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Les cellules de la lign~e germinale humaine ont la capacit~ 
d'internaliser la sex steroid-binding protein humaine (SBPh) : 
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RESUME 

I1 a dt~ r d c e m m e n t  d d m o n t r d  que  les 
c e l l u l e s  s p e r m a t o g d n d t i q u e s  de  r a t  
son t  capab les  de l ie r  e t  d ' i n t e r n a l i s e r  
s p d c i f i q u e m e n t  l ' a n d r o g e n - b i n d i n g  
p ro t e in  de r a t  (ABPr). De m~me les cel- 
lules spe rmatog~ndt iques  du  macaque ,  
sont  capab les  de l ie r  e t  d ' i n t e r n a l i s e r  
s p d c i f i q u e m e n t  la sex s t e ro id -b ind ing  
p ro t e in  h u m a i n e  (SBPh). 

C e t t e  d t u d e  c o n s i s t e  ~ t e s t e r  si des  
in t e rac t ions  en t r e  les cellules sperma-  
togdndt iques  e t  les prot~ines  de l iaison 
des s t~roides  ex i s t en t  dga l emen t  chez  
l 'homme.  Les cel lu les  ge r mi na l e s  pro- 
v i e n n e n t  d 'une  pa r t  des biopsies testi- 
c u l a i r e s  de  p a t i e n t s  h y p o f e r t i l e s  e t  
d ' au t r e  p a r t  de  pu lpec tomies  indiqu~es  
p o u r  c a n c e r  pros ta t ique .  

Les o b s e r v a t i o n s  en  MET rdv~ len t  la 
p r d s e n c e  de  d e u x  types  de s t r u c t u r e s  
rel ids ~ l ' endocy tose  dans  les ce l lu les  
s p e r m a t o g d n d t i q u e s .  P r e m i ~ r e m e n t ,  

les pui ts  et  vdsicules r ecouve r t s  de 96 
_+ 10 n m  de  d i a m ~ t r e ,  a s s o c i d s  ~ la  
m e m b r a n e  p lasmique .  Deux i~mement ,  
les endosomes  prdcoces  (vdsicules non  
r e c o u v e r t e s )  de 225 -+ 60 n m  de  dia-  
m~tre  localisds ~ la pdr iph~r ie  du  cyto- 
p l a s m e  a ins i  que  les e n d o s o m e s  tar -  
difs, souvent  organisds  en  corps  multi-  
v~siculaires  (CMV) dans  le cy top lasme 
pdr inucldai re .  Ces deux  types  de struc- 
t u r e s  de  l ' a p p a r e i l  e n d o c y t a i r e  s o n t  
p rdsen t s  ~ tous  les s t ades  de m a t u r a -  
t ion  des cel lules germina les .  Les vdsi- 
cu l e s  n o n  r e c o u v e r t e s  s o n t  t o u j o u r s  
p l u s  n o m b r e u s e s  q u e  les  v d s i c u l e s  
r ecouve r t e s  quel  que soit le stade.  

Les ce l lu l e s  g e r m i n a l e s  i soldes  e t  in  
s i t u  m a i n t e n u e s  d a n s  l ' d p i t h d l i u m  
sdminif/~re on t  ~td exposdes au  mi l ieu  
de  c u l t u r e  c o n t e n a n t  le  c o m p l e x e  
SBPh pu r i f i~e  (~ p a r t i r  de  s d r u m  de  
f e m m e  e n c e i n t e )  - A6- tes to tdrone  tri-  
t ide (80 000 cpm/ml,  30 ng) pho tomar -  
qude.  L '~ tude  des  i n t e r a c t i o n s  SBPh/  
cel lules  ge rmina l e s  est  fond~e su r  les 
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analyses  qual i tat ives  et  quant i ta t ives  
du marquage  r~v~l~ par autohis tora-  
diographie  en MET. 

Nos r~sultats montrent  que cette  incu- 
b a t i o n  p r o v o q u e  un  i m p o r t a n t  mar- 
q u a g e  d e s  c e l l u l e s  s p e r m a t o g ~ n ~ -  
t i q u e s .  La p r ~ i n c u b a t i o n  avec  de la  
SBPh non  marquee  en large exc~s,  de 
m~me qu'un pr~trai tement  par FEGTA 
reduit  s ign i f i cat ivement  le marquage.  
Une lois  internalis~e,  la SBPh est loca- 
l i s l e  au niveau du compart iment  endo- 
cyta ire  et s p ~ c i a l e m e n t  sur les  mem- 
b r a n e s  d ~ l i m i t a n t  ce  c o m p a r t i m e n t .  
Un marquage intranucl~aire  a ~t~ 4ga- 
l ement  observe,  sauf  dans  les noyaux  
condenses  des spermatides  allong~es.  

Au total, ce travail  montre  que les cel- 
lu l e s  s p e r m a t o g ~ n ~ t i q u e s  h u m a i n e s  
p o s s ~ d e n t  les  s t r u c t u r e s  c e l l u l a i r e s  
caract~rist iques d'une activit~ d'endo- 
cytose  et ont  la capacit~ de lier et d'in- 
ternal iser  la SBPh ~ partir du compar- 
t i m e n t  e x t r a c e l l u l a i r e .  Ce r ~ s u l t a t  
c o n f i r m e  c e u x  o b t e n u s  s u r  d e s  
modules  an imaux  (rat et  macaque)  et  
c o n d u i t  ~ c o n s i d ~ r e r  que  l ' e x i s t e n c e  
d ' interact ions  entre  les ce l lu les  sper- 
matog~n~tiques  et les prot~ines  de liai- 
son des st~roides const i tue  un ph~no- 
m~ne g~n~ral  et  p r o b a b l e m e n t  impli-  
qu4 dans le ddroulement  de la sperma- 
tog~n~se.  Les m~canismes  par lesquels  
les p r o t e i n e s  de l ia i son  des  s t~roides  
i n t e r v i e n n e n t  dans  le c o n t r b l e  de la 
ferti l i t~ chez l 'homme res tent  ~ ~luci- 
der. 

Mots Clds : SBPh, rdcepteur de la SBPh, cellules 
germinales, homme. 

INTRODUCTION 

Dans le tube s~minif'ere la lign~e germinale 
est, du fait de la presence de la barri~re 
sang-testicule, continue dans un microenvi- 
ronnemnt  sp~cifique totalement condition- 

n~ par les cellules de Sertoli [4, 35]. Une 
des fonctions majeures des cellules de Ser- 
toli est donc d'assurer le transport de sub- 
stances depuis le compartiment basal jus- 
qu'au compart iment  adluminal  [36]. C'est 
ainsi que le fer, associ~ ~ sa prot~ine de 
liaison, la transferrine, est transportS, via 
le cytoplasme Sertolien, jusqu'au comparti- 
ment  des cellules germinales [26, 28, 34]. 
L'existence d 'un m~canisme similaire est 
sugg~r~ pour le transfert du cuivre grace 
son transport  par la c~ruloplasmine [26] et 
pour la vitamine B12 li~e ~ la transcobala- 
mine [2]. 

