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RESUME 

L a  c a p a c i t ~  d e  la  g o n a d e  m a l e  
c o n v e r t i r  les  a n d r o g ~ n e s  e n  o e s t r o -  
gbnes  es t  b i e n  ~tabl ie  : ce t t e  t r ans fo r -  
m a t i o n  es t  c a t a l y s ~ e  p a r  l ' a r o m a t a s e  
compos~e  d ' u n e  g lycopro td ine  enzyma-  
t i q u e  m i c r o s o m i a l e ,  le  c y t o c h r o m e  
P450 a r o m a t a s e  ( P 4 5 0 a r o m )  e t  d ' u n e  
r~duc t a se  ub iqu i t a i r e .  Dans  les cel lules  
t e s t i c u l a i r e s  d u  r a t  m a t u r e ,  le  
P450a rom a ~t~ immuno loca l i s~  pr inci -  
p a l e m e n t  d a n s  les  ce l lu l e s  de  L e y d i g  
mais  ~ga l emen t  d a n s  les cel lules  germi-  
na l e s  chez  la sour i s ,  l ' ou r s  b r u n e t  le 
coq a lors  que  chez l ' homme,  le po rc  et  
le che va l ,  l ' a r o m a t a s e  es t  p r i n c i p a l e -  
m e n t  localis~e d a n s  les cel lules  de  Ley- 
dig. L 'act ivi t~ a r o m a t a s e  a ~t~ mesu r~e  
d a n s  l e s  c e l l u l e s  d e  L e y d i g  d u  r a t  
i m m a t u r e  et  m a t u r e ,  m a i s  aus s i  d a n s  
les c e l l u l e s  de  S e r t o l i  : c e t t e  ac t iv i t~  
va r i e  en  fonc t ion  de  l'~ge. P a r  RT-PCR, 
n o u s  a v o n s  a m p l i f i ~  u n  f r a g m e n t  de  
289 pb  d u  m e s s a g e r  de  l ' a roma tase  qui  
p r d s e n t e  100% d ' h o m o l o g i e  a v e c  la  
s ~ q u e n c e  de  l ' a r o m a t a s e  d ' o v a i r e  de  
rat ,  e t  qu i  est  d~tec tab le  n o n  s e u l e m e n t  
dans  les cel lules  de  Leyd ig  et  de Sertol i  
m a i s  a u s s i  d a n s  l e s  s p e r m a t o c y t e s  
p achy t~nes ,  les s p e r m a t i d e s  r o n d e s  et  
les s p e r m a t o z o i d e s  t e s t i cu l a i r e s .  Avec 
u n  a n t i c o r p s  a n t i - c y t o c h r o m e  
P 4 5 0 a r o m  h u m a i n  n o u s  avons  d~mon-  

