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RESUME 

La q u e s t i o n  de  savo i r  si les cel lu les  de  
la l ign~e g e r m i n a l e  p o s s b d e n t  ou  n o n  
des  r ~ c e p t e u r s  a u x  a n d r o g b n e s  r e s t e  
d ~ b a t t u e .  D a n s  ce t r a v a i l  n o u s  a v o n s  
d ~ t e r m i n ~  la d i s t r i b u t i o n  d e s  r~cep-  
t e u r s  aux  a n d r o g ~ n e s  d a n s  le t e s t i cu le  
de  r a t  e t  de  s o u r i s  ~ r a i d e  d ' u n  an t i -  
c o r p s  p o l y c l o n a l  de  l a p i n  pu r i f i~  p a r  
affinitY, dir ig~ c o n t r e  u n  p e p t i d e  de  21 
a c i d e s  a m i n e s  de  la r ~ g i o n  t e r m i n a l e  
d u  r ~ c e p t e u r  d e s  a n d r o g ~ n e s  (RA), 
m a r q u d  p a r  le sys t~me b io t ine - s t r ep ta -  
v i d i n e  i m m u n o p e r o x i d a s e .  

La  sp~cif ic i t~  de  l ' a n t i c o r p s  es t  a t tes-  
tde  p a r  les p o i n t s  s u i v a n t s  : 

1) P r e s e n c e  d ' u n e  b a n d e  s p ~ c i f i q u e  
a p p r o x i m a t i v e m e n t  ~ 110 kD e n  Wes- 
t e r n  i m m u n o b l o t  ; 2) E l i m i n a t i o n  sp~- 
c i f i q u e  d u  m a r q u a g e  p a r  p r $ - a d s o r p -  
t i o n  de  l ' a n t i c o r p s  avec  le p e p t i d e  de  
21 ac ides  Rmin~s ; 3) Mise e n  ~v idence  
d ' u n e  r e l a t i o n  e n t r e  l ' in tens i t~  d u  mar-  
q u a g e  d a n s  t o u t e s  les ce l lu les  RA posi- 
t i v e s  e n  f o n c t i o n  d e  la  d i l u t i o n  d e s  
a n t i s e r u m s  ; 4) Mise en  ~v idence  d a n s  
t o u s l e s  t i s sus  c o n n u s  p o u r  e x p r i m e r  
d e  f a ~ o n  i m p o r t a n t e  d e s  RA ( p a r  
e x e m p l e  l ' 4 p i d i d y m e ,  la  p r o s t a t e ,  les  
v ~ s i c u l e s  s ~ m i n a l e s )  d ' u n  m a r q u a g e  
e x t r ~ m e m e n t  i n t e n s e  a u  n i v e a u  d u  
n o y a u  d e s  c e l l u l e s  ~ p i t h d l i a l e s  ; 5) 

O b t e n t i o n  d ' u n  r ~ a c t i o n  RA p o s i t i v e  
avec  les a n t i c o r p s  d a n s  les l ign~es  de  
c e l l u l e s  p r o s t a t i q u e s  c o n n u e s  p o u r  
e x p r i m e r  les  r ~ c e p t e u r s  a u x  a n d r o -  
g b n e s  ; 6) P o s i t i v a t i o n  d e  c e l l u l e s  
COS-7 apr~s  l e u r  t r a n s f e c t i o n  p a r  u n  
v e c t e u r  e x p r i m a n t  le r ~ c e p t e u r  a u x  
a n d r o g b n e s  de  ra t .  De p lus  la d i s t r ibu-  
t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  d e s  RA d a n s  l es  
ce l lu les  COS-7 es t  f o n c t i o n  de  la prd-  
sence  d ' a n d r o g ~ n e s  d a n s  le mi l ieu .  

L ' i m m u n o l o c a l i s a t i o n  de s  r ~ c e p t e u r s  
aux  a n d r o g ~ n e s  m o n t r e  les p o i n t s  sui- 
v a n t s :  ~ l ' i n t ~ r i e u r  d u  c o m p a r t i m e n t  
i n t e r s t i t i e l  chez  le r a t  a d u l t e  des  RA 
son t  d~tect~s d a n s  q u e l q u e s  ce l lu les  de  
Leyd ig  et  d a n s  t o u t e s  les ce l lu les  mus-  
c u l a i r e s  l i s s e s  f o r m a n t  la  p a r o i  d e s  
v a i s s e a u x  s a n g u i n s ,  a lo r s  q u e  les  cel- 
lu l e s  e n d o t h ~ l i a l e s  r e s t e n t  n~ga t ives .  
Dans  les t ubes  s~mini fbres  les RA son t  
obse rves  d a n s  t o u s l e s  n o y a u x  des  cel- 
lu les  m y o i d e s  p~r i tubu la i r e s ,  ma i s  pas  
d a n s  les  c o u c h e s  p l u s  p ~ r i p h ~ r i q u e s  
c o r r e s p o n d a n t  a u x  c e l l u l e s  e n d o t h ~ -  
l i a l e s  d e s  v a i s s e a u x  l y m p h a t i q u e s .  
Dans  les ce l lu les  de  Ser to l i  le m a r q u a -  
ge nuc l~a i r e  des  RA es t  spdc i f ique  d u  
s t a d e  de  l ' ~ p i t h ~ l i u m  s ~ m i n i f b r e  : la  
p o s i t i v i t ~  d u  m a r q u a g e  c o m m e n c e  
d e v e n i r  ~v iden te  ve r s  le s t ade  IV t a r d i f  
d u  cycle ,  a t t e i n t  u n  p i c  t r~s  fo r t  a u x  
s t a d e s  VII  e t  VIII  p u i s  d i s p a r a i t  corn- 
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p l ~ t e m e n t .  U n  i m m u n o m a r q u a g e  sp~- 
c i f ique  a ~ga l em en t  dt~ mis  en  dviden-  
ce  d a n s  les  n o y a u x  d e s  s p e r m a t i d e s  
a l longdes  s t a de  X1, s t ade  a u q u e l  l 'dlon- 
g a t i o n  n u c l d a i r e  e s t  dd j~  a p p a r e n t e  
m a i s  s a n s  q u e  la c o n d e n s a t i o n  de  la  
c h r o m a t i n e  soi t  ddj/t c o m m e n c d e .  Dbs 
le d d b u t  de  la c o n d e n s a t i o n  de  la chro-  
m a t i n e  des  s p e r m a t i d e s  a l longdes ,  l 'im- 
m u n o m a r q u a g e  n u c l d a i r e  d i s p a r a i t  en  
m ~ m e  t e m p s  que  le c y t o p l a s m e  d e v i e n t  
posi t i f .  G l o b a l e m e n t  les m ~ m e s  obser-  
va t i ons  on t  ~t~ fa i tes  s u r  le t e s t i cu l e  de  
Sour i s  adul te ,  except~  le fa i t  que,  d a n s  
ce t t e  espbce,  t o u t e s  les ce l lu les  de  Ley- 
d ig  son t  t r~s f o r t e m e n t  RA posi t ives .  

