 46.6 83 (24.6-26.0)
Morpho. 1 48 42 (87.5%) 41.8 13 (27.1-31.0)
Morpho. 2 125 120 (96%) 44.0 39 (31.2-32.5)
Morpho. 3 307 288 (93.3%) 44.3 75 (24.4-26)
Morpho. 4 203 193 (95%) 46.5 56 (27.5-29)
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Embryons viables obtenus par injection
intra-ovocytaire de spermatides rondes

J. TESARIK, C. MENDOZA, J. TESTART
92292 Neuilly-sur-Seine
New.Engl. J M., v.333, n°8,525

Apres la publication de Ogura et al. relatant,
chez la souris, les résultats positifs de féconda-
tions in vitro par électrofusion d'ovocytes et de
spermatides rondes, les auteurs ont envisagé
une application a I'espéce humaine.

Dans 12 cas d'azoospermie inexpliquée, des
spermatides rondes étaient cependant présentes
dans le sperme. Des ovocytes ont été recueillis
chez 7 conjointes de ces patients et il a été déci-
dé de tenter de les féconder avec des sperma-
tides.

Les spermatides ont été isolées par centrifuga-
tion sur gradient de Percoll (fraction 70%). Une
spermatide a été injectée dans chaque ovocyte
par la technique utilisée par les auteurs pour la
microinjection d'un spermatozoide. Une féconda-
tion, attestée par la présence de 2 pronoyaux un
jour aprés l'injection, a été obtenue pour 14 des
39 ovocytes (36%). Tous ces zygotes présentaient
un stade d'au moins 2 cellules 44 heures apres
I'injection. Un embryen au moins a été transféré
chez chacune des 7 femmes. 2 grossesses cli-
niques ont été obtenues dont l'une a abouti, a la
date de la publication, & la naissance d'un gar-
¢on de 3kg500 en bonne santé.

Les auteurs concluent, d'une part, que le facteur
d'activation de l'ovocyte est déja contenu dans la
spermatide ronde et, d'autre part que lorsque
des spermatides rondes sont présentes dans le
sperme des azoospermiques, des fécondations
sont possibles sans qu'il soit nécessaire de recou-
rir 4 une intervention urologique.

Commentaires : (J.C.CZYBA)

Dans Andrologie de décembre 1994, vol.4, n°4,
j'avais rendu compte (page 532) du travail de
Ogura et al. chez la souris et fait quelques com-
mentaires sur diverses implications et consé-
quences prévisibles de leurs résultats.

Dans le méme numéro de notre revue, sous la
forme d'une lettre ¢ la rédaction [1], P.Vanderz-
walmen et al. font état d'une fécondation et de
l'obtention d'un zygote apres injection intraovo-

cytaire d'une spermatide. La spermatide avait
été obtenue par biopsie testiculaire et non directe-
ment dans le sperme. Les auteurs ne pouvaient
affirmer l'obtention d'une grossesse puisque le
zygote auait été transféré en méme temps que 3
autres obtenus par microinjection de spermato-
zoides d'origine testiculaire.

L'équipe de Tesarik et Testart est allée plus loin
et les résultats présentés démontrent que les sper-
matides rondes desquamées dans le sperme pos-
sédent toutes les qualités requises pour obtenir
une fécondation in vitro par microinjection et la
naissance d'un enfant normalement développé et
en bonne santé. Ces résultats ont été rapidement
largement médiatisés et, bien entendu, ils susci-
tent des réactions diverses [2].

On a pu regretter l'absence d'une expérimenta-
tion animale préalable. Peut étre peut-on consi-
dérer que le travail de Ogura et al. représente
cette expérimentation.

On peut se demander si la loi bioéthique (29.7.1994)
qui interdit toute expérimentation sur l'embryon
humain s'applique & son mode de conception qui,
ici, peut étre qualifié d'expérimental.

J. Testart, dans diverses déclarations aux médias,
souligne que ceite nouvelle technique d'assistance
médicale & la procréation devrait contribuer, avec
['ICSI, & réduire notablement la population de
couples demandeurs d'Insémination artificielle
avec sperme de donneur. Rappelons l'article
L.152-6 de la loi bioéthique : "L'assistance médi-
cale & la procréation avec tiers donneur ne peut
étre pratiquée que comme ultime indication
lorsque la procréation médicalement assistée
l'intérieur du couple ne peut aboutir". La loi justi-
fie le recours a l'injection de spermatide.

Pour ma part, d'un point de vue strictement tech-
nique, sachant qu'il est quasiment impossible,
sans coloration, de distinguer dans le sperme les
cellules germinales immatures des leucocytes, je
me demande comment les auteurs ont pu sélec-
tionner les spermatides & injecter.
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