tr~ r e x i s t e n c e  d ' u n e  p ro t~ ine  de  55 kDa  
d a n s  les t ubes  s~minif~res  et  d a n s  u n e  
s u s p e n s i o n  h~t~rog~ne  de  cel lules  ger- 
m i n a l e s  ( s p e r m a t o c y t e s  p a c h y t ~ n e s  et  
s p e r m a t i d e s  rondes) .  Nous  avons  com- 
pa rd  la quan t i t~  d 'ARNm d u  cytochro-  
m e  P 4 5 0 a r o m  d a n s  les ce l lu les  germi-  
na les  avec celle des  cel lules  de  Leyd ig  
e t  d e  S e r t o l i  ~ l ' a i d e  d e  la  R T - P C R  
quan t i t a t i ve .  Dans  les ce l lu les  de  Ley- 
d ig  pur i f i~es  d u  r a t  s de  90 jours ,  la 
quan t i t~  d 'ARNm c o d a n t  p o u r  r a r o m a -  
tase  est  de 36 x 10 -3 amoles//~g d A R N  et  
10 fois s u p ~ r i e u r e  h ce lu i  des  ce l lu les  
de  Sertoli .  Dans  les cel lules  ge rmina les ,  
le t aux  d 'ARNm dans  les s p e r m a t o c y t e s  
p a c h y t ~ n e s  es t  de  367 x 10 -3 amoles//~g 
d 'ARN et  c e t t e  v a l e u r  es t  3 fois  sup~- 
r i e u r e  ~ celle des  s p e r m a t i d e s  rondes ;  
d a n s  les  s p e r m a t o z o i d e s  ce  t a u x  e s t  
in f~r ieur  ~ 10 -3 amoles//~g d'ARN. Apr~s 
i n c u b a t i o n  avec  de  l ' a n d r o s t ~ n e d i o n e  
t r i t i ~ e ,  les  a c t i v i t ~ s  a r o m a t a s e s  d e s  
f r a c t i o n s  m i c r o s o m i a l e s  s o n t  de  0,62 ; 
0,46 e t  2,96 p m o l e s / m g  de  p r o t ~ i n e / h  
r e s p e c t i v e m e n t  d a n s  les spe rma tocy t e s ,  
les s p e r m a t i d e s  e t  les s p e r m a t o z o i d e s  
(pour  les cel lules  de  Leyd ig  ce t te  activi- 
t~ est  de 5 pmoles) .  En  conc lus ion ,  n o u s  
avons  d~mont r~  la p rSsence  d ' une  aro- 
m a t a s e  f o n c t i o n n e l l e  d a n s  les ce l lu les  
g e r m i n a l e s  d u  r a t  male ,  la m a t u r a t i o n  
d u  m e s s a g e r  ( c o m p a r a i s o n  t a u x  
d ' A R N m  e t  a c t i v i t ~  e n z y m a t i q u e )  
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semble  ~tre progress ive  depui s  le s tade 
spermatocyte  pachytbne  jusqu'au  sper- 
matozo'ide ce qui  est  en  accord avec  les  
donn ~es  rapportdes  chez  la souris .  En  
s o m m e ,  l e s  o b s e r v a t i o n s  r a p p o r t ~ e s  
d a n s  la  l i t t d r a t u r e  et  n o s  r ~ s u l t a t s ,  
p la ident  for tement  en  faveur  d u n  rSle 
n o u v e a u  mais  encore  mal  c o n n u  pour  
les  o e s t r o g b n e s  t e s t i c u l a i r e s  d a n s  le  
d~ve loppement  du  tractus  g~nital  m~le  
pu i s  la mise  en  place  et le m a i n t i e n  de 
la spermatogen~se .  Ains i  c o m p t e  t e n u  
d e s  a n o m a l i e s  r e n c o n t r ~ e s  d a n s  la  
spermatogen~se  chez  des  ~nimat lx  ddfi- 
c ients  en  r~cepteur aux  oestrogbnes  et 
chez  l 'homme porteur  de tumeurs  testi- 
cula ires ,  les  oes trogbnes  (et/ou le rap- 
por t  a n d r o g b n e s / o e s t r o g b n e s )  pour -  
r a i e n t  r e p r e s e n t e r  u n  n o u v e a u  mar-  
queur  de l' infertilit~ et /ou de l~ypofer -  
tilit~ mascul ine .  

Mots clds : Aromatase, oestrog~nes, RT-PCR, 
Quantification, CeUuIes Germinales, Rat. 

INTRODUCTION 

Dans le d~veloppement du testicule et la 
mise en place de la spermatogen~se, un r61e 
majeur est jou~ par les gonadotrophines, les 
androg~nes, en particulier la testosterone, 
et de nombreux facteurs paracrines e t /ou  
autocrines,  n o t a m m e n t  des fac teurs  de 
croissance [3, 9-10, 30]. Bien que les oestro- 
g~nes soient consid~r~s comme hormones 
typiquement femelles, dans le fluide du rete 
testis du rat et dans la t~te de l'~pididyme, 
les concentrations en oestrog~nes sont plus 
~lev~es que dans le sang [18, 26]. Ces don- 
n~es sont donc en faveur d'une source testi- 
culaire d'oestrog~nes et de fait il est bien 
~tabli que le tes t icule  des mammif~res  
transforme les androg~nes (androst~nedio- 
ne et testosterone) en oestrog~nes (oestrone 
et oestradiol-17B) : cette r~action est cataly- 
s~e par l'aromatase, compos~e d'une glyco- 
prot~ine enzymatique microsomiale sp~ci- 
fique appar tenan t  ~ la superfamille des 

cytochromes P450 (P450arom : produit du 
g~ne CYP19) et d'une r~ductase ubiquitaire 
[voir pour revue : 53]. En utilisant des anti- 
corps anti-aromatase placentaire humains, 
le P450arom a ~t~ immunolocalis~ principa- 
lement dans les cellules de Leydig des ron- 
geurs mais ~galement dans les cellules ger- 
minales chez la souris, l'ours b rune t  le coq 
alors que chez l'homme, le porc, le b~lier et 
le cheval, l 'aromatase est essentiellement 
localis~e dans  les ce l lu les  de Leydig  
(Tableau 1). A partir des ~tudes r~alis~es 
chez le r a t  i m m a t u r e  avec FSH ou LH 
d'une part [47-48] et la mesure de l'activit~ 
aromatase dans les cellules de Leydig du 
rat  immature et mature, mais aussi dans 
les cellules de Sertoli d'autre part [43], les 
r~sultats obtenus sugg~rent que cette acti- 
vit~ enzymatique varie en fonction de l'~ge. 
En outre, non seulement la distribution de 
l 'aromatase varie selon les esp~ces mais 
dans les ~tudes in vitro, des differences ont 
~t~ observ~es et certaines d'entre elles peu- 
vent s'expliquer en tenant compte des inter- 
actions cellules-cellules (absence de r~gula- 
tions endocrine et paracrine).  En ce qui 
concerne l ' a romatase ,  des in te rac t ions  
n~gatives ont ~t~ d~montr~es entre les cel- 
lules p~ritubulaires et les cellules de Sertoli 
[57] et des modulations positives entre les 
tubes s~minif'eres (cellules de Sertoli asso- 
cites aux cellules germinales) et les cellules 
de Leydig ont ~t~ aussi d~crites [6, 8]. Par 
ailleurs le rSle n~gatif exerc~ par les cel- 
lules germinales sur l'activit~ aromatase 
sertolienne du rat et de rhomme a ~t~ bien 
d~montr~ [5, 17, 31]. Compte tenu de ces 
donn~es bibliographiques et de nos travaux 
ant~rieurs [8, 43, 45], nous avons 1) exami- 
n~ la distribution et quantifi~ le messager 
du cytochrome P450arom dans les cellules 
germinales purifi~es du rat adulte en utili- 
sant la RT-PCR 2) recherch~ l'existence de 
la prot~ine (P450arom) par Western Blot et 
3) mesur~ son activit~ enzymatique (pro- 
duct ion d 'eau tr i t i~e) dans  les cellules 
somatiques et germinales  chez l 'animal 
mature. 