Af in  de  c o n f i r m e r  r i m m u n o m a r q u a g e  
des  RA n o u s  a vons  r~alis~ des  d t u d e s  
d ' h y b r i d a t i o n  in  s i tu  d a n s  le t e s t i cu l e  
de  Ra t  a d u l t e  ~ r a i d e  d ' u n e  s o n d e  anti-  
s e n s  A R N c  d e  236 p a i r e s  d e  b a s e s  
(I'ADNc de  RA n o u s  a dtd d o n n d  p a r  le 
D o c t e u r  Chang ,  Un ive r s i t$  d u  Wiscon- 
sin, Madison ,  WI). Un  i m p o r t a n t  s igna l  
d ' h y b r i d a t i o n  a dtd obse rv~  ~ la ba se  
d e  l ' d p i t h ~ l i u m  s d m i n i f b r e ,  d a n s  la  
r~g ion  occup~e  p a r  les ce l lu les  de  Ser- 
tol i  e t  les s p e r m a t o g o n i e s .  Ceci  n o u s  a 
c o n d u i t  a r d e x a m i n e r  les r~su l t a t s  de  
l ' i m m u n o m a r q u a g e  af in  de  d ~ t e r m i n e r  
si les  s p e r m a t o g o n i e s  ~ t a i e n t  dga le -  
m e n t  pos i t ives  p o u r  les a n t i c o r p s  an t i  
RA. Nos  r ~ s u l t a t s  p r ~ l i m i n a i r e s  s o n t  
e n  f a v e u r  de  la  p r e s e n c e  de  RA d a n s  
c e r t a i n e s  p o p u l a t i o n s  s p e r m a t o g o -  
n ia les .  Au  to ta l ,  ces  r d s u l t a t s  conco r -  
d e n t  avec  des  o b s e r v a t i o n s  a n t d r i e u r e s  
s u g g ~ r a n t  q u e  les  RA s o n t  p r e s e n t s  
d a n s  les  ce l lu l e s  s o m a t i q u e s  d u  tes t i -  
cule;  de  ce fait ,  ce son t  ces t ypes  cellu- 
l a i r e s  q u i  v r a i s e m b l a b l e m e n t  r S p o n -  
d e n t  a u x  a n d r o g b n e s  c i r c u l a n t s  p o u r  
c o n t r S l e r  la  s p e r m a t o g e n b s e .  C e p e n -  
d a n t  nos  rd su l t a t s  m o n t r e n t  ~ g a l e m e n t  
u n  i m m u n o m a r q u a g e  de  c e r t a i n s  ~l~- 
m e n t s  d e  la l i g n ~ e  g e r m i n a l e  ce  q u i  
r d a c t u a l i s e  la c o n t r o v e r s e  c o n c e r n a n t  
le fa i t  de  savo i r  si la l ign~e g e r m i n a l e  

p e u t  r d p o n d r e  ou  n o n  d i r e c t e m e n t  aux  
and rog~nes .  

Mots clds : Androg~nes, cellules germinales, 
immunohistochimie, rdcepteurs des androg~nes, 
testicule. 

INTRODUCTION 

Le site d'action des androg~nes au niveau du 
testicule a ~t~ un sujet de controverse depuis 
de nombreuses ann~es. Initialement, sur la 
base d'~tude de liaison avec des molecules 
marqu6es, les r6sultats semblaient en faveur 
de l 'hypoth~se que les androg~nes pour- 
raient agir directement ~ la fois sur les cel- 
lules somatiques et sur  les cellules de la 
l ign6e germinale ;  c ependan t  un  ce r ta in  
nombre de considerations th6oriques avaient 
conduit Fritz ~ publier une revue critique 
par laquelle il a sugg6r6 que les androg~nes 
agissaient seulement au niveau des cellules 
somatiques [1].Plus r~cemment, la produc- 
tion d' anticorps contre les r6cepteurs des 
androg~nes (RA), et leur utilisation pour des 
6tudes d'immunolocalisation par plusieurs 
laboratoires avaient conduit ~ esp~rer que 
cette controverse allait se trouver d~finitive- 
ment  ~claircie [2-4]. Malheureusement, des 
r6sultats contradictoires obtenus par diff6- 
rents investigateurs, y compris notre groupe, 
ont contribu~ ~ faire renaitre le d6bat sur 
l'existence de RA dans certaines cellules de 
la l ign6e germinale .  L 'exis tence  de tels 
r6cepteurs impliquerai t  la possiblit6 tr~s 
"excitante" que certaines cellules de la lign~e 
germinale puissent r~pondre directement 
la testosterone. Dans cet article nous appor- 
tons des r6sultats immunohistochimiques 
qui nous conduisent ~ conclure que certaines 
cellules de la lign6e germinale expriment  
des r6cepteurs aux androg~nes. 

MATERIEL ET METHODES 

1. Anticorps  anti  RA 

L'anticorps PG21 est un anticorps polyclo- 
nal  de l ap in  purif i~ par  aff ini t~ dirig~ 
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contre un peptide de synth~se correspon- 
dant au 21 premiers acides amin6s du RA 
de rat. Sa validit6 pour l'immunod6tection 
des r6cepteurs aux androg~nes de rat a 6t6 
6tablie ant6rieurement [5]. 