Concernant les prot~ines de liaison des st~- 
ro~des comme l 'androgen-binding protein 
(ABP) qui est  la prot~ine  de t r a n s p o r t  
majoritaire secr~t~e par les cellules de Ser- 
toli, et la premiere a avoir ~t~ identifi~e 
ce niveau ]10, 19, 24, 39], leurs interac- 
tions avec la lign~e germinale  restaient ,  
jusqu'~ ces derniers temps, tr~s peu ~tu- 
di~es. En effet, classiquement, le transport  
des androg~nes jusqu 'au  contact des cel- 
lules spermatog~n~tiques ne semble pas 
~tre n~cessaire pour leur maturat ion [9] et, 
d 'a i l leurs ,  l 'existence de r~cepteurs  des 
androg~nes dans les cellules germinales  
est tr~s controvers~e,  si bien qu'il ~tait 
g~n~ralement admis que la lign~e germina- 
le ne constituait pas une cible pour I'ABP 
et que le r61e principal de cette derni~re 
~tait de v~hiculer les androg~nes, en les 
p ro t~gean t  de la d~grada t ion ,  vers  des 
cibles androg~no-d~pendantes du t ractus  
g6nital ,  tel que l '~pididyme n o t a m m e n t  
[11-13, 18, 36]. 

Pourtant,  d~s 1984, le groupe de Steinber- 
ger d~crivait la presence de sites de liaison 
de I'ABP sur les spermatocytes chez le rat 
[38]. Plus r~cemment, nous avons montr~ la 
presence  d 'une  activit~ de l ia ison pour  
I'ABP dans des extraits de membranes de 
cellules germinales de rat [8]. Pelliniemi a 
mis en ~vidence, chez le rat, la presence 
dans le cytoplasme des spermatocytes et 
des spe rmat ides  de granules  r~agissant  
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posi t ivement  avec un anticorps anti-ABP 
[27]. Depuis, nous avons montr6 que les cel- 
lu les  g e r m i n a l e s  du m a c a q u e  6 t a i e n t  
capables, in vitro, de lier et d'internaliser la 
SBPh [15] et que les cellules germinales de 
rat 6tait capables, in vitro, de lier et d'inter- 
naliser I'ABPr [16]. Enfin, Huang et al., ont 
d4montr6 que, chez le rat hypophysectomi- 
s6, le maintien d'une activit6 spermatog4- 
n4t ique  6tai t  d6pendan t  de la pr6sence  
d 'ABP [21]. Au total ,  ces cons t a t a t i ons  
convergent  vers  la not ion que chez cer- 
taines esp6ces animales,  les prot4ines de 
transport  des st4roYdes interagissent direc- 
tement  avec la lign6e germinale. 

Le but de cette 6tude est de d6terminer si, 
chez l 'homme 6galement, la lign6e germina- 
l e a  des propri6t6s de liaison membranaire 
et d'internalisation des prot6ines de trans- 
port des st6roides. 

MATERIEL & METHODES 

1. Matdriel testiculaire humain 

Nous avons utilis4 des biopsies de patients 
~g4s de 28 ~ 40 ans, hypofertiles, ~ sperma- 
tog4n~se anormale et des pulpectomies de 
testicules de pat ients  porteur d'un cancer 
de la prostate ~g6s de 60 ~ 85 ans. Au cours 
de l ' in te rvent ion ,  les pr616vements sont  
imm6dia tement  plac6s dans du milieu de 
culture Ham F-12/DMEM (1:1) contenant 2 
mM de L-glutamine (Sigma Chemical CO., 
St Louis, MO) et additionn6 avec du pyru- 
va t e  de s o d i u m  (1 mM) du  l a c t a t e  de 
sodium (6 raM) et des antibiotiques (strep- 
tomycine et p6nicilline), 100/t l /ml et 400 
/tl/ml respect ivement .  Nous avons utilis6 
les pr416vements de 10 patients pour cette 
6tude. 

2. Pr4paration des cellules germinales 
humaines isoldes 

Darts un premier temps, les fragments de 
tubes s4minif'eres sont diss6qu4s finement 
afin d'41iminer l'essentiel du tissu intersti- 

tiel, puis collect~s dans du milieu de culture 
frais. Les cellules germinales sont isol6es 
soit par simple dissociation douce au Potter 
(Wheaton, USA) comme pr6c6dement d6crit 
[6, 14-16] soit, lorsque le parenchyme pr6- 
sente une fibrose apparente, apr6s un pr6- 
t ra i tement  enzymatique par une solution 
de collag6nase/dispase (Bcehringer Mann- 
heim, Germany) ~ i mg/ml pendant  30 ~ 45 
mn ~ 34~ sous agitation. La suspension 
cellulaire obtenue est filtr6e ~ travers du 
coton hydrophile afin de retenir les sperma- 
tozoides et les d6bris cellulaires, et centri- 
fug6e ~ 150 X g pendant 10 mn. Les culots 
cellulaires ont 6t6 r4cup6r4s et lav6s deux 
fois avec le m~me milieu de culture (150 X g 
pendant 10 ran). 

La densit6 cellulaire de la suspensio~ finale 
est d6termin6e au microscope ~ contraste 
de phase, et la viabilit6 cellulaire est esti- 
m6e par le test d'exclusion au bleu trypan 
(Sigma). G6n6ralement, elle est sup6rieure 

95%. Des frottis color6s au May-Gr(in- 
wald Giemsa sont r6alis4s pour chaque pr6- 
para t ion  afin de d~terminer  le degr6 de 
contamination de la pr6paration cellulaire 
par des cellules de Sertoli, de Leydig et de 
cellules immigrantes  et de quantif ier  les 
diff6rentes classes de ma tu ra t ion  de cel- 
lules de la lign6e germinale. 

3. Analyse cytom6trique 

Les cellules germinales  humaines  pr4pa- 
r6es par m6thode enzymo-m6canique (cf ci- 
dessus) ont 6t6 fix6es dans un tampon acide 
citrique sal6 (CABS)/ethanol 100% (1:1) [1] 
et analys6es en cytom~trie de flux pour la 
quantification de I'ADN. Cette derni6re a 
6t4 faite sur les cellules enti~res apr6s mar- 
quage ~ l'iodure de propidium ~ 37~ pen- 
d a n t  1 h e u r e  et p a s s a g e  au  cy tom6t re  
EPISC-C (Coulter, Hialeah, M.) 6quip6 d'un 
laser Argon (INNOVA 90-5, CEHERENT). 
Analyse de la distribution des cellules cor- 
respondant aux valeurs d'ADN r c ,  1C, 2C 
et 4C ~ l'aide d'un logiciel adapt6 multicycle 
software. 
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4. Preparat ion des cel lules  germinales  
in situ 

Les tubes s~minif~res sont s~par~s avec 
precaution du tissu inters t i t ie l  sous un 
st~r~omicroscope, comme d~crit pr~c~- 
demment  [14-16]. Des fragments  de 5 
10 mm de long sont isol~s. Puis, chaque 
fragment est ouvert selon l'axe longitudi- 
nal  avec des c iseaux de microchi rug ie  
(Pacheff, Moria, France)  afin d'exposer 
les cellules germinales  adluminales  au 
milieu de culture contenant  la prot~ine 
radiomarqu~e. 

