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RESUME 

L'impact des o~strog~nes sur le syst~me reproduc- 
teur mi le  est le sujet d' intenses d(~bats et I'objet 
d 'une intense activitd de recherche. L'action des 
oestrog~nes a lieu par I'intermddiaire de r(~cepteurs 
intracellulaires de forte affinit(~, exprim(~s au niveau 
des t issus cibles. Deux sous-types de rdcepteurs 
aux osstrog~nes, connus sous les noms de RE(x 
(NR3A1) et REI3 (NR3A2) ont dtd clonds, et des iso- 
formes variants de hREI3 identifies. Dans les cellu- 
les cibles, ces r(~cepteurs peuvent exister sous 
forme d 'homo ou d'hdtdro-dim~res. Nous avons 
util isd une approche immuno-histochimique pour 
dtudier les profils d'expression des RE chez I'hom- 
me et les primates non humains comme premiere 
dtape de la ddtermination des cibles cellulaires de 
I'action des oestrog~nes chez le mile. 

Le RE~ a dt(~ d(~tectd darts les cellules (~pith(Hiales 
des canaux eff(~rents (CE), occasionnellement dans 
les cellules de I'dpith(Hium et du stroma dpididy- 
maires, mais jamais dans les testicules d'humains 
ou de primates. En utilisant un anticorps polyclonal 
contre la rdgion charni~re du REJ3, un marquage 
immunoposi t i f  fut ddtectd dans de tr~s nombreux 
types cellulaires dans le testicule, ainsi que dans 
les noyaux des cellules de I'(~pith(Hium et du stro- 
ma tout au long de I'appareil reproducteur  mi le  
(CE, (~pididyme, canal d~fdrent, v(~sicules sdmina- 
les, prostate) et dans la vessie. Nous avons aussi 
utilis~ des anticorps monoclonaux qui font la dis- 
t inction entre la forme complete du type sauvage 
de RE~ (REI31), et un isoforme var iant  t ronqud 
ddnommd REI~cx/REI~2 qui ne se lie pas aux oestro- 
g~nes. Les prot(Hnes REJ~I et REI32 furent toutes 
les deux ddtectdes dans le testicule humain et pos- 

s~dent des profils d'expression distincts, mais qui 
se chevauchent. Le REI31 fut aussi ddtect(~ dans les 
CE, I'(~pididyme et le canal d(~f(~rent. 

En conc lus ion,  les r(~cepteurs aux oestrog~nes 
sont largement exprim(~s dans I'appareil urogdnital 
mi le et, ~ I'exception des CE, il existe plus de cel- 
lules exprimant REI~ que RE~. Chez I'homme adul- 
te, les cellules testiculaires qui constituent proba- 
blement les cellules cibles des o~strog~nes sont 
les spermatides rondes dans lesquelles les taux 
d'expression de la forme complete du type sauva- 
ge du rdcepteur (REI~I) sont dlev(~s. 

Mots-cl~s : spermatog6nese, r~cepteur oestrogene, 
REfl, spermatides 
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I. I N T R O D U C T I O N  

L'action des 0estrog~nes a lieu par l ' interm6diaire de 
r6cepteurs intracellulaires 5 haute affinit6 exprim6s dans 
les tissus cibles. Apr~s liaison du ligand, les r6cepteurs 
subissent une transformation conformationnelle, se dim& 
risent, lient leurs r6gions r6gulatrices avec des g~nes, 
recrutent des co-facteurs et ainsi r6gulent la tanscription 
des g6nes cibles (pour une revue r6cente, voir [20, 28]). 
Deux ADNc de r6cepteurs aux eostrog~nes, connus 
comme RE~ (NR3A1) et REI3 (NR3A2), cod6s par des 
g~nes localis6s sur diff6rents chromosomes [8], ont 6t6 
clon6s h partir de tissus d'humains et de rongeurs [14, 26, 
311. 