2. l m m u n o c y t o c h i m i e  

Toutes les techniques utilis6es sont r6ali- 
s6es exac tement  comme cela a d6j~ 6t6 
d6crit par ailleurs en d6tail pour des testi- 
cules de rat et de souris inclus ~ la paraffi- 
ne [6]. Cependant, avant l'immunomarqua- 
ge, mais apr~s la r6hydratation des coupes, 
celles-ci sont plac6es dans un tampon 0.1 M 
de citrate, pH 6.0 et trait6es pendant 30 
minutes dans un four fi micro-ondes ~ 600 
W. On prend soin que le tampon n'arrive 
pas ~ 6bulition ce qui entrainerait le d6ss~- 
chement des coupes. Apr~s le passage au 
four ~ micro-ondes, les coupes sont rame- 
n6es ~ temp6rature ambiante et sont sou- 
mises ~ la proc6dure d'immunocoloration 
(biotine- streptavidine immunoperoxidase). 
Dans ce protocole la r6action positive est 
caract6ris6e par la formation d'un pr~cipit6 
rouge  b r u n  au site de l ' i n t e r ac t ion  
an t ig~ne-an t i co rps .  Apr~s la r6act ion 
immune, le tissu est contrecolor6 ~ l'h6ma- 
toxyline qui colore de fa~on g6n6rale les 
coupes en bleu, en particulier les noyaux. 
Malheureusement, du fait que les RA sont 
des prot6ines nucl6aires ~ l'6quilibre, la 
contrecoloration par l 'h6matoxyline dans 
les d61ais habitueUement utilis6s ~ tendan- 
ce ~ masquer  la couleur rouge brun des 
noyaux des cellules positives. A_fin d'6viter 
ce probl~me, nos coupes n'ont 6t6 contreco- 
lor6es que pendant 2 ~ 3 secondes; ceci suf- 
fit cependant pour transformer la couleur 
rouge brun du pr6cipit6 en une teinte plus 
pourpre. C'est cette teinte pourpre dans les 
noyaux qui a ~t~ consid~r~e comme une 
r6action positive dans ce travail. 

L'anticorps primaire contre les RA a 6t6 
utilis6 fi une concent ra t ion  a l lant  de 2 
m i c r o g r a m m e s / m i l l i l i t r e  a 23 micro- 
grammes/millilitre. Les contrSles ont corn- 

port6 la pr6adsorption de l'anticorps pri- 
maire avec le peptide antigone en concen- 
t rat ion dix fois exc6dentaire ou avec un 
peptide sans relation avec les RA avant son 
utilisation comme anticorps primaire. 

L'immunomarquage obtenu avec l'anticorps 
pr6adsorb6 a toujours 6t6 compar~ aux 
r6sultats obtenus avec l'anticorps non pr6- 
adsorb6 sur des coupes s6ri6es. De plus 
nous avons compar6 les r6sultats obtenus 
par immunofluorescence parall~lement ~ la 
technique de coloration par biotine-strepta- 
divine immunoperoxidase.  La technique 
utilis6e est identique ~ celle d6crite ci-des- 
sus si ce n'est que le deuxi~me anticorps a 
6t6 remplac6 par un anticorps de brebis 
anti lapin conjugu6 ~ la rhodamine (Cap- 
pel) ~ la dilution de 1/80. D'autres contr61es 
ont 6t6 r6alis6s comme il est d6crit plus loin 
au "paragraphe r6sultats". 

RESULTATS 

1. Local isat ion des RA 

R6sultats  g6n6raux : L'observation des 
coupes de testicules de Rat adulte apr~s 
immunomarquage  montre  une r6action 
positive h la fois dans le compar t iment  
interstitiel et dans l'6pith61ium s6minif'ere 
ainsi que dans la paroi des tubes (Figure 1). 
Dans le compartiment interstitiel le mar- 
quage sp6cifique des RA se t rouve  au 
niveau des cellules de Leydig et dans les 
cellules musculaires lisses entourant  les 
vaisseaux. Chez le rat  l'intensit6 du mar- 
quage varie d'une cellule ~ l'autre, m6me 
lorsqu'il s'agit de deux cellules adjacentes ; 
alors que certaines cellules de Leydig mon- 
trent une r6action tr~s importante, d'autres 
sont ~ peine marqu6es, d'autres enfin se 
montrent tout ~ fait n6gatives (Figure 2A). 
Chez la Souris au contraire le marquage 
des cellules de Leydig est homog~ne, inten- 
se et il est pr6sent dans toutes les cellules 
(Figure 2B). De plus, alors que dans les tes- 
ticules de Rat les cellules de Leydig mar- 
qu6es le plus fortement atteignent ~ peine 
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Figure 1 : Distr ibut ion des rdcepteurs des 
androg~nes (AR) dans  le test icule de rat  
adul te .  Les tubes sdmini f$res  en coupes 
t ransversa le s  m o n t r e n t  d i f fdren t s  types 
d'associations cellulaires caractdristiques 
des stades de l 'dpi thdl ium s~minif~re qui  
sont mentionnds en chiffre romain. On voit 
des noyaux des cellules de Sertoli localisds 

la base de l 'dpithdlium qui sont positi fs  
p o u r  les rdcepteurs aux  androg~nes pen-  
dan t  les stades moyens (VII-VIII), mais qui 
dev i ennen t  ndgat i fs  dans  les s tades p lu s  
avancds (IX-XIV). Le cytoplasme des sper- 
matides allongdes est dgalement pos i t i f  et 
l ' i n t e n s i t d  du  m a r q u a g e  d e v i e n t  p l u s  
importante lorsque le cytoplasme forme les 
corps rdsiduels au stade VIII avant  la sper- 
miation. Au niveau de l ' intersti t ium (I) on 
peu t  voir un marquage ldger des cellules de 
Leydig. Barre d'dchelle : 100 pro. 

Figure 2 : Distribution des rdcepteurs aux  
androg$nes dans l ' interst i t ium chez le rat  
et la souris. 