5. Puri f icat ion de la SBPh 

La SBPh a ~t~ purifi~e ~ partir du s~rum 
de femme enceinte par la m~thode d~crite 
par Egloff et al., [5]. La puret~ de la SBPh 
est contr61~e par ~lectrophor~se sur gel 
polyacrylamide, dans les conditions non 
d~naturantes, en presence du sulfate dode- 
cyl de sodium (SDS-PAGE) et par immuno- 
~lect rophor~se  an t i - s~ rum de s~rum 
humain sain. L'estimation quantitative de 
la SBPh est aussi d~termin~e par m~thode 
~lectroimmunologique en utilisant des anti- 
corps polyclonaux anti-SBP s~rique. 

6. Couplage covalent  de la A6-testost~- 
rone triti4e ~ la SBPh pure 

I1 est r~alis~ selon la m~thode de Taylor et 
al., 1980 adapt~e dans notre laboratoire 
[17, 40]. La A6-dihydrotestost~rone triti~e 
(NEN Research Products ,  Boston, MA, 
U.S.A.) ~ la concentration de 20 nM est 
incub~e avec 0,7 nM de SBPh ~ 4~ dans 1 
ml d'une solution tris-HCl 20 mM (pH 8,0) 
contenant 0,15 M NaC1 et 10% (v/v) glyce- 
rol. La solution plac~e dans un flacon de 
pyrex est soumise ~ des irradiations succes- 
sives de 15 mn, s~par~es par des p~riodes 
de 10 mn dans une chambre froide (4~ 
pour ~viter des d~naturations thermiques 
de la prot6ine. L'irradiation est r~alis~e 
l'aide d'une lampe quartz-mercure ~ 450 
Watts [14]. 

7. Protocoles  d' incubation des cel lules  
germinales  avec le complexe  A6-testo- 
st~rone trit i~e-SBPh 

a) Cellules germinales isoldes 

Les cellules germinales isol~es (4 x 106 cel- 
lules/100 Itl de m~me milieu de culture, cf 
section 1) ont ~t~ incub6es en presence du 
complexe SBPh-st~roYde marqu~ par pho- 
toaffinit~ (30 ng, 80 000 cpm/ml) sous agita- 
tion douce dans un bain marie ~ 34~ pen- 
dant des d~lais de 30, 120 et 180 mn. 

Afin de d~terminer la sp~cificit~ de la liai- 
son, des cellules germinales ont ~t~ pr~in- 
cub~es ~ 34~ en presence d'un exc~s (100 
fois) de SBPh non marqu6e pendant 20 m n  
avant d'ajouter le complexe SBPh-st~ro~de 
radiomarqu~ pendant 30 mn ~ 34~ L'effet 
des ions calciques sur la liaison du com- 
plexe SBPh-st6ro~de radiomarqu~ avec 
d'~ventuels r~cepteurs membranaires a ~t~ 
~tudi~ par une pr~incubation des cellules 
isol~es dans 100 ~ul de PBS contenant de 
I'EGTA (400 mM) pendant  20 mn avant  
l'addition du complexe SBPh-st~roi'de mar- 
qu~ pendant 30 mn. 

A la fin des p~riodes d'incubation, les cel- 
lules ont ~t~ lav~es avec du milieu de cultu- 
re frais.  Les culots ce l lu la i res  ont ~t~ 
recueillis par centrifugation ~ 150 X g, et 
fixes imm~diatement en vue des ~tudes en 
MET. 

b) Cellules germinales in situ 

Deux ~ trois fragments de tubes s~mini- 
f'eres ouverts ont ~t~ incubus dans 150 Ftl de 
milieu de culture contenant  le complexe 
SBPh-A6-testost~rone marqu~ par photoaf- 
finit~ (30 ng, 80 000 cpm/ml) sous agitation 
douce dans un bain marie ~ 34~ pendant 
des d~lais de 30 et 60 mn. A la fin de la 
p~riode d'incubation, les fragments sont 
laves dans un milieu de culture frais et 
fLx~s pour l'~tude autohistoradiographique. 

Chaque condition exp~rimentale est faite 
en triple. 
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8. Pr4paration pour la MET 

Les 6chantillons ont 6t6 fix6s pendant lh  
30 mn ~ 4~ dans  du g l u t a r a l d 6 h y d e  
(Fluka, Switzerland) 2,5%, v/v, dans 0,1 M 
de tampon cacodylate de sodium, pH 7,4 et 
pendant  2h dans du glutarald6hyde 5%, 
v/v, dans le m~me tampon. Apr6s lavage, 
les 4chan t i l lons  sont postf ix6s par  le 
t6troxyde d'osmium 1% dans le m~me tam- 
pon ~ la temp6rature ambiante pendant 60 
mn. Apr6s d6shydratation ~ l'6thanol, ils 
ont 6t6 inclus dans l'Epon 812 (Fluka, Swit- 
zerland) puis d6bit6s en coupes ultrafines 
(80 rim) avec un ultramicrotome (Ultracut 
E., Reichert-Jung). Avant les observations, 
les coupes sont contrast6es par l 'ac6tate 
d'uranyle et le r6actif de Reynolds. 

9. Pr4paration pour rautohistoradio-  
graphie en MET 

Des coupes de 80 nm, recueillies sur des 
lames collodionn6es, sont recouvertes par 
trempage par une 4mulsion nucl4aire IIford 
L4 dilu6e (IIford, St Priest, France), comme 
d6crit pr6c6demment [11-16]. Apr6s 2 ~ 3 
mois d 'exposition fi 4~ les autoradio-  
grammes sont d6velopp6s avec du Microdol- 
X, Kodak (Eastman Kodak Co., Rochester, 
NY) pour obtenir des grains filamenteux 
[25], et examin6s en MET. 

10. Analyse du marquage 

Les grains d'argent ont 6t6 compt6s directe- 
men t  sur  les pr6para t ions  observ6es fi 
l'6cran. Le d6nombrement des grains d'ar- 
gent aux grandissements X 7 000 et X 12 
000 a servi ~ calculer les densit6s du mar- 
quage des diff6rentes cat6gories cellulaires 
de la lign6e germinale : spermatogonies, 
spermatocytes  et spermatides rondes et 
allong6es. Les r6sultats sont exprim6s en 
nombre de grains d'argent par 1000 #m2 de 
section d'un type cellulaire donn6. Seuls les 
types cellulaires clairement identifiables 
selon Clermont et Heller et Clermont [3, 
20], ont 6t4 utilis6s pour des comptes. La 
surface des coupes de cellutes germinales a 

6t6 calcul6e fi partir du diam6tre de la sec- 
tion sur les clich6s de MET. 