Comme d'autres membres de la super-famille des r6cep- 
teurs aux st6roi'des, les deux r6cepteurs ont une structure 
commune avec succession de cinq domaines fonction- 
nels, d6not6s A-F [3]. En 1998, un nouveau variant 
humain RE~, d6nomm6 REI3cx, flit identifi6 dans une 
banque  d ' A D N c  de t e s t i cu l e  humain  (access ion  
AB006589). Dans diff6rentes exp6rimentations, Moore et 
al. [25] ont identifi6 un certain nombre d'ARNm dans des 
tissus humains, y compris le testicule, qui codent pour 
des isoformes du hREI3 incluant une isoforme identique 
hRE~cx qu'ils ont d6nomm6e hRE~2 (revue dans [43]). 
Pour 6viter toute confusion, la prot6ine originale hRE~ 
identifi6e comme homologue du REI3 du rat sera appel6e 
hRE~I et le variant d'6pissage hRE~cx/hRE~32 sera appe- 
16 hREI32/~icx dans la suite du pr6sent article (Figure 1). 

Dans le testicule adulte, la testost6rone est synth6tis6e par 
les cellules interstitielles de Leydig [35] et de nombreu- 
ses 6tudes ont montr6 que les concentrations de testost6- 
rone ~t l'int6rieur du testicule atteignent des valeurs jus- 
qu'5 100 fois celles observ6es dans la circulation g6n6ra- 
le [23]. En outre, la testostfrone est localement convertie 
en oestrog~nes par l 'aromatase P450 qui est exprim6e 
dans les cellules de Leydig [34], les cellules germinales 
haploi'des [4, 46], et les spermatozoYdes [15]. 
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AF-1 P 4  AF2 
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Figure 1 : Representation sch~matique du REfll humain (type 
sauvage) et du variant d'~pissage (c-terminal) humain REfl2/~cx. 
Les positions des domaines de liaison ~ I'ADN (DBD), de liaison 
du ligand (LDB) et de la r~gion charnibre (H) sont montr~s en 
fonction des peptides (P4, P7 et P8) utilisds pour la fabrication des 
anticorps sp~cifiques. 

I I ,  M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S  

1. Tissus 

Les tissus testiculaires furent obtenus d'hommes (n=7) lors 
d'investigations chirurgicales : les hommes ont tous donn6 
un consentement 6clair6. Les canaux d6f6rents ont 6t6 
obtenus d'hommes r6alisant une vasectomie. Les autres 
tissus humains provenaient de la banque de tissus du Per- 
terborough Hospitals NHS Trust. 

Les pr61~vements de tissus r6alis6s sur des ouistitis d'esp~- 
ce commune (Callthrix jacchus) et des macaques ~ queue 
en tire-bouchon (Macaca arctoides) en captivit6, ont 6t6 
d6crits pr6c6demment [41]. Tousles  tissus ont 6t6 fix6s 
dans du Bouin et trait6s selon les m6thodes standard. 

2. Anticorps 

L'anticorps monoclonal de souris contre REo~ humain a 6t6 
obtenu de DAKO (Cambridge, UK, clone ID5). Les prot6i- 
nes REg ont 6t6 d6tect6es par utilisations de trois anticorps 
diff6rents, les localisations des peptides utilis6s pour les 
g6n6rer sont montr6s ~ la Figure 1. Tout d'abord, un antis6- 
rum polyclonal de mouton a 6t6 immuno-purifi6 5 l'aide du 
peptide P4 (r6gion charni~re) du hREg, e t a  6t6 valid6 
comme d6crit par ailleurs [40] ; apr~s quoi, deux anticorps 
monoclonaux sp6cifiques de souris contre REB 1 (type sau- 
vage, peptide P7) et contre REg2/gcx (peptide 8) ont 6t6 
pr6par6s et valid6s comme d6j~ d6crit en d6tail [40, 42]. La 
sp6cificit6 des anticorps a 6t6 confirm6e par Westem-Blotts 
[40, 42]. 