(A) Le pr inc ipal  marquage pour  les rdcep- 
teurs aux  androg$nes trouvds dans rinter- 
s t i t ium de rat  est constitud par  les noyaux 
des cellules musculaires lisses (sin) consti- 
tuant  la paroi  des vaisseaux sanguins (bv). 
Les cellules de Leydig, marqudes p a r  des 
fl$ches, peuvent  dtre soit positives soit com- 
pl~tement ndgatives. Les cellules de Sertoli 
(S) et  les cellules pdr i tubu la i res  myofdes 
(pro) ont  des noyaux posit i fs .  Echelle  : 10 
pm. 

(B) Dans l ' interst i t ium, chez la souris, les 
cellules de Leydig (L) sont  for tement  mar.  
qudes. L ' in tens i td  du  marquage  est simi- 
la i re  s inon  p l u s  for te  que  celle t rouvde 
dans  les noyaux des cellules de Sertoli  (S). 
(bv)= vaisseaux sanguins .Barre  d'dchelle : 
10 gm 
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l ' i n t e n s i t 6  du  m a r q u a g e  o b t e n u  p o u r  
d 'au t res  cel lules somat iques ,  comme par  
exemple les cellules de Sertoli ou les cel- 
lules myo'ides p~ritubulaires, chez la Souris 
les cellules de Leydig pr~sentent  un mar- 
quage dont l 'intensit6 est toujours au moins 
aussi grande que celles des autres cellules 
positives (Figure 2B). Enfin, aussi bien chez 
la souris que chez le rat, le marquage des 
n o y a u x  des  ce l lu les  m u s c u l a i r e s  l i s se s  
e n t o u r a n t  les va i s seaux  sanguins  est  en 
g~n6ral assez intense alors que les cellules 
endoth~liales bordant la lumi6re vasculaire 
restent  n~gatives. 

Au n iveau  du compar t imen t  tubu la i re  la 
l o c a l i s a t i o n  des  RA se fa i t  se lon  deux  
g r a n d e s  moda l i t~s  g6n~ra les  ~ savo i r  : 
Stade d~pendant ou constant (Figure 1). 

Tout d 'abord ~ l ' int~rieur de l'~pith61ium 
s~minif'ere le cytoplasme des spermat ides  
allong~es est positif et l 'intensit6 des mar- 
quages varie selon le stade du cycle de l'~pi- 
thulium s~minifere. On voit en effet l'inten- 
sit6 du marquage cytoplasmique augmenter  
p r o g r e s s i v e m e n t  du s t a d e  XII au s t a d e  
VIII. Apr~s la spermiation, au stade VIII, le 
marquage present  dans les corps r6siduels 
dispara~t rapidement .  Deuxi~mement,  les 
noyaux des cellules de Sertoli sont positifs 
et ce marquage est ~galement stade sp~ci- 
fique. Dans les premiers stades du cycle de 
l '6pith61ium s~minif~re le marquage  des 
noyaux  des cel lules de Sertol i  est  faible 
alors qu'il augmente progressivement dans 
les stades suivants pour atteindre un maxi- 
mum au stade VIII (Figure 3A-C). Du stade 
IX au stade XIV, on observe aucun marqua- 
ge dans les noyaux des cellules de Sertoli. 

A l ' inverse  dans  les noyaux  des cel lules 
myoides p~ritubulaires nous n'avons obser- 
v6 aucune  difference dans  l ' in tensi t6  du 
marquage en fonction du cycle de l'~pith~- 
lium s6minif'ere. De mani~re tr6s caract6- 
r i s t ique  t o u s l e s  n o y a u x  de ces cel lules  
myo~des p6r i tubu la i re s  sont  m a r q u i s  de 
faqon ext r~mement  intense,  y compris du 
s tade  IX au s t ade  XIV, p~riode p e n d a n t  

laquelle les noyaux des cellules de Sertoli 
son t  n6ga t i f s .  N o u s  a v o n s  o b t e n u  les  
m~mes r~sultats chez la Souris et chez le 
Degu ,  une  s o u r i s  s a i s o n n i ~ r e  du Chi l i  
(r6sultats non montr~s). 

Un examen plus a t tent i f  du marquage des 
cellules de Sertoli au stade VII-VIII montre 
que leurs noyaux sont disposes dans deux 
orientations : leur grand axe est  soit per- 
pendiculaire ~ la paroi du tube, soit parall~- 
le ~ ce t t e  paro i .  Ces  r ~ s u l t a t s  son t  en 
accord avec des observat ions  an t6r ieures  
sur l'orientation des noyaux des cellules de 
Sertoli. 

I1 convient de remarquer  que certains des 
noyaux positifs d~tect~s ~ la base de l'~pi- 
th61ium du tube s~minif'ere ont une disposi- 
tion similaire ~ celle des cellules positives 
pour  c-kit ,  un m a r q u e u r  sp~cif ique des 
spermatogonies. Ceci nous a conduit ~ r6a- 
liser un double marquage immunocytochi- 
mique: pour c-kit d'une part  et pour les RA 
d'autre part. Cependant,  pour des raisons 
techniques (superposition des colorations), 
les r6sul ta ts  que nous avons obtenus jus-  
qu'~ present ne nous permettent  pas d'affir- 
mer avec certitude que des cellules ~taient 
positives pour les deux d6tections. N~an- 
moins le nombre de noyaux positifs pour les 
RA, d6tect~s ~ la base  des tubes  s~mini- 
f'eres, est trop 61ev~ pour pouvoir repr6sen- 
ter  u n i q u e m e n t  des 616ments ser tol iens;  
nous proposons donc qu'une part ie  de ces 
noyaux repr6sente une population de sper- 
matogonies. Les r~sultas obtenus par hybri- 
dation in situ avec une sonde cRNA pour 
les RA du Rat sont ~galement en faveur de 
cet te  i n t e rp re t a t i on  ( r~sul ta ts  non mon- 
tr~s). 