Pour chaque exp6rience un total d'au moins 
35 000 ttm 2 de surface de chaque cat6gorie 
cel lu la i re  a 6t6 explor6. Le nombre  de 
grains d'argent par 1000 ]tm 2 d'Epon a 6t6 
consid6r6 comme repr6sentatif du bruit de 
fond. I1 a 6t6 estim6 fi 1,6 grains d'argent 
par 1000 ltm 2 d'6pon et syst6matiquement 
soustrait de tousles r6sultats. 

11. Donn~es morphom4triques 

Les diam6tres de sections cellulaires, des 
noyaux et des organites impliqu6s dans 
l'endocytose (puits et v6sicules recouverts 
et v6sicules non recouvertes), ainsi que la 
distance entre le centre d'un grain d'argent 
et l'organite le plus proche, ont 6t6 mesur6s 
sur les clich6s pris en MET. Dans ce tra- 
vail, nous avons utilis6 une valeur de 145 
nm comme "half distance" (HD), en accord 
avec la na ture  de l'6mulsion, le type de 
radio616ment ( tr i t ium) utilis6 ainsi que 
l'6paisseur des coupes (80 nm) [31]. 

12. Preparation des membranes  plas- 
miques de cellules de la lign6e germi- 
nale humaine 

La suspension cellulaire de la lign6e germi- 
nale humaine est aliquot6e en fractions de 
1 x 106 cel |ules/ml.  Ces f rac t ions  sont 
broy6es g vitesses croissantes dans un tam- 
pon tris-HC1 (20 mM) pH 7,4 dans un bain 
de glace pil6e. Une solution contenant 1/tg 
leupeptine/ml, 1/tg papstatine A/ml, benza- 
midine 0,1% (p/v), bacitracine 0,1% (p/v) et 
0,15 M de NaC1 est ajout6e dans le milieu 
r6actionnel, pour r6duire la d6naturation 
prot6ique, par la lib6ration des enzymes 
cellulaires. L'homog6nat ainsi obtenu est 
centrifug6 pendant 10 mn fi 1000 X g dans 
le tampon tris-HCI contenant  1 mM de 
CaCI2 et de MgCI2. Le surnageant obtenu 
est centrifug6 fi nouveau ~ 27 000 X g dans 
le m~me tampon additionn6 de 300 mM de 
mannitol. Le culot obtenu est de nouveau 
centrifug6 dans les m~mes conditions, mais 
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avec un tampon sans mannitol. Le culot 
obtenu est la fraction enrichie en mem- 
branes plasmiques de la lign6e germinale 
humaine 

13. E t u d e  de la  l i a i s o n  S B P h / m e m -  
branes plasmiques  

Le complexe SBPh-st6ro~de (0,09-1,50 
pmol) a 6t6 incub6 lh, ~ 4~ sous agitation 
douce avec les fractions enrichies en mem- 
branes plasmiques provenant de 1 X 106 
cellules avec des concentrations croissantes 
de la SBPh, en pr4sence ou en absence d'un 
exc6s de 100-fois de SBPh non marqu6e 
pour les exp6riences d'inhibition. Les par- 
ties li6e et libre ont 6t6 s6par6es par centri- 
fugation ~ 25 000 X g pendant 15 ran, et le 
culot a 6t6 lav4 trois fois dans 20 mM du 
tampon tris-HC1 (pH 7,4) contenant 1 mM 
MgC12, 1 mM CaC12 et 0,1% (p/v) BSA. Les 
radioactivit6s du surnageant  et du culot 
sont mesur6es apr~s addition de 3 ml de 
Scintran. Chaque valeur a 6t6 d6termin6e 
partir de trois tubes diff6rents. La liaison 
sp4cifique a 6t6 analys6e selon la m6thode 
de Scatchard [32]. 

14. Analyse statist ique 

Les donn6es exp6rimentales ont 6t6 expri- 
m6es dans le texte comme la moyenne -+ 
D.S. Les analyses statistiques concernant 
les diff6rences observ6es entre les cat6go- 
ries des cellules de la lign6e germinale  
humaine ,  class6es selon leur  s tade  de 
maturation, ont 6t6 faites par le test t de 
Student ~ l'aide du logiciel StatWorks. 

RESULTATS 

1. Suspensions  cel lulaires de la l ign6e 
germinale  humaine  

a) Viabil i td 

Les cellules obtenues pr6sentent g6n6rale- 
ment une viabilit6 sup6rieure ~ 95%. Les 
d6bris cellulaires sont rares. 

b) Analyses sur  frot t is  et en cytomdtrie 
de flux 

Les frottis montrent que la proportion de 
cellules somatiques est inf6rieure ~ 3%. Les 
frottis, ainsi que l'analyse en cytom6trie de 
flux montrent que tousles types cellulaires 
sont pr6sents, ~ l'exception des spermato- 
zoides matures, sur les pr6parations testi- 
culaires utilis6es. Cependant la proportion 
des diff6rents stades de maturation varie 
suivant les pathologies (biopsie de patients 
hypofertiles). Les produits des pulpectomies 
pr6sentent 6galement un profil de r6parti- 
t ion ce l lu la i re  anormal ,  g6n6ra lement  
caract6ris6 par une proportion 61ev6e des 
spermatogonies (Figure 1A) par rapport ~t 
un testicule d'adulte jeune (Figure 1B). 

2. Pr4sence  des s tructures  pr imaires  
de rapparei l  endocytaire  

Les structures primaires de l'appareil endo- 
cytaire sont constitu6es par des v6sicules 
non recouvertes (endocytose non sp6cifique) 
et par des puits et v6sicules recouverts  
(endocytose r6cepteur m6di6e). Ces deux 
types de structures sont pr6sents ~ la surfa- 
ce de toutes les cellules de la lign6e germi- 
nale humaine observ6es (Figures 2 ~ 7). 

Les v6sicules lisses se caract6risent par un 
contenu homog6ne et tr6s peu dense aux 
61ectrons et par l 'absence de diff6rencia- 
tions d6tectables sur le versant cytosolique 
de l 'endomembrane. Ces v6sicules ont un 
diam6tre assez r6gulier de 225_+60 nm. Par 
ailleurs, leur nombre moyen diff~re suivant 
les stades de maturation puisqu'il est res- 
pectivement de 21,6 _+ 5,0; de 30,0 _+ 8,0 ; de 
20,0 + 3,0 et de 33,3 _+ 9,0 pour les sperma- 
togonies, spermatocytes et les spermatides 
rondes et allong6es exprim6 pour 100/tin 
de longueur de membrane (Figure 8). Ces 
diff6rences ne sont pas s ta t i s t iquement  
significatives. 