3. Immuno-histochimie 

Les coupes ont 6t6 soumises h la chaleur pour exposer les 
antig~nes comme rapport6 dans [41], satur6es pendant 30 
nan par du s6rum de lapin normal (NRS : Diagnostics Scot- 
land, Carluke, UK) dilu6 1:4 dans du TBS contenant 5 % 
de s6rum albumine bovine (NRS/TBS/BSA). Les anticorps 
furent dilu6s (REct, 1:50 ; RE~, 1:800 ; RE~I ,  1:50 ; 
REI32, 1:50) dans le NRS/TBS/BSA puis mis en contact 
avec les coupes ~ 40~ pendant toute la nuit. Les coupes 
furent lav6es avec du TBS et incub6es avec les anticorps 
secondaires biotinyl6s appropri6s : anticorps de lapin anti- 
mouton (Vector) pour l'antiREI3, et anticorps de lapin anti- 
souris (DAKO, Cambridge, UK) pour l'antiREt~, chacun 
6tant dilu6 au ! :500 dans le NRS/TBS/BSA. Aprbs lavages 
dans le TBS, les coupes furent incub6es avec te complexe 
avidine-biotine-peroxidase de raifort (DAKO) selon les 
indications du fabricant. L'anticorps li6 fut visualis6 en uti- 
lisant de la 3,3 ' -diaminobenzidine t6trahydrochloride 
(DAKO). Les coupes furent contre-color6es h l'h6matoxy- 
line et les images ont 6t6 faites ~ la cam6ra Kodak DCS330 
(Eastman Kodak), raises en r6serve sur un ordinateur per- 
sonnel Macintosh, puis assembl6es h l'aide de Photoshop 
6.0 (Adobe, Mountain View, CA). 
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I I I .  R E S U L T A T S  

1. R~cepteur alpha aux o~strog~nes 

Les cellules positives pour le REt~ furent d6tect6es dans la 
couche 6pithEliale des canaux effErents (CE) de chacune 
des trois esp~ces examin6es (Figure 2a, macaque). Pour le 
reste de l'appareil reproducteur, la plupart des cellules 6pi- 
th61iales furent immunon6gatives, bien que d'occasionnel- 
les cellules immuno-positives aient 6t6 observ6es dans les 
6pididymes de ouistiti et de macaque (voir [41]), et dans la 
population de cellules basales de la prostate humaine. Les 
cellules positives au REt~ furent d6tect6es dans le stroma 
des v6sicules s6minales (Figure 2b), de la prostate et de la 
vessie (Tableau 1). 

2. R~cep teur  b~ta aux oestrogi~nes 

En utilisant un anticorps dirig6 contre la r6gion charni~re 
du RE[3 humain [40], des noyaux de cellule immuno-posi- 
tifs furent d6tect6s dans les testicules et tout au long de 
l 'appareil reproducteur male. Par exemple, des cellules 
RE~ positives 6taient pr6sentes ~ la fois dans l'6pith~lium 
et le stroma des CE (Figure 2c), des 6pididymes, du canal 
d6f6rent, de la v6sicule s6minale, de la prostate (Figure 2d) 
et de la vessie. Les r6sultats sont r6sum6s au Tableau 1. 
Dans le testicule, les cellules somatiques (Sertoli, cellules 
myo~des p6ritubulaires, Leydig) aussi bien que les cellules 
germinales pr6-m6iotiques (par exemple les spermatogo- 
nies) et post-mEiotiques (par exemple les spermatides) sont 
toutes immuno-positives. 