306 



Tableau 1 : L'aromatase clans les cellules testiculaires des mammif~res (quelques rep$res 
bibUographiques ). 

A c t i v i t ~  E n z y m a t i q u e  
- Rat : cellules de Sertoli (Dorrington, 1975 ; cellules de Leydig et Sertoli (de Jong, 1974 ; 
Rommerts, 1982 ; Tsai-Morris, 1985 ; Papadopoulos, 1986) 

- E c u r e u i l  : cellules de Sertoli (Pudney, 1985) 
- Souris : cellules de Leydig et cellules germinales (Nitta, 1993), spermatozo'ide ~pididymaire 
(Janulis, 1996) 

- Coq : spermatozoide ~pididymaire (Kwon, 1995) 
- Porc :  cellules de Leydig (Saez, 1989 ; Conley, 1996) 
- B~Her : cellules de Leydig (Bilinska, 1996) 
- Homme : cellules de Leydig (Payne, 1976 ; Papadopoulos, 1987 ; Inkster, 1995) ; cellules de 

Sertoli (Foucault, 1994 ; Carreau, 1996) 
- S i n g e  : testicule (Martel, 1994) 

I m m u n o l o c a l i s a t i o n  
- Coq : cellules germinales (Kwon, 1995) 
- Rat : cellules de Leydig (Kurosumi, 1985) 
- Souris : cellules de Leydig et Sertoli, cellules germinales : spermatozoi'de ~pididymaire 

(Janulis, 1996) 
- Ours: cellules Leydig et germinales (Tsubota, 1993) 
- B$1ier : cellules de Leydig (Bilinska, 1996) 
-Porc  : cellules de Leydig (Conley, 1996) 
- Cheval : cellules de Leydig (Almadhidi, 1995) 
- H o m m e  : cellules de Leydig (Inkster, 1995) 
- Singe : cellules germinales (Bahr, non publiC) 

A R N m  d u  c y t o c h r o m e  P 4 5 0  
- Souris : cellules de Leydig et germinales : spermatocytes et spermatides (Nitta, 1993 ; 
Janulis, 1996) 

-Porc  : cellules de Leydig (Conley, 1996) 
- Homme : cellules de Leydig (Lejeune, 1994) 

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

1. P u r i f i c a t i o n  d e s  c e l l u l e s  t e s t i c u -  

l a i r e s  

Des testicules de rats Sprague Dawley ag6s 
de 80-100 jours ont ~t~ pr61ev6s puis sou- 
mis ~ un t ra i t ement  enzymatique en pre- 
sence  de c o l l a g ~ n a s e - d i s p a s e  d a n s  du 
milieu Ham F-12/DME (1:1, v/v) pendant  
10 min  ~ 32~ et les cellules de Leydig  
ont 6t6 purifi~es sur  g rad ien t  de Percoll 
[42]. Les cellules de Sertoli ont ~t~ pr~pa- 
r~es selon la m~thode d~crite par Foucault 
et al [17] et mises en culture dans du milieu 
Ham F12/DME suppl~ment~ en s6rum de 

r a t  (5%) et  an t ib io t iques .  Le mi l ieu  es t  
chang~ au jour 2 et remplac~ par du milieu 
sans s~rum; ~ J4, les cellules germinales  
r e s t a n t e s  sont  ~limin6es par  t r a i t e m e n t  
hypotonique .  Pa ra l l~ lement ,  les cellules 
germinales ont 6t~ obtenues apr~s trai te-  
men t  enzymat ique  ( t rypsine-DNase)  des 
testicules et purifi~es soit par ~lutriat ion 
[37] soit par s~dimentation ~ gravit~ unitai- 
re sur gradient de PBS-BSA (Sta-Put; [2]). 
La puret~ et la viabilit~ des fractions cellu- 
laires ont ~t~ 6xamin~es par microscopie et 

l ' a ide  de m a r q u e u r s  sp~ci f iques  (3fl- 
hydroxyst~ro~'de deshydrog6nase [42] pour 
les cellules de Leydig et recherche du rues- 
sager d 'un marqueur  sertolien, l 'androgen 
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binding protein ou ABP, pour appr~cier la 
puret~ des cellules germinales [7, 33]). 