Les puits et v6sicules recouverts se caract6- 
risent par un contenu plus dense aux 61ec- 
t rons  et parfois  h6t6rog6ne et par  la 
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pr6sence d'agr6gats denses r6guli~rement 
dispos6s sur le versant cytosolique de l'endo- 
membrane. Leur diam6tre est de 96 _+ 10 nm 
pour les puits  recouver ts  et les v4sicules 
recouvertes. Leur nombre, exprim6 par 100 
/tm de longueur de membrane plasmique, dif- 
f'ere suivant les stades de maturat ion puis- 
qu'il est respectivement de 4,0 _+ 0,5 ; de 6,0 _+ 
1,5 ; de 3,0 + 0,4 et de 3,8 + 0,2 pour les sper- 
matogonies, les spermatocytes et les sperma- 
tides rondes et allong6es (Figure 8). Cette dif- 
f6rence est statistiquement non significative. 
Par contre, les diff6rences de nombre obser- 
v6es entre les v6sicules lisses d'une part  et 
les structures recouvertes d'autre part, qui 
sont moins nombreuses, sont statistiquement 
significatives (P _< 0,001). 

Figure 1 : Etude en cytomdtrie de f lux du 
contenu en ADN des suspensions de cellules 
germinales humaines obtenues apr~s isole- 
ment  enzymo-mdcanique et  f i l t ra t ion  sur  
coton. A : cellules germinales d'un produi t  
d'une pulpectomie,  p a t i e n t  s de 80 ans. 
B : p o u r  compara ison ,  t e s t i cu le  normal ,  
pa t ient  de 30 ans ddcddd accidentellement. 
Quatre pics  dist incts  caractdrisent  les cel- 
lules germinales (1"C), (1C), (2C) et (4C). Le 
p i c  (1'C) correspond  aux ce l lu les  germi .  
nales  haplofdes  ~ noyau condensd e t  sur  
spermatozofdes. Le pic  (1C) correspond aux 
ce l lu les  hap lofdes  de type : s p e r m a t i d e s  
rondes. Le pic  (2C) correspond aux cellules 
diplofdes, essentiellement : les spermatogo- 
nies interphasiques, les spermatocytes prd- 
md io t iques  j u s q u ' a u  s t a d e  pr~ lep to t~ne  
exclu, les spermatocytes secondaires et les 
cellules somatiques interphasiques. Le pic  
(4C) correspond aux cellules en division qui 
ont  ddja dupl iqud leur contenu d'ADN de 
2C d 4C sont essentiellement : les spermato- 
gonies en mitose, les spermatocytes (stade 
pachyt~ne) jusqu'~ l'obtention des sperma- 
tocytes secondaires. 

3. Dens i t6  de  m a r q u a g e  

La figure 9 montre que 30 mn apr6s le d6but 
de l'incubation h 34~ en pr6sence du com- 
plexe SBPh-st6roide triti6, toutes les classes 
des cellules de la lign6e germinale pr6sentent 
un marquage  tr6s l a rgement  diff6rent du 
bruit de fond puisque le nombre moyen de 
grains d 'argent est de 36,7 ; 19,1 ; 76,4 et 
27,9 pour 1000/tm'-' pour les spermatogonies, 
]es spermatocytes primaires et les sperma- 
tides rondes et allong6es respect ivement ,  
contre 1,6 pour 1000 i t m  2 d'Epon pour te 
bruit de fond. Les spermatides rondes pr6- 
sentent la plus forte densit6 de marquage (P 
_< 0,001). Pour les d61ais plus longs (120 et 
180 ran) on observe une diminution du mar- 
quage qui est s tat is t iquement significative 
pour les spermatides rondes, les spermatides 
allongees et les spermatocytes. La figure 10 
montre que la pr6incubation avec un exc6s de 
SBPh froide ou le pr6traitement par l~EGTA 
r6duisent consid6rablement (P < 0,0001) ]e 
marquage de ces quatres  cat6gories cellu- 
laires au temps 30 inn. 
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F i g u r e s  2-7 : Mise  en  dv idence  des  s truc-  
tures  p r i m a i r e s  de  l ' appare i l  endocy ta i re  
spdcif ique dans  les cellules de la lignde ger- 
m ina l e  h u m a i n e  en MET. 2-3 : Prdsence de 
pu i t s  recouverts  (PR, rdgion dense,  fl~che) 
dans  une  spermatogonie  de type Ap  in situ. 
c : collag~ne; LB : lame basale; MP : mem- 
brane  p lasmique ,  E N  : enveloppe nucldaire  
N : noyau; N L  : nucldole M : mi tochondr ies  
G : X 6 000; B a r r e  1 l~m et  G : X 70 000; 
B a r r e  = l p m .  4-5 : P r d s e n c e  de  vds icu les  
recouver tes  (VR, fl~che) et  de p u i t s  recou- 
verts (PR, rdgion dense,  f l~ches) d a n s  des 
spermatocytes  p r i m a i r e s  pachyt~nes  in situ. 
]tiP : m e m b r a n e  p lasmique ,  E N  : enveloppe 
nucldaire  N :  noyau,  VS : vdsicule sexuelle  G 
: X 6 OOO ; B a r r e  = l l~m et  G : X 40 000 ; 
B a r r e  = 1 p m .  6-7 : P r d s e n c e  de  vds icu le  
recouverte  (VR, rdgion dense, fl$ches) dans  
une spermat ide  allongde in situ. MP : mem- 
brane  p lasmique ,  AC : acrosome, N : noyau, 
F : ddve loppement  du  flagelle, Co : col, A : 
a n n e a u ,  Mt  : m i c r o t u b u l e s  G : X 10 000; 
Barre  = 1 Izm et G : X 80 000; Barre  = I pm.  

4. Loca l i sa t ion  du m a r q u a g e  

Trente  minutes  apr~s l ' incubation & 34~ 
en presence du complexe A6-testot~rone tri- 
ti~e - SBPh, environ 95% des grains d'ar- 
gent se t rouvent  localis~s dans le comparti- 
ment  intracellulaire et 5% sont associ~s 
la membrane plasmique. 

Au niveau de la membrane  plasmique,  la 
dimension importante  des grains d 'argent 

e l  e 
J= 
E 

m o 

8 

i / J ,, J ,* ,* ,,, ,, '1 I ~t 

[]  VR 
[] VNR 

I 

& ,oo 

F i g u r e  8 : Q u a n t i f i c a t i o n  des  s t r u c t u r e s  
p r i m a i r e s  d ' e n d o c y t o s e  (vds icu les  recou-  
vertes  : VR e t  vdsicules  non  recouver te s  : 
VNR)  en fonc t ion  du  s tade  de m a t u r a t i o n  
des cellules spermatogdndt iques  germina les  
humaines .  SG : spermatogonies ,  SC : sper- 
matocy tes ,  S R  : s p e r m a t i d e s  rondes ,  SA  : 
s p e r m a t i d e s  a l longdes .  Les  donndes  son t  
exprimdes en nombre  moyen de VR et VNR 
p a r  100 p m  de l o n g u e u r  de la m e m b r a n e  
p l a s m i q u e .  C h a q u e  b a r r e  r e p r d s e n t e  la  
m o y e n n e  +- D.S.  L ' d t u d e  s t a t i s t i q u e  a dtd 
rdalisde p a r  le test t S tudent .  Elle a dtd fai te  
entre  les VR et VNR p o u r  chaque  s tade  de 
ma tura t ion  (P <_ 0,001). 