Par  ail leurs la positivit~ des spermat ides  
allong6es aux anticorps anti-RA a ~t~ exa- 
minee en d~tail afin de d~terminer ~ quel 
s t a d e  la d i f f~ renc ia t ion  des  r 6 c e p t e u r s  
apparaissait.  Les spermatides allong~es de 
stade 11, stade auquel l'61ongation nucl6ai- 
re devient  6vidente mais  sans qu'il y ait  
encore  une  condensa t ion  i m p o r t a n t e  du 
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noyau sont positives au niveau de leur  
noyau (Figure 4). D~s que la chromatine 
commence h se condenser, au stade suivant, 
le m a r q u a g e  nucl6aire des spermat ides  
allong6es disparait progressivement dans le 
sens craniocaudal en m6me temps qu'un 
marquage cytoplasmique apparait progres- 
sivement (r6sultats non montr6s). 

2. Contr61es utilis6s 

La validit6 des r6sultats d'une ~tude immu- 
nocytochimique repose essentiellement sur 

Figure 3. R$cepteurs aux  androg~nes dans 
les tubes sdminif~res chez le rat. 

(A) P e n d a n t  les premiers  s tades du  cycle 
(III.IV) les noyaux des cellules de Sertoli  
(S)  s o n t  p o s i t i f s  p o u r  les a n t i c o r p s  
anti .rdcepteurs aux  androg$nes, mais res- 
ten t  marquds  de fagon moddrce. Le cyto- 
plasme des spermatides allongdes est dgale. 
ment marqud de fagon tr~s moddrde. (pm)= 
noyaux des cellules pdritubulaires myofdes. 
Barre d'dchelle: 10 pro. 
(B) Les noyaux des cellules de Sertoli  (S) 
montrent  un marquage p lus  intense ~ ces 
s tades .  Le c y t o p l a s m e  des  s p e r m a t i d e s  
allongdes montre dgalement  une rdaction 
plus  intense qu'au stade prdcddent. Une cel- 
lule de Leydig (L) et des noyaux de cellules 
pdri tubulaires myofdes (pm), positi fs  pour  
le m a r q u a g e  des rdcepteurs  a u x  andro-  
g~nes, sont visibles. Barre d'dchelle: 10 Fm~ 
(C) Avant  la spermiation, au stade VIII du 
cycle de l'dpith$1ium sdminif~re, les noyaux 
des cellules de Sertoli montrent  une intensi- 
td de marquage maximale. On constate par  
contre que le marquage pour  les rdcepteurs 
aux  androg$nes dans  les noyaux  des cel- 
lu les  p d r i t u b u l a i r e s  rayon'des (pm) ,  ne 
var i en t  13as q u a n t  s eux  en fonc t ion  du  
cycle. Les corps rdsiduels (rb) des spermato- 
zo~des m a t u r e s  m o n t r e n t  un  m a r q u a g e  
intense. Au p61e basal de l 'dpithdlium sdmi- 
nif~re on voit la prdsence de cellules posi- 
tives mais  qui  ne peuven t  pas  $tre identi- 
tides avec certitude et dont  certaines pour- 
raient  $tre des spermatogonies puisque  des 
images  s imi la i res  sont  ob tenues  lorsque 
l'on utilise des anticorps contre c-kit. Barre 
d'dchelle: 10 pm. 

la qualit6 des contr61es effectu6s. Dans ce 
but nous avons donc r6alis6 une s6rie de 
contr61es conventionnels utilisant PG21 et 
comprenant ~ la fois des contr61es positifs 
et n~gatifs. Le d6tail de la m6thodologie de 
ces contr61es h d~jh 6t~ publi6 ailleurs [3, 
6]. 

Tout d'abord, nous avons d6termin6 que 
PG21 reconnait bien une bande a 110 kD 
en Western immunoblot, correspondant au 
poids mol~cula i re  des r 6cep t eu r s  aux 
androg~nes du rat. I1 est clair que la d6tec- 
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Figure 4. Rdcepteurs aux androg~nes dans 
les spermatides allongdes. Les noyaux des 
spermat ides  al longdes  de s tade  11 dont  
l 'd longat ion est  ddja effect ive  mais qui  
n'ont pas encore commencd leur condensa- 
t ion nucldaire ,  sont  pos i t i f s .  D~s que le 
noyau des spermatides ailongdes commence 
sa condensa t ion  une pos i t i v i t d  p o u r  les 
rdcepteurs aux androg~nes apparaf t  dans 
le cytoplasme, l l  faut noter qu'~ ce stade les 
noyaux des cellules de Sertoli sont ndgatifs, 
mais les cellules pdr i tubula i res  myofdes 
sont par  contre positives. 

tion de la bande de 110 kD, soit dans les 
extrai ts  nucl6aires,  soit dans les extrai ts  
cytosoliques de testicules ou de spermatides 
allong6es coincide tr~s pr6cis6ment avec les 
r~sultats  de l ' immunocytochimie. En effet 
les RA sont d6tect6s exclusivement dans la 
fraction cytosolique dans les spermat ides  
a l l ong6es  ou les  e x t r a i t s  de t e s t i c u l e s  
en t ie r s .  Au con t ra i r e ,  l '~p id idyme et  la 
prostate ne montrent  une bande de 110 KD 
positive que dans les fractions nucl6aires ce 
qui correspond h la localisation d6crite sur  
les coupes. Au cours du d6veloppement du 
testicule et jusqu'h 30 jours apr6s la nais- 
sance, les RA sont d6tect6s par immunocy- 
t o c h i m i e  u n i q u e m e n t  d a n s  la f r a c t i o n  
nucl6aire. Lh 6galement  les r6sul ta ts  par  
immunoblot  coincident exactement  avec la 
chronologie et la local isat ion des RA sur  
coupes. Enfin nous n'avons pas d6tect~ de 
bande  de 110 KD posit ive dans les test i-  
cules de ra t  ~g~ de plus de 40 jours.  Ces 

r6sultats ne sont pas vraiment  surprenants  
puisque les spermatides allong6es ainsi que 
les noyaux des cellules de Sertoli sont d6jh 
tr6s faiblement positifs par immunocytochi- 
mie sur coupes. Nous sommes donc en des- 
sous du seuil de d6tection probable. 