2. Po lym~r i sa t ion  en cha ine  et  trans- 
cr ipt ion inverse  (RT-PCR) 

L'ARN total est extrait  par une m~thode 
d~riv~e de la technique de Chomczynski et 
Sacchi [11] (RNAXEL, Eurobio , France), 
dos~ et r~tro-transcrit en ADNc grace fi une 
amorce oligo dT (12-18). L'amplification se 
d~roule sur 35 cycles en presence de dNTP, 
de TAQ polym~rase (Eurobio, France) et de 
1 ttM d'amorces. L'amorce 5'-ARO est locali- 
s~e sur l'exon 8 du g~ne de l'aromatase en 
position 1555-1577, l 'amorce 3'-ARO est 
compl~mentaire de la s~quence 1821-1844 
situ~e dans la r~gion d'aromatisation de 
l'exon 9; ce couple permet d'amplifier un 
fragment de 289 pb. Les produits amplifies 
sont s~quenc~s par la methode de Sanger 
[52] avec le kit Sequenase Version 2 (USB, 
Cleveland, USA). 

3. Preparat ion  de I'ARN standard par 
ddl~tion du fragment  natif. 

Une RT-PCR est r~alis~e avec le couple 
d'amorce 5'-STD, 3'-STD. L'amorce 5'-STD 
est constitute de : 

�9 la s~quence compl~mentaire du promo- 
teur de la T7 ARN polym~rase, 

* la s~quence de l'amorce 5'-ARO (soulign~) 
et 

�9 une s~quence de 27 pb situ~e h 29 pb de 
l'extr~mit~ 3' de l'amorce 5'-ARO dans la 
r~gion 1607 h 1634 (soulign~ deux fois). 

L'amorce 3'-STD repr~sente l'association 
d'une s~quence poly dT(17) avec l'amorce 3'- 
ARO (soulign~). 

5'STD:5'-TAATACGACTCACTATAGGGA- 
GAGCTTCTCATCGCAGAGTATCC 
GGCACACTGTTGTTGGTGACAGAGACA- 
TA-3' 
3'STD : 5 ' -TTTTTTTTTTTTTTTTT- 
CAAGGGTAAATTCATTGGGCTTGG-3' 

Le brin con t enan t  l 'amorce 5'-STD est 

transcript en ARN en presence de T7 ARN 
polym~rase; I'ADNc est ~limin~ par incuba- 
tion (Promega., France), puis I'ARN stan- 
dard est extrait et redissout dans de l'eau 
t ra i t~e  au DEPC c o n t e n a n t  0,1 mg/ml 
d'ARNt. 

Pour v~rifier la qualit~ et la taille du stan- 
dard, une RT-PCR ~ ~t~ r~alis~e avec les 
amorces 5'-ARO et 3'-ARO sur une s~rie de 
dilutions du standard (100 ~ 10 -5 amoles). 
La limite de d~tection du standard est de 
10 -4 amoles, et sa taille est bien de 260 pb. 

4. Recherche  de la protdine aromatase  
par Western blot et  mesure  de ractivi-  
t~ enzymat ique  

Les prot~ines ont ~t~ s~par~es par SDS- 
PAGE, transferr~es sur nitrocellulose et 
r~v~l~es en presence d'un anticorps anti- 
aromatase placentaire humain (gracieuse- 
ment  fourni par F.Labrie & V. Luu-The, 
Quebec) ; les complexes antig~ne-anticorps 
ont ~t~ visualis~s en utilisant des IgG de 
lapin coupl~es ~ la p~roxydase. 

Pour la mesure de l'activit~ enzymatique, 
nous avons utilis~ la m~thode de l'eau tri- 
ti~e [54] : bri~vement des microsomes obte- 
n u s h  partir des fractions cellulaires ont ~t~ 
incubus en concentrations croissantes avec 
de l'androst~nedione marquee et des cofac- 
teurs pendant lh  ~ 37~ puis la radioactivi- 
t~ est compt~e apr~s un traitement au char- 
bon de 10 min. 