100" 
t Spermatogonies ~o75. ~l~] Spermatocytes 

~ M Spermatides rondes 
E ~, Spermatides allong~es 
~ so 

~ 25 

i i 30 120 180 Temps (ran) 
Figure  9 : Densi td de m a r q u a g e  de chaque  
catdgorie de cel lules  ge rmina l e s  h u m a i n e s  
(suspension de cellules isoldes). Apr~s diffd- 
ren t s  t e m p s  d ' i n c u b a t i o n  en  p r d s e n c e  du  
c o m p l e x e  S B P h - A 6 - t e s t o s t d r o n e  t r i t i d e .  
Chaque  barre reprdsente la moyenne  +_ D.S. 

(250 & 350 nm environ) qui masquent  sou- 
vent les structures sous-jacentes ne permet 
pas d'affirmer si la source radioactive cor- 
respond & des structures de type puits et/ou 
vdsicules recouvertes (Figure 11). 
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Figure 10 : Effet  du p r d t r a i t e m e n t  des cel- 
lules germina les  p a r  un exc~s de SBPh non 
marqude  et  p a r  r E G T A  s u r  l ' in tens i td  de  
l ' in ternal isat ion du complexe SBPh-h6-tes. 
tostdrone tritide. Les analyses  quant i ta t i ves  
on t  dtd rdal isdes  en MET et  expr imdes  en 
gra ins  d'argent  p a r  unitds de  surface  et p a r  
type cel lulaire.  Les donndes sont  reprdsen- 
tdes en moyenne +- D.S. 

Au niveau du compartiment intracellulaire, 
nous observons des grains & la lois dans le 
compar t iment  cytoplasmique et dans le 
compartiment nucl6aire. 

Dans le compart iment  cytoplasmique la 
majorit6 des grains d'argent est associ6e 
l'appareil endocytaire et en particulier avec 
le compartiment des endosomes dans toutes 
les cat6gories cellulaires, et dans les CMV 
partir du stade spermatide. Dans ce com- 
partiment, les grains d'argent sont princi- 
palement associ6s avec la membrane qui les 
d61imite plut6t qu'avec leur contenu. 

Au niveau du noyau, le marquage principal 
concerne l'enveloppe nucl6aire et plus rare- 
ment le noyau proprement dit (Figures 12, 
13). 

Au total, dans les s6ries observ6es nous 
n'avons pas pu mettre en 6vidence de diff6- 
rences significatives dans les r6partitions 
intracellulaires du marquage en fonction 
des diff6rents  temps d ' incubat ion.  Par  
contre, nous avons observ6 des diff6rences 
quant  ~ la localisation par le marquage 
intranucl6aire qui n'est pr6sent que dans les 

stades jeunes. Nous n'avons jamais observ4 
de marquage intranucl6aire des sperma- 
tides allong6es matures (& partir du stade 
Sc) Clermont et Heller et Clermont [3, 20]. 

5. Marquage des eellules germinales in 
situ 

Dans le cas des cellules germinales in situ 
(tubes s6minif6res ouverts), apr6s 30 mn 
d'incubation en pr6sence du m6me com- 
plexe, nous observons 6galement un mar- 
quage important des cellules de la lign6e 
germinale quel que soit leur stade de matu- 
ration. La localisation de ce marquage et 
son intensit6 ne semblent pas diff6rer de 
celui que nous avons observ6 lorsque les 
cellules germinales sont incub6es 30 mn 
sous forme de suspension de cellules isol6es 
avec le m6me complexe (Figure 15). 

5. Etude de la l iaison SBPh/membranes 
plasmiques 

L'analyse de Scatchard des membranes  
p la smiques  des cel lules  ge rmina l e s  
humaines avec la SBPh a donn6 un Kd de 
0,54 nM et un nombre de sites/mg de pro- 
t6ines de 2,7.1010 (Figure 16). Cette 6tude 
montre que la SBPh est capable de se lier 
de faqon sp6cifique sur un seul site de liai- 
son membranaire. 

DISCUSSION 

I1 a 6t6 d6montr6 de faqon occasionnelle que 
les cellules spermatog4n6tiques de diff6- 
rentes esp6ces animales 6taient capables 
d'excercer aussi bien une endocytose non 
sp6cifique via des v6sicules non recouvertes 
[7, 33] qu'une endocytose sp6cifique via des 
v6sicules recouvertes [15, 16, 28]. Chez le 
rat  des 6tudes d ' immunocytochimie ont 
montr6 la pr6sence de clathrine sur les 
v6sicules recouvertes confirmant ainsi l'ap- 
t i tude des cellules germinales ~ excercer 
une endocytose m6di6e par des r6cepteurs 
membranaires selon les modalit6s d6crites 
pour d'autres types cellulaires [16]. 
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Figure  11-13 : l n t e r n a l i s a t i o n  du  complexe  
SBPh-A6- t e s to s td rone  t r i t ide  d a n s  les cel- 
lu les  g e r m i n a l e s  h u m a i n e s  (~tude au to ra .  
d i o h i s t o g r a p h i q u e  en microscop ie  dlectro- 
n ique  & t r a n s m i s s i o n  2 a 3 mois  d 'exposi-  
t i o n  ~ 4~ e t  r ~ v d l a t i o n  a u  M i c r o d o l - X ,  
K o d a k ) .  11 : S p e r m a t o c y t e  p r i m a i r e  isold 
m a r q u d  a u  n i v e a u  de la m e m b r a n e  p l a s -  
m i q u e  (MP) p a r  des  g r a i n s  d ' a r g e n t  (GA). 
N o t e r  que  ies g r a i n s  d 'a rgen t  m a s q u e n t  le 
t~rri toire p l a s m i q u e  sous . jacent .  E : endoso- 
me. I n c u b a t i o n  30 m n  en prdsence  du  m~me 
comp lexe  l i gand-pro td ine  & 34~ G : X 80 
000 ; B a r r e  = 1 p m .  12 : S p e r m a t i d e  ronde  
isolde (phase  Golgi) marqude  a u  n i veau  de 
la j o n c t i o n  en tre  l 'enveloppe nuc ldaire  (EN) 
et  la vdsicule acrosomia le  (VA) du  complexe  
SBPh-s tdro fde  tri t id & 180 m n  d ' i ncuba t ion  
& 34~ G : X 2 0  000 ; Barre= I pm.  13 : Sper-  
m a t o c y t e  p r i m a i r e  i so ld  e t  m a r q u d  a u  
n i veau  du  cy top lasme  p r o f o n d  p a r  un  g r a i n  
d 'argen t  (GA) sous forme  de f i l a m e n t  30 m n  
d ' i n c u b a t i o n  au  v o i s i n a g e  de  l ' e n v e l o p p e  
nuc ldaire  (EN). M P  : m e m b r a n e  p l a s m i q u e ,  
N :  noyau,  G X :  50 000 ; B a r r e  = 1 l~m. 
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Figure 14 : Densitd de marquage de chaque 
catdgorie de cellules greminales humaines 
(cellules in situ clans l'dpithelium sdminif~- 
re). Apr~s diffdrents temps d'incubation en 
prdsence du complexe SBPh.h6-testostdrone 
tritide. Chaque barre reprdsente la moyen- 
ne +- D.S. 
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Figure 15 : Etude de rdcepteur membranai.  
re it l'aide des fractions membranaires des 
cellules germinales en prdsence de la SBPh- 
1251. Analyse p a r  la reprdsentation de Scat. 
chard. 