3 .Variants  du r~cepteur b~ta aux o~strog~nes 

Bien que de tr~s nombreux noyaux cellulaires aient 6t6 
color6s par l'anticorps dirig6 contre la r6gion charni~re du 
RE~ (voir ci-dessus), lorsqu'on appliqua aux coupes de 
testicules humains (Figure 2c) et de primates (Figure 2f, 
macaque) des anticorps monoclonaux dirig6s contre la par- 
tie C-terminale de la totalit6 de la prot6ine RE[3, seul un 
sous-ensemble de cellules furent immuno-positives. La 
r6action immuno-positive la plus intense fut d6tect6e dans 
les spermatides rondes (par exemple, chez l 'homme, Figu- 
re 2g, marqu6es R), et une coloration immuno-positive fut 
rarement d6tect6e dans les cellules de Sertoli. A l'inverse, 
quand 1' anticorps dirig6 contre la partie C-terminale de l'i- 
soforme variant d '6pissage de RE~2 fut appliqu6 aux 
m~mes coupes,  la coloration immuno-posi t ive  la plus 
intense fut localis6e dans les noyaux des cellules de Sertoli 
(Figure 2h, fl~che) ainsi que dans un petit nombre de cellu- 
les germinales situ6es ~ la p6riph6rie des tubules s6minif'e- 
res, cellules qui furent identifi6es apparemment comme 
des spermatogonies. Un r6sum6 du profil d'expression des 
RE dans le testicule humain adulte est rapport6 au Tableau 
2. 

Les diff6rences entre les s6quences au niveau C-terminal 
des variants REB2 du macaque et du ouistiti d'une part, et 
celles de l 'homme d'autre part, signifient que l'anticorps 
antiRE132 ne colore pas les tissus de ces esp~ces (G.A. 
Scobie et J.E. Sierens, observations non publi6es). Les 6tu- 
des pr61iminaires utilisant l'anticorps monoclonal dirig6 
contre le peptide 7 (fragment C-terminal de la prot6ine de 
type sauvage) sur des coupes de CE, d'6pididyme et de 
canal d6f6rent d'humains et de macaques r6v~lent que la 
plupart des cellules identifi6es comme positives ?~ REB 
avec l'utilisation de l'anticorps anti-P4 6taient aussi positi- 
ves avec 1' anticorps anti-C-terminal, sugg6rant que la tota- 
lit6 de la prot6ine fonctionnelle 6tait exprim6e. Quelques 
cellules de l'6pith61ium et du stroma de l'6pididyme et du 
canal d6f6rent humains furent aussi REB2 positives (r6sul- 
tats non montr6s). 

IV. D I S C U S S I O N  

L'impact des ~estrog~nes sur la fertilit~ m~de a 6t6 explor6 en 
suivant plusieurs pistes diff6rentes, tout d'abord, comme 
dans la pr6sente 6tude, en d6finissant le profil d'expression 
des r6cepteurs aux oestrog~nes, ensuite en manipulant l'envi- 
ronnement hormonal, avec par exemple l'administration 
d'cestrog~nes ou d'anti-cestrog~nes, et finalement par l'abla- 
tion cibl6e de genes chez la souris. Chacune de ces trois 
approches a contribu6 ~ notre compr6hension des sites d'ac- 
tion des cestrog~nes et a conduit 5 la conclusion g6n6rale 
que la f6condit6 masculine pouvait ~tre affect6e par les 
~estrog~nes comme par les androg~nes [29, 30]. 