RESULTATS 

1. Mise  en ~ v i d e n c e  du m e s s a g e r  du 
c y t o c h r o m e  P 4 5 0  a r o m a t a s e  ( P 4 5 0  
arom) dans les ce l lules  germinales  du 
rat 

L'ARN total extrait des cellules a ~t~ sou- 
mis h une RT-PCR avec le couple d'amorce 
5'-ARO et 3'-ARO (Figure 1). Chez le rat  
adulte, un produit d'amplification, corres- 
pondant ~ la taille at tendue (289 pb) est 
present non seulement dans les cellules de 
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P450arom 

M 1 2 3 4  5 6 7 8  

Figure 1 : Amplif icat ion du messager du 
cytochrome P450 aromatase  (P450arom) 
dans les cellules testiculaires purifides du 
rat  adulte.  Les produi t s  d'amplif icat ions 
sont  ddposds sur  un gel  d 'agarose  ~ 2% 
contenant du bromure d'dthidium. La RT- 
PCR est rdalisde avec 250 ng d'ARN de : cel- 
lules de Leydig (dep6t 1), cellules de Sertoli 
(ddp6t 2), spermatocytes pachyt~nes (dep6t 
3), spermatides rondes (ddp6t 4), spermato- 
zo~des (ddp6t 5). Les ddp6ts 6 et 7, contien. 
nent respectivement 250 ng d'ARN extrait  
du muscle jambier  de rat  (tdmoin ndgatif) 
et 40 ng d A R N  d'ovaire de rat  (tdmoin posi- 
tif). Le dep6t 8 reprdsente un contr~le inter- 
ne (ARN remplacd par  de l'eau) et M corres- 
p o n d  au m a r q u e u r  de t a i l l e  1~Hind III 
(Applig$ne). 

Leydig et de Sertoli mais 6galement dans 
les trois cat6gories de cellules germinales 
(spermatocytes pachyt~nes, spermatides 
rondes et spermatozoides tes t iculaires)  
ainsi que dans l'ovaire de rat adulte, mais il 
est absent dans le muscle (t6moin n6gatif). 
Le s6quenqage du fragment pr6sent dans 
les cellules testiculaires ainsi que celui de 
l'ovaire montrent 100% d'homologie avec la 
s6quence de t'ADN d'ovaire de rat publi6e 
par Hickey et al [21]. 

En utilisant la RT-PCR quantitative nous 
avons pu comparer la quantit6 d'ARNm du 
cytochrome P450arom dans les cellules ger- 
minales avec celle des cellules de Leydig et 
de Sertoli chez le rat (Tableau 2). Dans les 
cellules de Leydig purifi6es du rat ag6 de 20 
et 90 jours, le taux d'ARNm de l'aromatase 
est identique (36 x 10 .3 amoles/pg d'ARN) 
contrairement aux cellules de Sertoli off le 
taux d'ARNm chez l'immature est de 72 x 

10 -3 amoles//tg d'ARN (r6sultats non mon- 
tr6s), ce taux est 20 fois sup6rieur ~ celui 
des cellules de Sertoli de rat mature. Dans 
les cellules germinales, le taux d'ARNm 
dans les spermatocytes pachyt~nes est de 
367 x 10 -3 amoles/pg d'ARN et cette valeur 
est 3 fois sup6rieure h celle des spermatides 
rondes ; dans les spermatozoides ce taux 
est inf~rieur h 10 -3 amoles/ttg d'ARN (limite 
de d6tection de notre m~thode). 

2. M i s e  e n  6 v i d e n c e  d e  la  p r o t 6 i n e  
( c y t o c h r o m e  P450  arom)  et  m e s u r e  de  
1' ac t iv i t~  e n z y m a t i q u e  

En utilisant un anticorps anti-cytochrome 
P450arom humain, nous avons d6montr6 
l'existence d'une prot6ine de poids mol6cu- 
laire voisin de 55 kDa dans les tubes s6mi- 
nif'eres ainsi que dans une suspension h6t~- 
rog~ne de cellules germinales (spermato- 
cytes pachyt~nes et spermatides rondes) 
du rat mature (r6sultats non montr6s). 

Apr~s incubation avec de l'androst~nedione 
triti6e, les activit6s aromatases des frac- 
tions microsomiales sont de 0,62 ; 0,46 et 
2,96 pmoles/mg de prot6ine/h respective- 
ment dans les spermatocytes, les sperma- 
tides et les spermatozoides ;dans  les cel- 
lules de Leydig l'activit6 aromatase se situe 
aux environs de 5 pmoles (Tableau 2). I1 est 

noter que ces valeurs sont mille fois inf6- 
r ieures h celle du placenta humain  pris 
comme t6moin positif. 

DISCUSSION 

Chez le rat adulte, nous avons d6montr6 la 
capacit6 des cellules germinales et des cel- 
lules de Leydig et de Sertoli h exprimer le 
g~ne de l 'aromatase et ainsi confirm6 les 
donn6es pr6c6dentes obtenues chez la sou- 
ris [24, 41]. En utilisant une m6thode tr~s 
sensible, la RT-PCR quant i ta t ive ,  nous 
avons observ6 que le niveau basal d'expres- 
sion de l 'aromatase dans les cellules de 
Leydig n'6volue pas quel que soit l'fige, 
alors qu'il diminue fortement dans les cel- 
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T ab leau  2 : Act iv i td  a r o m a t a s e  e t  t a u x  d 'ARNm d u  cy tochrome P450 a r o m a t a s e  d a n s  les 
cel lules  t es t i cu la i res  du  r a t  mature .  