Les contrSles cellulaires et tissulaires positifs 
pour valider la sp6cificit6 de ranticorps anti 
PG21 ont 6t~ r6alis6s de la fa~on suivante : 

�9 La partie proximale et distale de la t~te 
de l'6pididyme a 6t6 trait6e par immuno- 
cytochimie  dans  les m~mes condi t ions  
que celles utilis6es pour le testicule. Sur 
ces coupes le marquage par les anticorps 
anti RA se trouve limit6 au noyau des cel- 
lules de l '6pith61ium de la paroi  et  au  
noyau des cellules interstitielles. La loca- 
lisation du marquage dans ces contrSles 
positifs est donc exactement celle que l'on 
at tendait  en fonction des r6sultats pr6c6- 
dents  [5]. De plus, la pr6adsorp t ion  de 
PG21 avec le pept ide  ant igone 61imine 
tout marquage. 

�9 La lign6e de cellules prostatiques LnCAP, 
connue pour pr6senter des r6cepteurs aux 
androg6nes est bien color6e avec les anti- 
corps anti RA. L~ 6galement la positivit6 
est tr~s sp6cifiquement limit6e au noyau. 

�9 Le dernier  contr61e posi t i f  a consist~ 
t r a n s f e c t e r  des cel lules  COS-7 avec le 
g~ne des r~cepteurs des androg~nes et 
localiser ces r6cepteurs dans cette lign6e 
cellulaire cultiv6e soit en pr6sence soit en 
absence de concentrat ion physiologique 
d'androg6ne. Les cellules non transfect6es 
COS-7 r e s t en t  n6gat ives  avec les anti-  
corps anti RA ; apr~s transfection, 10 
15% de la population cellulaire se montre 
positive pour les anticorps anti RA. 

De fa~on tr6s caract6ristique, en rabsence 
d ' and rog6ne  la d i s t r i b u t i o n  des  RA es t  
e s s e n t i e l l e m e n t  c y t o p l a s m i q u e  a lo r s  
qu 'apr~s  un t r a i t e m e n t  avec des andro-  
g6nes, m~me apr6s des d61ais aussi  brefs 
que 15 minu t e s ,  le m a r q u a g e  se t rouve  
transloqu~ au niveau du noyau. 
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Ces observations sont en accord avec les 
r~sultats de Wilson qui a d~montr~ que la 
r~parti t ion nucl~ocytoplasmique des RA 
~tait androg~nod~pendante [8]. 

�9 Enfin, des coupes s~ri~es de testicule ont 
~t~ soumises h des dilutions croissantes 
de l'anticorps primaire afin de d~terminer 
si le marquage des spermatides allong~es 
disparaissait h la m~me dilution que dans 
les noyaux des cellules de Sertoli ou les 
cellules myoides p~ritubulaires.  Cette 
~tude ~tait donc ~ m~me de pr~ciser si le 
Khd de l'anticorps ~tait le m~me lorsqu'il 
i n t e r a g i s s a i t  avec des composan t s  
nucl~aires ou des composants cytoplas- 
miques. L'~tude de l'intensit~ du marqua- 
ge des diff~rentes coupes avec ces dilu- 
tions montrent que le Kd est approxima- 
tivement le m~me pour les diff~rents sites 
positifs examines. 

Les contrSles n~gatifs r~alis~s pour tester 
la validit~ du marquage par PG21 ont ~t~ 
r~alis~s de la fa~on suivante : 

�9 PG21 a 4t~ pr~adsorb~ avec le peptide 
antigone ainsi que d'autres peptides des 
RA de rat, et les anticorps pr~adsorb~s 
ont dt~ utilis~s ensuite pour l'immuno- 
cytochimie. La pr~adsorption de PG21 
avec le peptide antigone ~limine compl~- 
tement les r~actions positives, alors que 
les peptides sans r~action avec l'antig~- 
ne n 'ont  pas d'effet sur l ' intensit~ du 
marquage. 

�9 Nous avons refa i t  les m~mes ~tudes 
d'immunod~tection en utilisant le m~me 
anticorps secondaire mais coupl~ h u n  
fluorochrome h la place de la peroxida- 
se. En immunod~tection par fluorescen- 
ce nos r~sultats sont tout fi fait superpo- 
sables h ceux obtenus par anticorps cou- 
pl~ h la p~roxidase. Ces r~sultats mon- 
t rent  en particulier que le marquage des 
spermatides allong~es n'est pas un art~- 
fac t  pu i sque  nous  avons  observ~ la 
m~me positivit~ par immunofluorescen- 
c e .  

DISCUSSION 

Dans ce travail nous montrons par immu- 
nocytochimie la distribution des r~cepteurs 
aux androg~nes dans le testicule de diff,- 
rents rongeurs. La presence de r~cepteurs 
aux androg~nes dans les cellules soma- 
tiques du testicule est en accord d'une part 
avec certaines ~tudes fonctionnelles et des 
r~sultats de localisation immunocytochi- 
mique (pour revue, 9), d'autre part avec les 
conjectures th~oriques tr~s ~l~gamment for- 
mul~es par Irving Fritz [1]. De plus, le fait 
que l'intensit~ du marquage des RA dans 
les noyaux de cellules de Sertoli, fi la diffe- 
rence de ce que l'on voit au niveau des cel- 
lules p~ritubulaires, varie en fonction du 
cycle de l '~pi th~l ium s~minif~re  pour  
atteindre un maximum au stade VII-VIII, 
est en accord avec le fait que ces stades 
sont les premiers ~ manifester des altera- 
tions histologiques en r~ponse h la d~priva- 
tion en androg~nes comme cela a ~t~ mon- 
tr~ par le pass~ [10]. 

Ce point avait permis de sugg~rer que la 
r~gulation de la spermatogen~se par les 
androg~nes s'effectue principalement via 
les cellules de Sertoli. De plus, des observa- 
tions similaires concernant la distribution 
stade s~cifique des RA chez les rongeurs 
avaient d~jh ~t~ faites par d'autres, h la fois 
par des approches immunocytochimiques 
[4] et par la mesure relative du taux de 
mRNA par des techniques d'hybridation in 
situ [11], les primates faisant cependant 
exception h cette r~gle puisque il n'a pas ~t~ 
montr~ chez eux de distribution similaire 
des RA en fonction du stade de l'~pith~lium 
s~minif~re [12]. Au total, ces observations 
fournissent de bons arguments pour dire 
que la testost4rone doit r~guler la sperma- 
togen~se. I1 faut cependant insister sur le 
fait que le niveau precis d'action de la testo- 
sterone ~ l'~chelle cellulaire reste h ~luci- 
der. En particulier les ~v~nements trans- 
criptionnels initi~s par l'interaction du st~- 
roide avec son r~cepteur qui est, selon toute 
vraisemblance, la base de Faction r~gulatri- 
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ce de la testosterone sur la spermatogen~se, 
restent h identifier. 