Une partie des donn6es les plus convaincantes d'un r61e 
des cestrog~nes dans le d~veloppement des cellules germi- 
nales provient d'6tudes de knockout de l'aromatase (ArKo) 
chez la souris. Bien que les males ArKo soient initialement 
f6conds, une inf6condit6 est observ6e chez les animaux 
adultes ~ partir de l'~ge de 4 mois 1/2 [9]. Les analyses des 
testicules de ces animaux ont montr6 que les spermatides 
rondes subissent une apoptose, qu'elles pr6sentent des per- 
turbations de la formation de l 'acrosome et qu'elles sont 
incapables de se diff~rencier en spermatides matures allon- 
g6es [36, 37]. En accord avec ces donn6es qui sugg~rent 
que les ~estrog~nes pourraient agir comme facteur de sur- 
vie des cellules germinales, le traitement des singes par un 
inhibiteur de l'aromatase r6sulte aussi en une r6duction de 
la transformation de spermatides rondes en spermatides 
allong6es [44]. En outre, chez les souris qui d6veloppent 
des tubules s6minifbres immatures sans d6veloppement 
complet des cellules germinales en raison d'une d6ficience 
des taux de gonadotrophines (le module de souris hpg [5]), 
le traitement des animaux par de faibles quantit6s d'oestra- 
diol pendant 70 jours r6sulte en une multiplication par 5 du 
poids des testicules et en une spermatogen6se quantitative- 
ment normale [6]. 
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Figure 2 : Localisation immunologique des r~cepteurs aux ~estrogbnes glans des tissus pr~lev~s chez le male. 
a) Marquage immuno-positif  pour  RE(~ dans les canaux eff~rents de macaque : noter le marquage intense des cellules ~pith~liales . 
b) V~sicule s~minale de ouisti~ : des ceUules positives pour RE~ ne sont retrouv#es que clans le stroma, pas dans l'~pith~lium ; 
c) Marquage immuno-positif  pour  RE~ clans des canaux eff~rents de macaque (coupe parall~le ~ celle montr~e fi la planche a) ; 
d) Noyaux de cellules immuno-positives pour RE~ ~ la fois au niveau de l'~pith~lium et du stroma de tissu prostatique provenant de ouistiti; 
e) Testicule humain marqu~ avec un anticorps sp~cifique de la r~gion C-terminale du RE~I ; 
JO Testicule de macaque marqu~ avec un anticorps sp~cifique de la r~gion C-terminale du RE~I ; 
g) Au grossissement 100, testicule humain marqu~ avec un anti .RE~l : noter la r~action immuno-positive intense dans les spermatides 
rondes (R), mais faible dans les ceUules de Sertoli (flbche) et les spermatocytes pachytbnes (P) ; 
h) Au grossissement 100, testicule humain marqu~ avec un anti-RE~2/~cx : noter la r~action immuno-positive intense des noyaux de cel- 
lule de Sertoli (flbches) et des spermatogonies (S); 
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Tableau 1 : Comparaison entre les profils d'expression des REa et REfl dans l'appareil reproducteur m~le chez l'humain et les primates 
non humains. 

Tissu RE~ RE[~ (r6gion eharni~re) 
Epithelium Stroma Epithelium Stroma 

Canaux eff6rents ++++ ? ++ + 

T~te de l '6pididyme -/+ +++ ++ 

Corps de l '6pididyme -/+ +++ + 

Queue de l '6pididyme -/+ ++ + 

Canal d6f6rent ++ ++ 

V6sicules s6minales ++ ++ + 

Prostate 4+  + ++ + 

Vessie + +++ + 

Tableau 2 : R~sum~ des profils d'expression cellulaire sps des r~cepteurs aux o~strogbnes clans le testicule humain adulte. 

Type cellulaire RE~ RE61 (type sauvage) REB2/gcx 

Cellule de Sertoli (+) +++ 

Spermatogonie (+) +++ 

Spermatocyte I 

Pr6 Leptot~ne (+) (+) 

Leptot~ne (+) (+) 

Zygot~ne (+) (+) 

Pachyt6ne +/++ + 

Diacin~se (+) + 

Spermatocyte II +++ 

Spermatide ronde +++ 

Spermatide allong6e 

Cellule de Leydig (+) (+) 

Cellules p6ritubulaires myo~'des + ++ 
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Nous avons montr6, h la lois chez l'homme et le primate, 
que la plupart des cellules 6pith61iales des canaux eff6rents 
(CE) exprimaient h la fois les r6cepteurs nucl6aires REo~ et 
REB (le pr6sent article et [41]), et des r6sultats similaires 
ont 6t6 rapport6s chez la ch6vre [13], le chien et le chat 
[27], le rat [10, 17], et la souris [50]. Les CE sont un lieu 
important de r6sorption de liquide dans le syst6me repro- 
ducteur m~le [16, 18]. Un r61e des oestrog~nes dans la 
modulation de la fonction des CE a 6t6 mis en 6vidence par 
des 6tudes men6es chez les rongeurs. Par exemple, chez la 
souris knockout pour le REc~ (ERKO [21, 22]), les mgles 
deviennent inf6conds en raison de l'accumulation excessi- 
ve de fluide dans la lumi6re des tubules s6minif6res, ce qui 
entra~ne des dommages irr6versibles h l'6pith61ium s6mini- 
f'ere [7]. De la m~me faqon, on a montr6 que l'administra- 
tion d'un anti-0estrogbne h des rats entra~nait une r6duction 
de la r6sorption de fluide dans les CE, ce qui r6sulta en une 
dilatation des canaux et une augmentation du poids du tes- 
ticule [33]. On a montr6 que les oestrog6nes 6talent essen- 
tiels h l'expression d'une prot6ine de transport du sodium 
par les CE et h la morphologie des cellules 6pith61iales 
[49]. I1 est h remarquer que chez les souris ERKO, l'ex- 
pression de REB dans les canaux eff6rents peut encore 8tre 
d6tect6e, mais est clairement non suffisante au maintien de 
la comp6tence fonctionnelle normale des cellules 6pith61ia- 
les. 