Act iv i t~  a r o m a t a s e  T a u x  d 'ARNm 
P 4 5 0 a r o m  

Testicule 3,125 + 0,193 
Cellules de Leydig 5,075 36,20 + 3,40 
Tubes s~minif'eres 1,250 + 0,135 
Cellules germinales 1,533 + 0,154 
Spermatocytes pachyt~nes 0,620 + 0,109 367,20 • 76,60 
Spermatides rondes 0,467 • 0,050 117, 60 • 22,00 
Spermatozo'ides 2,963 + 0,695 < 1 
Cellules de Sertoli 3,60 • 0,30 
Muscle 0,142 • 0,006 ND 
Placenta humain 2403 + 400 

ND : non ddtectable 
Activitd aromatase : pmoles / mg protdine / h 
ARNm: 10 .3 amoles / gg d 'ARN total 

lules de Sertoli (r6sultas non montr6s ; 
[34]). Par contre dans les cellules germi- 
nales, l'expression de I'ARNm est 3 fois plus 
61ev6e dans les spermatocytes pachyt~nes 
par rapport aux spermatides rondes ; ces 
taux de messager sont par ailleurs 10 ~ 100 
fois plus 61ev6s que dans les cellules soma- 
tiques du testicule de mfime fige. La mesure 
de l'activit~ enzymatique et la r6v61ation de 
la prot6ine a l'aide d'un anticorps sp6cifique 
dans les cellules germinales viennent com- 
pl6ter les r6sultats sur l'expression du g~ne 
de l'aromatase et plaident donc pour l'exis- 
tence d'un autre lieu de synth~se et d'acti- 
vit6 pour cette enzyme dans les cellules ger- 
minales du rat, plus pr6cisemment les sper- 
matides et les spermatozoides [32]. Ces 
r6sultats sont d'autant plus plausibles que 
la pr6sence de r6cepteurs aux androg~nes, 
substrat n6cessaire ~ l'enzyme, a 6t6 rap- 
port6e dans les spermatides du rat [58]. La 
compl6mentarit6 de nos observations rela- 
tives ~ l'existence d'une aromatase biologi- 
quement active dans les cellules germinales 
du rat  est ~ associer ~ celles rapport6es 
chez la souris [41], l'ours [56] mais 6gale- 
ment chez le coq [28]. 

Si on compare le taux d'ARNm du cytochro- 
me P450arom et l'activit6 aromatase darts 

les cellules germinales ,  on consta te  un 
d~calage entre le niveau d'expression et 
l'activit~ biologique. La r~gulation de l'ex- 
pression du g~ne de l 'aromatase darts les 
cellules testiculaires au cours du d~veloppe- 
ment, notamment la maturation du messa- 
ger du P450arom semble ~tre progressive 
depuis le stade spermatocyte jusqu'au sper- 
matozoi'de ce qui est en accord avec les 
observations de Hess [20] d~montrant que 6 
jours s'6coulent entre la synth~se d'ARNm 
dans les spermatides rondes et le d~but de 
l 'ac t ivi t~  e n z y m a t i q u e  qui p e r s i s t e r a  
du ran t  12 jours en absence de message 
mesurable. Toutefois, la presence d'une aro- 
matase biologiquement inactive (non glyco- 
syl6e) dans les cellules germinales  plus 
jeunes et l'influence de modulateurs para- 
crine et/ou endocrine sur cette expression 
peuvent ~tre 6voqu~s. 

Si la synth~se testiculaire d'oestrog~nes est 
indiscutable, le m~canisme d'action de ces 
hormones implique l 'existence de r6cep- 
t eu r s  [40] qui ne sont pour le momen t  
d~crits que dans les cellules de Sertoli et de 
Leydig [25]. Concernant le rSte des oestro- 
g~nes dans les cellules germinales  bien 
qu ' aucune  preuve de r~cepteur  ne soit 
connue, des ~vidences tr~s fortes plaident 
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en faveur d'un contr61e positif puisque chez 
des souris ddpourvues en rdcepteur aux 
oestrogbnes (ER knock-out), m~me si le 
tractus gdnital se ddveloppe normalement, 
une hypofertil i td des souris males a dtd 
notde en association avec une diminution 
du hombre et de la motilitd des spermato- 
zoides [16, 35]. On peut aussi dvoquer le 
r61e paracrine ndgatif exercd par les cel- 
lules germinales sur l'aromatase sertolien- 
ne [5, 17, 31] via l'expression du protoonco- 
gene c-fos largement prdsent des les cel- 
lules de Sertoli et les cellules germinales 
chez les rongeurs [22, 45]. 