La morphologie et la taille des v6sicules 
recouvertes observ6es ici dans les cellules 
spermatog6n6tiques humaines correspond 
tr6s exactement fi ce type de v6sicules, sug- 
g6ran t  par  lh que la l ign6e ge rmina le  
humaine est capable de r6aliser une inter- 
nalisation sp6cifique de prot4ines pour les- 
quelles elles poss6deraient  le r6cepteur  
membranaire correspondant. 

Nos r6sultats montrent effectivement que 
les prot4ines extraites des membranes de 
cellules germinales humaines ont une acti- 
vit6 de liaison pour la SBPh compatible 
avec la pr6sence de r6cepteurs pour cette 
prot4ine de transport des st6roides darts ces 
extraits. L'affinit6, determin6e par la repr6- 
sentation de Scatchard est comparable 
celle observ6 pour le r6cepteur 6pididymai- 
re de I'ABP [17]. La liaison SBPh-r6cepteur 
correspond morphologiquement h la d6tec- 
tion des sources radioactives sur la mem- 
brane plasmique et dans l'appareil endocy- 
taire des cellules spermatog6n6tiques lors- 
qu'elles ont 6t6 incub6es en pr6sence du 
complexe SBPh-A6- tes to t6rone  t r i t i6e.  
Compte tenu de la taille des grains d'argent 
qui masquent le t6rritoire cellulaire sous- 
jacent, il n'est pas possible d'affirmer que la 

source radioactive est bien situ6e dans des 
puits ou des v4sicules recouvertes associ4e 

l'internalisation r4cepteur m6di4. Cepen- 
dant la r6duction du marquage cellulaire 
par une pr6incubation de 30 mn en pr6sen- 
ce de la mol6cule  non marqu6e  es t  en 
faveur de l 'existence d'un m6canisme de 
liaison h u n  r6cepteur. Par ailleurs, le cal- 
cium 6tant  n6cessaire  aux in terac t ions  
ligand-r6cepteur et h la v6siculation des 
structures recouvertes de clathrines [22], la 
forte inhibit ion du marquage  cellulaire 
obtenue par un pr4traitement de 30 mn par 
I'EGTA sugg6re que l'internalisation de la 
SBPh passe par ce type de v6sicule. Enfin, 
m~me apr6s internalisation, la SBPh mar- 
qu6e reste associ6e h la membrane de l'ap- 
pareil endocytaire et non pas avec le conte- 
nu central des endosomes ce qui serait le 
cas lors d'une endocytose non sp4cifique de 
la phase fluide. 

Les techniques enzymo-m6caniques utili- 
s4es pour isoler les cellules spermatog6n6- 
tiques et le fait de s6parer ces derni6res de 
leurs contacts avec les cellules de Sertoli 
pour ra ien t  modifier  t empora i r emen t  le 
comportement du cytoplasme cortical de ces 
cellules. Le fait d'obtenir quantitativement 
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et  q u a l i t a t i v e m e n t  le mSme m a r q u a g e  
lorsque les cellules sont maintenues au sein 
de l'6pith61ium s6minif~re pendant  l'incu- 
bation avec le complexe SBPh-A6-testot6ro- 
ne t r i t i 6e  m o n t r e  que l ' i n t e r n a l i s a t i o n  
observ6e sur les populations de cellules iso- 
16es n'est pas li6e au stress dfi ~ la pr6para- 
tion des cellules. 

In vivo, il n'y a pas de raison pour que la 
SBPh, produite majori tairement par le foie 
et confin6e au compart iment plasmatique 
[30] entre en contact avec les cellules de la 
lign6e germinale situ6es au delh de la bar- 
ri6re sang-test icule ,  /~ l ' inverse de I'ABP 
produite par les cellules de Sertoli [10, 19, 
24, 39]. N6anmoins  on sait  que ces pro- 
t6ines ont un g6ne commun [24] et que du 
point  de vue de leur  s6quence en AA la 
SBPh et l'ABPr ont une homologie de 68% 
sur  les 373 r6s idus  qu 'el les  compor t en t  
l 'une et l 'autre [23, 24]. I1 est donc probable 
que, dans une  large mesure ,  les interac-  
t ions  e n t r e  SBP et  ce l lu les  g e r m i n a l e s  
soient repr6sentatives des interactions ABP 
et cellules germinales. 

Ce choix de la SBPh, qui repose sur des rai- 
sons techniques  de facilit6 et de cofit de 
purification par  rapport  ~ I'ABP humaine  
(ABPh), a d6jh donn6 des r6sultats avec la 
l ign6e g e r m i n a l e  de m a c a q u e  [14]. Des 
exp6riences similaires sont en cours darts 
notre laboratoire avec I'ABPr et la lign6e 
germinale humaine.  

Au total, ces r6sultats chez l 'homme confir- 
m e n t  ceux  o b t e n u s  chez  le r a t  et  le 
macaque ~ savoir que : 

1) les cellules spermatog6n6t iques  poss~- 
dent  les s t ruc tu res  correspondant  ~ un  
a p p a r e i l  e n d o c y t a i r e  p e r m e t t a n t  des 
internalisations sp6cifiques apr6s liaison 
h des r6cepteurs membranaires,  

2) les cellules spermatog6n6tiques interna- 
lisent par ce biais des prot6ines de liaison 
des st6roides. I1 devient donc raisonnable 
d'envisager que ce ph6nom6ne ai une por- 
t6e g6n6rale. Chez le rat  et le macaque, il 

a 6t4 d6montr4 que l ' in ternal isat ion de 
I 'ABPr et de la SBPh, respec t ivement ,  
6tait directement d6pendante du stade de 
ma tu ra t i on  de la lign6e germina le  [15, 
16] avec n o t a m m e n t  une accumula t ion  
nucl4aire dans les stades jeunes  et une 
accumula t ion  cytoplasmique sugg6rant  
que les prot6ines de liaison des st6roides 
pourraient contrSler certaines 6tapes cl6s 
de la spermatog6n6se. On sait d'ailleurs 
qu'il y a un pic de secr6tion d'ABP par les 
cellules de Sertoli sp6cifiquement chez te 
rat  au stade VIII du cycle de l'6pith61ium 
s6minif'ere [29]. 