De nombreuses 6tudes ont montr6 que la plupart des cellu- 
les de l'6pith61ium tapissant l'6pididyme et le canal d6f6- 
rent expriment le RE[3 [2, 27, 41, 50]. L'expression de 
RE~x est g6n6ralement rapport6e comme 6tant plus abon- 
dante dans les cellules du stroma que dans les cellules des 
6pith61ia, bien qu'il apparaisse y avoir quelques diff6rences 
entre les espbces. Par exemple, dans l'6pididyme du ouisti- 
ti [41] et du chien [27], peu de cellules 6pith61iales positi- 
ves au RE~ ont 6t6 d6tect6es, alors que chez la souris [50] 
et le chat [27], un nombre significatif de cellules 6pith61ia- 
les sont immuno-positives au REo~. Chez le rat, l'exposi- 
tion en p6riode n6onatale ~t de fortes doses du puissant 
eestrogbne qu'est le diethylstilbestrol (DES) entra~ne des 
anomalies dans la sp6cificit6 cellulaire et r6gionale de l'ex- 
pression de RE~, ce qui sugg~re que les cestrogbnes jouent 
un r61e dans le d6veloppement p6ripubertaire de l'6pididy- 
me et du canal d6f6rent [1]. Des 6tudes chez la souris ont 
montr6 que l 'enzyme oestrog6ne sulphotransf6rase (EST) 
6tait aussi exprim6e dans les cellules 6pith61iales du corps 
et de la queue de 1' 6pididyme ainsi que dans les cellules de 
l'6pith61ium et les cellules musculaires lisses du canal 
d6f6rent [45]. Des 6tudes dans lesquelles l'expression de 
EST a 6t6 modul6e (knockouts, manipulations hormonales) 
ont sugg6r6 que cette enzyme jouait un r61e en modulant 
l'hom6ostasie des oestrog~nes, et que des perturbations des 
taux d'0estrog6nes dans l'environnement luminale de l'6pi- 
didyme pouvaient avoir un effet n6gatif sur la mobilit6 des 

spermatozoldes [45]. Plusieurs 6tudes ont montr6 que l'ex- 
position h des taux 61ev6s d'oestrog~nes pouvait alt6rer 
l'expression des g~nes dans d'autres parties de l'appareil 
reproducteur m~le. Par exemple, Williams et al. [48] ont 
rapport6 que le traitement en p6riode n6onatale par du DES 
entra~nait une r6duction de l'expression des r6cepteurs aux 
androg6nes mais induisait aussi une expression des r6cep- 
teurs 7t la progest6rone dans le stroma des v6sicules s6mi- 
nales de rats ~g6s de 18 jours. 

Comme d'autres, nous avons toujours 6chou6 h d6tecter 
I 'ARNm ou la prot6ine RE0~ dans des 6chantillons de testi- 
cules humains [24, 41, 42], de ouistiti ou de macaque (don- 
n6es non publi6es). Ces r6sultats sont en opposition fla- 
grante avec ceux obtenus chez d'autres esp6ces incluant 
les rongeurs [10, 50], le chien et le chat [27] chez lesquels 
le RE~x est exprim6 dans les cellules de Leydig et aussi 
dans les cellules p6ri-tubulaires chez certaines esp~ces. 