Ainsi dans le ddveloppement et le maintien 
de la lignde spermatogdndtique, en dehors 
des gonadotropines et de la testostdrone, les 
oestrog~nes seraient dgalement impliquds 
et ceci est en accord avec des observations 
faites chez le mouton o~ une corrdlation 
positive entre oestradiol intratestisculaire 
et nombre de spermatogonies a dtd observde 
(M.T.Hochereau-de Reviers, communication 
personnelle). Enfin au niveau de l'~pididy- 
me, il y a 20 fois plus d'oestradiol dans le 
fluide de la t~te epidydimaire que dans le 
sang chez le ra t  [26] et la prdsence de 
rdcepteurs aux oestrogbnes plus spdciale- 
ment au niveau de la t~te, est bien dtablie 
[13] ce qui est en rapport avec l'activitd aro- 
matase des spermatozoa'des qui est forte 
dans la rdgion apicale de cet organe chez la 
souris [24]. En somme, en dehors des cel- 
lules de Leydig et de Sertoli du ra t  qui 
conservent la possibilitd d'exprimer l'enzy- 
me, une a roma tase  fonct ionnel le  a dtd 
ddcrite dans les cellules germinales comme 
cela avait dtd rapportd dans de nombreuses 
esp~ces et cet te source suppldmenta i re  
d 'oest rog~nes dans le tes t icu le  semble 
importante  dans le ddveloppement de la 
lignde germinale tout comme dans le main- 
tien de la fonction dpididymaire. Le r61e 
exact des oestrog~nes dans les voies repro- 
ductrices du rat male ainsi que la rdgula- 
tion de l'expression du gbne de l'aromatase 
pendant le ddveloppement testiculaire res- 
tent ~ clarifier. 

Ces rdsultats et ceux de la littdrature met- 
tent donc en dvidence l'expression pluricel- 
lulaire du gbne de l'aromatase dans le testi- 
cule du rat mais aussi chez la souris, l'ours, 
le coq et confirment la synth~se d'oestradiol 
dans  les cel lules  ge rmina l e s  du male ,  
notamment les spermatozo'ides. M~me si le 
r61e de l'aromatase et des oestrogbnes reste 
incertain (on ne connait pas bien les cibles 
et peu de donndes sont disponibles concer- 
nant les gbnes oestrogbne-sensibles dans le 
tractus gdnital male), il est ~ noter que dans 
l'infertilitd masculine, la t~te epididymaire 
(cible des oestrogbnes) est souvent impli- 
qu~e [19] ;donc mieux connaitre le r61e de 
ces hormones dans cette r~gion est capital 
pour la raise au point de futurs traitements, 
comprendre les effets n~fastes des oestro- 
g~nes (l~sion ~pididymaire) et d~velopper de 
nouvelles approches contraceptives. Ces 
donn~es plaideraient pour l'existence d'un 
nouveau compartiment endocrine testiculai- 
re, les cellules germinales, et compte tenu 
des anomalies rencontr~es dans la sperma- 
togen~se chez des animaux ddficients en 
rdcepteur aux oestrogbnes et chez l'homme 
porteur de tumeurs testiculaires, les oestro- 
gbnes (et/ou le rapport androgbnes/oestro- 
gbnes) joueraient un r61e dans le ddveloppe- 
ment testiculaire et pourraient reprdsenter 
un nouveau marqueur de l'infertilitd [36] 
et/ou de l'hypofertilit~ [39] masculine. 
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ABSTRACT 

G e r m  cell  a r o m a t a s e  : a n y  r e l e v a n t  
phys io log ica l  ro le  ? 

S. CARREAU, J .  LEVALET 

T h e  a b i l i t y  o f  t h e  m a l e  g o n a d  to  
c o n v e r t  a n d r o g e n s  i n t o  e s t r o g e n s  is  
wel l  k n o w n .  A c c o r d i n g  to age,  a roma-  
t a se  ac t iv i ty  ha s  b e e n  a l r e a d y  m e a s u -  
r e d  in  i m m a t u r e  a n d  m a t u r e  r a t  Ley- 
d i g  ce l l s  as  w e l l  a s  i n  S e r t o l i  ce l l s .  
R e c e n t l y ,  in  d i f f e r e n t  s t ud i e s ,  a cyto-  
c h r o m e  P450arom has  even  b e e n  i m m u -  
n o l o c a l i z e d  n o t  o n l y  in  L e y d i g  ce l l s  
b u t  a lso in  g e r m  cells of  mouse ,  b r o w n  
b e a r  a n d  r o o s t e r  w h e r e a s  in  pig,  r a m  
a n d  h u m a n  t h e  a r o m a t a s e  is m a i n l y  
p r e s e n t  i n  L e y d i g  cel ls .  O u r  p u r p o s e  
w a s  to  i n v e s t i g a t e  t h e  t e s t i c u l a r  cel l  
d i s t r i b u t i o n  o f  c y t o c h r o m e  P450arom 
mRNA in a d u l t  r a t  u s i n g  RT-PCR. With  