La presence d'un marquage positif pour les 
RA dans les spermatides allong~es, cepen- 
dant,  s '~carte du concept g~n~ralement  
admis du mode d'action de la testosterone 
sur la r~gulation de la spermatogen~se. En 
effet, h part quelques r~sultats ponctuels 
au cours des 20 derni~res ann~es [13-16], la 
plupart des publications concernant la dis- 
tribution des r~cepteurs aux androg~nes 
dans le testicule sont en faveur de l'hypo- 
th~se classique formulae par Fritz [1], 
savoir qu'aucune cellule de lign~e germina- 
le n'est apte h r~pondre directement aux 
androg~nes. 

Dans les r~sultats pr~sent~s ici ainsi que 
dans les ~tudes similaires faites jusqu'h pr~- 
sent [3, 7] tousles contrSles effectu~s concer- 
nant  l ' immunomarquage de RA dans les 
spermatides allong~es confirment que ces 
r~cepteurs doivent bien y ~tre presents, en 
particulier dans les noyaux des spermatides 
de stade XI et dans le cytoplasme des sper- 
matides plus diff~renci~es. Nos r~sultats 
conduisent donc fi conclure que certaines cel- 
lules de la lign~e germinale pr~sentent des 
r~cepteurs aux androg~nes et sont donc sus- 
ceptibles de r~pondre directement h la testo- 
sterone. Bien stir, en rabsence d'~tude fonc- 
tionnelle, il ne nous est pas possible d'affir- 
mer que la presence de ces r~cepteurs inter- 
vient d i rectement  dans la r~ponse de la 
lign~e germinale aux androg~nes. N~an- 
moins nos r~sul ta ts  conduisent ,  comme 
d'autres, h ~voquer la possibilit~ d'une telle 
r~gulation directe en plus de celle qui est 
d~j~ connue via des cellules somatiques. Il 
est int~ressant de noter que quelques experi- 
mentations sugg~rent la possibilit~ d'une 
r~ponse des cellules germinales h l'action 
d i rec te  des androg~nes ,  p robab lemen t  
m~di~es par un r~cepteur aux androg~nes. 
Tout d'abord, les spermatides rondes isol~es 
et purifi~es synth~tisent et secr~tent deux 
prot~ines sp~cifiques en r~ponse au traite- 
ment par les androg~nes [18]. 

Deuxi~mement l'addition d'ABP et de testo- 
sterone sur les cellules germinales isol~es 
diminue de fa~on significative l'incorpora- 
tion de thymidine triti~e par rapport h l'ad- 
jonction d'ABP seule [18].Une explication 
de ces r~sultats serait que les lign~es ger- 
minales r~pondent directement h la fois 
I'ABP et ~ la testosterone. Troisi~mement, 
la distribution des RA dans les spermatides 
allong~es est surperposable h celle de l'aro- 
matase [19], une autre prot~ine qui lie les 
androg~nes. Au total, ces r~sultats fonction- 
nels e tnos  propres r~sultats, conduisent 
poser la question de savoir pourquoi cer- 
taines ~quipes rapportent la d~tection de 
RA dans les cellules germinales [3, 7, 15, 
16], alors que d 'autres font ~tat de leur 
absence [2, 4, 12, 20] ? La r~ponse la plus 
logique h cette question est premi~rement 
que l'immunocytochimie est h la fois une 
technique particuli~rement puissante pour 
montrer la distribution d'une prot~ine dans 
les tissus, mais que en m~me temps elle 
n ' es t  pas une m~thode  qui p e r m e t  de 
d~montrer qu'une prot~ine ne s'y trouve 
pas. Par ailleurs l'utilisation de diff~rents 
types d'anticorps, de diff~rents types de 
colorations, de fixations ainsi que l'utilisa- 
tion de diff~rentes esp~ces animales contri- 
bue h fournir une vision tr~s disparate des 
r~sultats obtenus par diff~rentes ~quipes. I1 
convient donc de poursuivre ces recherches. 

La d~monstration r~cente que les sperma- 
togonies de souris pr~sentent une r~action 
positive avec les anticorps anti RA m~rite 
~galement discussion [21]. Bien que nous 
n'ayons pas pu obtenir la preuve d~finitive 
que certains noyaux positifs pour les anti- 
corps anti RA localis~s h la base de l'~pith~- 
lium du tube s~minif'ere soient des sPerma- 
togonies, nos r~sultats ont montr~ que cer- 
taines images ~taient tr~s superposables 
aux colorations des tubes s~minif'eres par 
c-Kit, un marqueur sp~cifique des sperma- 
togonies. Ces observations nous conduisent 

conclure que certaines cellules RA posi- 
tives doivent ~tre des spermatogonies ce 
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q u i  c o r r o b o r e  les  d ~ c o u v e r t e s  r ~ c e n t e s  de  

H i r a n o  e t  c o l l a b o r a t e u r s  [21]. I1 e s t  i n t ~ r e s -  

s a n t  de n o t e r  que  ces r ~ s u l t a t s  c o n c o r d e n t  

avec  d e u x  ~ t u d e s  a n t ~ r i e u r e s  d ~ c r i v a n t  l a  

p r e s e n c e  de  R A  d a n s  les  s p e r m a t o g o n i e s  

h u m a i n e s  e t  l e u r  i m p l i c a t i o n  poss ib le  d a n s  

les  cas  d ' i n f e r t i l i t ~  m a s c u l i n e  e t /ou  c o m m e  

~ l ~ m e n t  p r ~ d i s p o s a n t  h l ' a p p a r i t i o n  de  

s ~ m i n o m e s  [15-16]. 
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ABSTRACT 