On a, au contraire, rapport6 que les prot6ines REI3 6taient 
exprim6es dans de nombreux types cellulaires incluant les 
cellules de Sertoli, les cellules germinales pr6 et post- 
m6iotiques, les cellules de Leydig et les cellules p6ri-tubu- 
laires chez le rat [39, 47], la souris [50], le chien et le chat 
[27], les primates [41] et les bumains [24, 41]. De plus, on 
a identifi6 des ARNm codant pour les isoformes variants 
de REB, form6s par 6pissage alternatif du g~ne, dans des 
ADNc pr6par6s h partir de testicules humains [19, 25, 32, 
43]. Nous avons pr6c6demment fabriqu6 des anticorps sp6- 
cifiques du r6cepteur de type sauvage sous sa forme com- 
plete et de trois des variants d'6pissage et nous avons mon- 
tr6 que les prot6ines pour lesquelles ils codent sont expri- 
m6es dans le testicule humain pendant la vie foetale [12] et 
ta l'fige adulte [42], ainsi que dans d'autres tissus y compris 
le canal d6f6rent [43]. 

Ace  jour, la signification fonctionnelle de l'expression des 
prot6ines de variants d'6pissage du REB humain a 6t6 6tu- 
di6e en utilisant des cellules co-transvect6es avec de 
I'ADNc codant pour l 'isoforme variant et des plasmides 
contenant I'ADNc complet soit du hRE~x, soit du hREB 
[19, 32J. Dans ces 6tudes, il a 6t6 montr6 que l'isoforme 
variant (qui ne lie pas le ligand) agissait comme un r6gula- 
teur dominant n6gatif de l'activation du g6ne reporter par 
le REB en pr6sence d'oestradiol. La prot6ine du variant 
REB2/Bcx, que nous avons localis6e immunologiquement 
dans le testicule au niveau des cellules de Sertoli et des 
spermatogonies (pr6sent article et [42]), a aussi 6t6 locali- 
s6e par immunologie dans des 6chantillons de tissus mam- 
maires normal et malin [38] et de prostate [11]. Une 
expression augment6e de REB2/Bcx va de pair avec une 
moindre expression du r6cepteur h la progest6rone dans les 
cellules malignes [38]. Pour ce qui est du testicule humain, 
la co-expression de REB2 et de REo~ n'a pas 6t6 observ6e, 
et le REB2/bcx appara~t 8tre la seule forme de prot6ine du 
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R E  pr6sente  dans  cer ta ines  ce l lu les  (par  e x e m p l e  les ce l lu-  

les  de  Se r to l i ) .  N o u s  m e t t o n s  a c t u e l l e m e n t  en  p l a c e  des  

6 tudes  p o u r  d & e r m i n e r  la s ign i f i ca t ion  fonc t i onne l l e  de  ces 

d6couver tes .  

E n  u t i l i s a n t  l ' i m m u n o - h i s t o c h i m i e  a v e c  un  a n t i c o r p s  

m o n o c l o n a l  sp6c i f ique  [42], nous  avons  d6tectE l ' e x p r e s -  

s ion  de la  protEine  du R E ~  sous sa f o r m e  c o m p l e t e ,  c ' e s t -  

~ -d i r e  l ' i s o f o r m e  qui  es t  c a p a b l e  de  l i e r  une  g a m m e  de  

l igands  oes t rogEniques  avec  une  haute  aff ini t6  et  qui  peut  

ac t ive r  in vitro l ' e x p r e s s i o n  du g~ne r epor t e r  chez  de  tr~s 

n o m b r e u x  t y p e s  c e l l u l a i r e s  t ou t  au  l o n g  de  l ' a p p a r e i l  

r e p r o d u c t e u r  ma le .  Dans  le tes t icu le  adu l t e  de  l ' h o m m e ,  du 

ouisf if i  e t  du  m a c a q u e ,  les  taux  d ' e x p r e s s i o n  les p lus  61e- 