Notre 6tude chez l 'homme ne met  en 6viden- 
ce aucune corr61ation de ce type. Nous pen- 
sons que cette absence de corr61ation r6sulte 
de la tr6s grande disparit6 des pr616vements 
chez l'homme, contrairement h la situation 
de l'exp6rimentation animale. I1 est fort pro- 
bable que le fait d'utiliser des biopsies pro- 
v e n a n t  de p a t i e n t s  a y a n t  des s t6r i l i t6s  
d'6tiologies diverses ou des pa t ien ts  tr6s 
~g6s fournisse des populations de cellules 
germinales tr6s disparates quant ~ leur 6tat 
fonctionnel ce qui rend l 'interpr6tation sta- 
tistique inop6rante sur des petites s6ries. 
Ceci pourrait en m~me temps sugg6rer qu'il 
existe des r61ations entre certaines patholo- 
gies de la spermatog6n6se et des troubles de 
la secr6tion et/ou de l ' in te rna l i sa t ion  de 
I'ABP. C'est l'hypoth6se que nous cherchons 

explorer actue]lement dans notre labora- 
toire d'une part  en 6tudiant l'activit6 d'in- 
ternal isat ion de la SBPh sur des biopsies 
provenant de patients avec des hypofertili- 
t6s d'origine connue, d 'autre  par t  en 6tu- 
diant  parall61ement l 'expression de l'ABP 
dans  ces biopsies,  enf in  en  m e n a n t  des 
6tudes sur les anomalies de la spermatog6- 
n6se obtenues chez des souris transg6niques 
hyperexprimant le g6ne de I'ABPr (publica- 
tion en pr6paration). 
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A B S T R A C T  

Germinal  cell  l ineage possess  the 
capacity  of  sex steroid-binding protein 
(hSBP) internal izat ion �9 Transmiss ion 

e lectron microscopy (TEM) 
autohistoradiographic  study 

R. BEDJOU, A. GERARD, F. FELDEN, P. 
FRANCK, TH. DURRIEZ, J. HUBERT, H. 

L E J E U N E ,  J . L .  GUEANT, M .  GERARD 

It has been  recent ly  demonstrated  that 
rat  s p e r m a t o g e n i c  ce l ls  w e r e  able  to 
s p e c i f i c a l l y  b i n d  and i n t e r n a l i z e  rat  
androgen-b inding  prote in  (rABP) and 
that monkey  spermatogenic  cells were,  
in the  same  way,  able to spec i f i ca l l y  
b ind  and i n t e r n a l i z e  h u m a n  sex  ste-  
roid-binding protein (hSBP). 

The present  s tudy was  under taken  to 
test  i f  such interact ions  be tw een  sper- 
m a t o g e n i c  ce l l s  and  s t e r o i d - b i n d i n g  
prote ins  do exist  in the human.  Germ 
cel ls  w e r e  co l l ec t ed  from tes t i s  biop- 
s i e s  f r o m  h y p o f e r t i l e  p a t i e n t s  a n d  
from testis  pulpectomies  from patients  
w i t h  pros ta t i c  cancer .  TEM observa-  
t i o n s  r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  o f  t w o  
kinds o f  s tructures  related to endocy- 
tos i s  in h u m a n  s p e r m a t o g e n i c  cel ls .  
Firstly : coated  pits and vesic les  o f  96 -+ 
10 nm in diameter,  associated with  the 
p l a s m a  m e m b r a n e .  S e c o n d l y  �9 ear ly  
endosomes  of  225 -* 60 nm in diameter  
l o c a t e d  in the  p e r i p h e r a l  c y t o p l a s m  
and late  e n d o s o m e s ,  o f t en  o r g a n i z e d  
in to  m u l t i v e s i c u l a r  b o d i e s  (MVB) in 
the deeper  cytoplasm. Both coated and 
uncoated  s tructures  were  equally pre- 
sent  at all s tages  and uncoated  struc- 
t u r e s  w e r e  a l w a y s  m o r e  n u m e r o u s  
than coa ted  ones.  Iso lated germ cel ls  
and  "in situ" germ ce l l s  m a i n t a i n e d  
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w i t h i n  the  s e m i n i f e r o u s  e p i t h e l i u m  
w e r e  e x p o s e d  to c u l t u r e  m e d i u m  
conta in ing  80 000 cpm/ml [3H] A6-tes- 
tosterone (30 ng) photoaffinity-labelled 
hSBP pur i f i ed  f rom h u m a n  late-pre-  
gnancy serum. The follow-up of label- 
led hSBP/germ cell  i n t e r ac t i ons  was 
based on quali tat ive and quant i ta t ive  
TEM autohistoradiography.  Our obser- 
v a t i o n s  r e v e a l e d  t he  p r e s e n c e  of a 
m a r k e d  l a b e l l i n g  of s p e r m a t o g e n i c  
cells. Pre incubat ion  e i ther  with excess 
un labe l l ed  hSBP or p r e t r e a t m e n t  by 
EGTA r e d u c e d  the  l abe l l i ng  signifi-  
cant ly.  Once in te rna l i zed ,  hSBP was 
found to be confined to the endocytic 
compar tment  and especial ly wi th  the 
membrane  del imi ta t ing  this compart-  
ment .  An i n t r a n u c l e a r  l abe l l ing  was 
also observed which  was nevertheless  
absent  from the condensed  nucle i  of 
elongated spermatids. This leads to the 
h y p o t h e s i s  of a s p e c i f i c ,  p r o b a b l y  
r e c e p t o r - m e d i a t e d ,  e n d o c y t o s i s  of 

hSBP. This was pa r t ly  con f i rmed  by 
our  f inding tha t  germ cell membrane  
extracts  expressed a specific b ind ing  
act ivi ty  for hSBP (0.54 nM and  2 X 7 
1010 sites/mg protein). 

In summary,  the present  s tudy shows 
t h a t  h u m a n  s p e r m a t o g e n i c  cel ls  do 
possess  ac t ive  e n d o c y t i c  s t r u c t u r e s  
and have the ability to bind and inter- 
na l i ze  hSBP f rom the  e x t r a c e l l u l a r  
compartment .  This confirm the results 
obtained in the rat  and in the macaca 
and leads to propose as a general  fact 
t h a t  s t e r o i d - b i n d i n g  p r o t e i n s  cou ld  
i n t e r a c t  w i t h  s p e r m a t o g e n i c  g e r m  
cells and to be requi red  for the achie- 
v e m e n t  of s p e r m a t o g e n e s i s .  The  
mechanism by which  "in fine" steroid- 
b ind ing  pro te in  could be involved in 
human  fertility remains to be discove- 
red. 

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