Dis t r ibut ion  of the  a n d r o g e n  r e c e p t o r  
in the  tes t ic le  

C~k. SUAREZ-QUIAN, B.O. OKE, W. WORN- 
BERGER 

Whe the r  or  not  ge rm cells con ta in  the  
a n d r o g e n  r e c e p t o r  r e m a i n s  a m a t t e r  of  
c o n t r o v e r s y .  In  t h e  p r e s e n t  s t u d y  we 
p e r f o r m e d  b io t in s t r ep t av id in  immuno-  
p e r o x i d a s e  u s ing  an  a f f in i ty  p u r i f i e d  
r abb i t  po lyc lona l  a n t i b o d y  m a d e  to a 
21 amino  ac id  pep t ide  of the  amino  ter- 
m i n u s  o f  t h e  r a t  AR to  d e t e r m i n e  
a n d r o g e n  r e c e p t o r  (AR) d i s t r ibu t ion  in 
the  r a t  and  mouse  testes.  Specif ic i ty  of 
t h e  a n t i b o d y  w a s  c o n f i r m e d  as  
follows : 1) Western  immunob lo t s  ren-  
d e r e d  a specific b a n d  at  app rox ima te ly  
110 kD ; 2) p r e a d s o r p t i o n  of  t he  ant ibo- 
dy  wi th  the  21 amino  ac id  pep t ide  eli- 
m i n a t e d  speci f ic  i m m u n o s t a i n i n g  ; 3) 
the  in tens i ty  of s ta in ing  in all AR posi- 
t ive  cells d i m i n i s h e d  as a f u n c t i o n  of 
an t i s e ra  d i lu t ion  ; 4) t issues k n o w n  to 
express  a b u n d a n t  AR (e.g. ,epididymis,  
p r o s t a t e ,  s e m i n a l  ves ic les)  all r e n d e -  
r e d  a robust ,  n u c l e a r  AR immunos ta i -  
n ing  p a t t e r n  in the  epi the l ia l  cells ; 5) 
p r o s t a t e  cel l  l i nes  k n o w n  to  e x p r e s s  

AR i m m u n o s t a i n e d  pos i t ive  w i t h  t he  
a n t i b o d y  ; 6) AR nega t i ve  COS-7 cells 
b e c a m e  AR i m m u n o p o s i t i v e  w h e n  
t r a n s f e c t e d  w i t h  a v e c t o r  e x p r e s s i n g  
the  r a t  AR and  in t r ace l lu l a r  AR distri-  
b u t i o n  was  a f u n c t i o n  of  a n d r o g e n s .  
AR i m m u n o s t a i n i n g  r e s u l t s  r e v e a l e d  
the  fo l lowing  : Wi th in  t he  i n t e r s t i t i a l  
c o m p a r t m e n t  o f  a d u l t  r a t s ,  AR w a s  
d e t e c t e d  in  some Leyd ig  cells a n d  all 
smooth  muscle  cells fo rming  the  walls 
of  b lood vessels,  bu t  endo the l i a l  cells 
w e r e  n e g a t i v e .  I n  t h e  s e m i n i f e r o u s  
tubu les  AR was obse rved  in all per i tu-  
bu l a r  myoid  cell nuelei ,  bu t  not  in the  
d i s ta l  l a y e r  of  I y m p h a t i c  e n d o t h e l i a l  
c e l l s .  I n  S e r t o l i  c e l l s ,  n u c l e a r  AR 
i m m u n o s t a i n i n g  w a s  s t a g e  spec i f i c ;  
m o d e r a t e  AR i m m u n o s t a i n i n g  became  
e v i d e n t  a t  l a te  s t age  IV of  t h e  cycle ,  
r e a c h e d  a r o b u s t  p e a k  a t  s t a g e s  
VII-VIII, and  t h e n  d i s a p p e a r e d  comple- 
tely.  Specific AR i m m u n o s t a i n i n g  was  
also d i s ce rned  in  the  nuc le i  of  s tage XI 
e l o n g a t e d  s p e r m a t i d s ,  in  w h i c h  
n u c l e a r  e l o n g a t i o n  is a p p a r e n t  b u t  
c h r o m a t i n  c o n d e n s a t i o n  h a s  n o t  y e t  
b e g u n .  W i t h  o n s e t  o f  c h r o m a t i n  
condensa t ion ,  n u c l e a r  AR jmmunos ta i -  
n ing  in e longa ted  spe rma t id s  was  not  
d i s c e r n e d  c o n c o m i t a n t  w i th  its detec-  
t ion in the  cytoplasm.  In  general ,  simi- 
la r  observa t ions  have  now been  confir- 
m e d  in t he  adu l t  m o u s e  test is ,  excep t  
t ha t  an  Leydig  cells were  s t rongly  AR 
posit ive.  Nucle ic  ac id  in s i tu  hybr id i -  
za t ion  s tud ies  for  AR w e r e  p e r f o r m e d  
in adul t  r a t  test is  us ing  a 236 bp anti- 
sense  cRNA p robe  ( ra t  AR cDNA was 
p r o v i d e d  by  Dr. C. Chang,  U. Wiscon- 
sin,  Mad i son ,  WI) to  c o n f i r m  t h e  AR 
immunos ta in ing .  A p r o m i n e n t  hybr idi -  
za t ion  signal  at  the  base  of the  semini- 
fe rous  ep i the l ium was observed,  in the  
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area occupied by Sertofi and sperma- 
togonia. This led us to re-examine the 
immunos ta in ing  resul ts  to de t e rmine  
if spermatogonia  were  also AR positi- 
ve. Pre l iminary  results  are consistent  
with the in terpre ta t ion  that  AR is pre- 
sent in cer ta in  spermatogonial  popula- 
t ions.  T a k e n  toge the r ,  t hese  r e su l t s  
concur  with prior  observations sugges- 
t ing that  AR is present  in the somatic 
cells of the testis; thus, it is these cell 
types that  likely respond to circulat ing 
androgens to control spermatogenesis.  
However, they raise anew the contro- 
versy of w h e t h e r  ge rm cells r e spond  
directly to androgens.  

Key Words : testis, germ cells, androgen 
receptor-androgen, immunohistochemistry. 
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