v6s furent  d~tect6s  dans  les spe rma t ides  rondes .  L ' e x p r e s -  

s ion  du RE[3 dans  ces  ce l lu les  appa ra i t  cons i s t an t e  avec  les 

donn6es  Etabl ies  h par t i r  d ' 6 t u d e s  chez  les  rongeur s  et  les 

p r i m a t e s  [36, 37, 44],  ce  qui  sugg~re  que  les  0estrog~nes 

sont  i m por t an t s  pou r  la  ma tu ra t ion  des  ce l lu les  ge rmina l e s  

h a p l o i d e s  a ins i  que  p o u r  la  r6so rp t ion  du  f lu ide  dans  les 

c a n a u x  eff6rents .  

V. C O N C L U S I O N S  

II est maintenant ~tabli que les ~estrog~nes ont un r61e 
dans la maintenance de la f~condit~ normale du male. 
Dans l 'appareil  reproducteur m.~le, les cellules qui 
expriment le REB sont plus nombreuses  que celles 
exprimant le  R E ~ ,  Les taux d'expression de REcx ies 
plus ~lev~s ont ~t~ retrouv~s dans les canaux eff~rents 
et i'expression de REcx dans ce tissu est essentielle ~ une 
r6sorption normale  du f luide provenant  des tubules  
s ~m i n i f ~ re s .  L a  prot~ine du R E B  a ~t~ d~tect6e dans les 
cellules ~pith~liales et du stroma tout au long de l'appa- 
reil reproducteur chez le  m a l e .  Dans les testicules des 
primates et de l 'homme sont exprim~es les prot~ines de 
REB it l a  fois de type sauvage  et variants .  En s'ap- 
puyant  sur les profils d 'express ion des prot~ines du 
REB dans l '~pith~lium s~minif~re de l 'homme,  nous 
pensons que les ~estrog~nes pourraient ~tre importants 
pour  le d~veloppement  des spermatides rondes et de 
certains des spermatocytes, mais pas de tous. 
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cell nuclei throughout the male reproductive system 
(ED, epididymis, vas deferens, seminal vesicles, 
prostate) and in the bladder. We have also used 
monoclonal antibodies that dist inguish between 
wi ld type, fu l l - length ERI~ (ERBI), and a splice 
variant isoform called ERf~cx/ERI~2 that does not 
bind oestrogens. ERI~I and ERI~2 proteins were 
both detected in human testis and have distinct but 
overlapping patterns of expression. ERI~I was also 
detected in ED, epididymis and vas. 

In conclus ion,  oest rogen receptors are widely 
expressed in the male urogenital system and with 
the exception of the ED there are more cells that 
express ER8 than RE~x. In the adult human the testi- 
cular cells most likely to be targets for oestrogens 
are round spermatids in which levels of expression 
of full-length wild type receptor (ERB1) are high. 

Key words : spermatogenesis, oestrogen receptor, 
ERr&, spermatid 

ABSTRACT 

Oestrogen receptors in the human and primate 
testis and reproductive tract 

Philippa T.K. SAUNDERS, Jayne E. SIERENS, Niegel 
P. GROOME*, Michael R. MILLAR 

The impact of oestrogens on the male reproductive 
system remains the subject of intensive research 
activity and debate. Oestrogen action is mediated 
via high affinity intracellular receptors expressed in 
target tissues. Two subtypes of oestrogen receptor 
known as REc~ (NR3A1) and ERI~ (NR3A2) have been 
cloned and hERB variant isoforms identified. In tar- 
get cells these receptors can exist as homo- or 
heterodimers. We have used immunohistochemistry 
to examine the patterns of expression of ERs in 
human and non-human primates as a first step in 
determining the cellular targets for oestrogen action 
in the male. 

RE(x was detected in the epithelial cells of efferent 
ductules (ED) occasionally in epithelial and stromal 
cells within the epididymis but was undetectable in 
human or primate testes. Using a polyclonal antibo- 
dy raised against the hinge domain of ERI~, immu- 
noposit ive staining was detected in multiple cell 
types within the testis and in epithelial and stromal 
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