2 h i g h l y  s p e c i f i c  p r i m e r s  l o c a t e d  o n  
e x o n s  8 a n d  9, w e  h a v e  b e e n  ab l e  to  
a m p l i f y  a 289 bp  a r o m a t a s e  f r a g m e n t  
n o t  o n l y  in  L e y d i g  ce l l s  a n d  S e r t o l i  
cel ls  b u t  m o r e  i m p o r t a n t l y  in  h igh ly -  
e n r i c h e d  p r e p a r a t i o n s  o f  p a c h y t e n e  
s p e r m a t o c y t e s ,  r o u n d  s p e r m a t i d s  a n d  
t e s t i c u l a r  s p e r m a t o z o a .  T h e s e  ampl i -  
f i ed  p r o d u c t s  s h o w e d  100% h o m o l o g y  
w i t h  t h e  c o r r e s p o n d i n g  f r a g m e n t  o f  
t h e  r a t  ova ry  cDNA. I n  para l le l ,  u s i n g  
a n  a n t i - h u m a n  c y t o c h r o m e  P450arom 
a n t i b o d y  w e  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h e  
p r e s e n c e  o f  a 55 kDa  p r o t e i n  in  semini -  
f e r o u s  t u b u l e s  a n d  c r u d e  g e r m  ce l l  
( p a c h y t e n e  s p e r m a t o c y t e s  a n d  r o u n d  
s p e r m a t i d s )  p r e p a r a t i o n  of  t h e  m a t u r e  
r a t .  A f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  t r i t i a t e d  
a n d r o s t e n e d i o n e ,  t h e  a r o m a t a s e  activi-  
t ies  in  t h e  m i c r o s o m a l  f r a c t i o n s  w e r e  
3.12 • 0.19 p m o l e s / m g / h  in  t h e  t e s t i s ,  
1.25 • 0.13 in  t he  s e m i n i f e r o u s  t u b u l e s  
a n d  1.53 • 0.15 in  t he  c r u d e  g e r m  cells.  
I n  p u r i f i e d  t e s t i c u l a r  s p e r m a t o z o a  t h e  
a r o m a t a s e  a c t i v i t y  w a s  2.96 • 0.69 
p m o l e s / m g / h  a n d  f o u n d  to  b e  5 - fo ld  
h i g h e r  w h e n  c o m p a r e d  to  t h a t  o f  
e i t h e r  p u r i f i e d  p a c h y t e n e  s p e r m a t o -  
c y t e s  o r  r o u n d  s p e r m a t i d s .  U s i n g  a 
q u a n t i t a t i v e  R T - P C R  m e t h o d  w i t h  a 
s t a n d a r d  cDNA 29 bp  sho r t e r ,  we h a v e  
c o m p a r e d  t h e  a m o u n t  o f  c y t o c h r o m e  
P450arom m R N A  in  m a t u r e  r a t  L e y d i g  
cells  a n d  Ser to l i  cells.  I n  p u r i f i e d  Ley- 
d i g  c e l l s  f r o m  90 d a y - o l d  r a t s  t h e  
P450arom mRNA level  was  : 36.2 • 3.4 x 

10 -3 amoles//zg RNA w h e r e a s  in  Ser to l i  
cells  t h e  mRNA level  was  10 fold  lower .  
I n  p a c h y t e n e  s p e r m a t o c y t e s ,  r o u n d  
s p e r m a t i d s  a n d  t e s t i c u l a r  s p e r m a t o z o a  
t he  P450arom mRNA levels  w e r e  re  pec-  
t ive ly  367.2 • 76.6, 117.6 • 22.0 a n d  <1 
x l 0  -3 amole//zg RNA. 

I n  c o n c l u s i o n  we  h a v e  d e m o n s t r a t e d  
t h a t  t h e  P450 a r o m a t a s e  is p r e s e n t  n o t  
o n l y  in  Se r t o l i  ce l ls  a n d  L e y d i g  ce l l s  
f rom m a t u r e  r a t  t es t i s  b u t  a biological-  
ly ac t ive  a r o m a t a s e  exis ts  also in  g e r m  
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cells ( p a c h y t e n e  s p e r m a t o c y t e s ,  r o u n d  
s p e r m a t i d s  a n d  s p e r m a t o z o a ) .  T h e  
e x i s t e n c e  o f  a n  a d d i t i o n a l  s o u r c e  o f  
e s t r o g e n s  w i t h i n  t h e  g e n i t a l  t r a c t  o f  
t h e  ma le  is n o w  wel l  d o c u m e n t e d  a n d  

t h a t  sugges t s  a p u t a t i v e  ro le  for  t hese  
h o r m o n e s  d u r i n g  t h e  m a l e  g e r m  cel l  
d e v e l o p m e n t .  

Key words : Aromatase, estrogen(s), RT- 
PCR, germ cells, rat. 
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