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Estrogenes et reproduction chez le male
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RESUME

L’aromatase est ’enzyme terminale qui cata-
lyse irréversiblement la transformation des
androgeénes en estrogenes. Outre les cellules
somatiques du testicule, la mise en évidence
d’'une source supplémentaire d’estrogenes
dans les cellules germinales, associée a la pré-
sence de récepteurs spécifiques (ERo et ERB),
plaide fortement en faveur d’un réle physio-
logique pour ces hormones femelles dans la
régulation des fonctions testiculaires chez
certains mammiféres. De fait chez la souris et
chez ’'homme, une déficience en aromatase
est mise en cause en particulier dans les ano-
malies osseuses souvent associées a une stéri-
lité. En conséquence, la régulation des fonc-
tions testiculaires fait non seulement interve-
nir les gonadotrophines et les androgeénes
mais l’estradiol (ou le rapport androgéne /
estrogene) semble de plus en plus concerné,
en agissant soit directement soit par l'inter-
médiaire des cellules somatiques, dans la
production et la maturation du spermatozoi-
de.

Mots clés: Estrogénes, spermatogenése, récepteurs
estrogénes, aromatase, fertilité, homme

AVANT PROPOS

Le testicule de mammiferes est caractérisé par
deux fonctions majeures: I'une exocrine, la pro-
duction des gametes maéles et 'autre endocri-
ne, la syntheése des stéroides ; ces deux fonc-
tions sont sous le contrdle des gonadotro-
phines, dont 'action est modulée in situ par de
nombreuses substances produites par les cel-
lules gonadiques elles-mémes (pour revue
[39]). Les estrogeénes, longtemps considérés
comme des hormones sexuelles typiquement
femelles, font 'objet aujourd’hui de nombreux
travaux et leur présence dans le testicule est
trés documentée (pour revue [6]). Depuis long-
temps on sait que la secrétion des gonadotro-
phines est contrélée négativement par les hor-
mones femelles; cependant des évidences nom-
breuses plaident en faveur d’un réle physiolo-
gique direct des estrogénes au niveau testicu-
laire et épididymaire.

1. AROMATASE ET LES SOURCES
D’ESTROGENES DANS LE TESTICULE

L’aromatase est I'enzyme qui catalyse de
maniére irréversible la transformation des
androgeénes en estrogénes. Elle est impliquée
notamment dans le développement, la repro-
duction, la différenciation sexuelle et le com-
portement, les métabolismes osseux et lipi-
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dique, le fonctionnement du cerveau ; son
importance est donc capitale chez ’homme [5].

Cette enzyme est une glycoprotéine membra-
naire composée de deux entités : la cytochrome
P450 aromatase (P450arom), une glycoprotéi-
ne héminique spécifique, et une réductase ubi-
quiste. Chez les mammiferes, dans le réticu-
lum endoplasmique de pratiquement tous les
tissus (en particulier le cerveau, les gonades, le
placenta, la glande mammaire et les tissus adi-
peux et osseux) on trouve ce complexe enzyma-
tique. Le geéne de 'aromatase humaine (CYP
19) est composé de 18 exons dont 9 codants, il
est localisé dans la région q21.1 du chromoso-
me 15 (pour revues [46,47]). Dans la partie 5
non-codante du géne sont situés plusieurs pro-
moteurs avec des éléments régulateurs spéci-
fiques ce qui fait que l'expression de CYPI19
dépend de ’environnement cellulaire. Dans la
gonade male, le promoteur PII est activé préfé-
rentiellement mais un second promoteur appe-
1é 1.6 (similaire au promoteur 1.3 du tissu adi-
peux, en termes de régulation et d’expression)
existe et son expression est plus forte dans le
tissu tumoral [44].

Dans le tissu testiculaire des mammiferes, on
sait depuis plusieurs décennies que 'aromata-
se est essentiellement localisée dans les cel-
lules de Leydig; mais récemment chez les ron-
geurs, cette protéine a été aussi mise en évi-
dence dans les cellules germinales [6].
L’activité aromatase est effectivement présen-
te non seulement dans les cellules de Leydig
mais aussi dans les cellules de Sertoli et, fait
nouveau, dans les cellules germinales: Pactivi-
té enzymatique est plus forte dans les sperma-
tozoides que dans les spermatocytes pachy-
ténes [29]. En utilisant des sondes molécu-
laires spécifiques, la présence d’ARN messager
de laromatase a été démontrée dans les cel-
lules de Leydig et de Sertoli ainsi que dans les
cellules germinales (spermatocytes, sperma-
tides et a un degré moindre spermatozoides).
L'existence de cette protéine biclogiquement
active dans les cellules germinales haploides,
notamment les spermatides allongées et les
spermatozoides, est corroborée par les travaux
de Janulis et al. [26, 27]; ces auteurs ont mon-
tré que la protéine et l'activité enzymatique
décroissent au cours du transit épididymaire

chez le rat et la souris, suggérant ainsi que
Paromatase serait localisée au niveau de la
gouttelette cytoplasmique du spermatozoide.
Nos résultats [3, 29] et ceux de la littérature
apportent la preuve que les cellules sexuelles
représentent une source supplémentaire d’es-
trogénes dans le testicule, notamment chez les
rongeurs et les ursidés [7, 8.

Ces données nouvelles relatives aux estro-
génes testiculaires ont été confortées par les
travaux de I'équipe de Simpson [16, 37] : ces
auteurs ont démontré que des souris males
déficientes en aromatase ou ArKO (suite a I'in-
sertion d'un néogéne entre deux sites de res-
triction de I'exon X) sont d’abord fertiles puis
une infertilité progressive apparait chez les
animaux des I’ age de 4 mois. Cette anomalie
qui concerne tous les animaux 4gés d'un an,
est marquée par un arrét de maturation des
spermatides associé a une diminution de leur
nombre. Outre des anomalies au niveau de
Pacrosome, une augmentation de 'apoptose a
été observée dans le compartiment adluminal :
les spermatides sont multinucléées et dégéné-
rescentes.Chez les méles homozygotes pour la
mutation, les taux de LH et testostérone aug-
mentent alors que celui de la FSH reste nor-
mal. En conséquence, les animaux présentent
une hyperplasie / hypertrophie leydigienne due
a Pélévation des taux de LH; cependant le volu-
me des tubes séminiferes reste inchangé ainsi
que les nombres de cellules de Sertoli, sperma-
togonies et spermatocytes. En somme ces don-
nées suggerent donc chez les souris ArKO la
présence d’'une anomalie spécifique centrée sur
les spermatides (Figure 1).

Pourquoi les animaux sont-ils fertiles puis
deviennent-ils infertiles? une alimentation
riche en soja (donc en phytoestrogénes) a été
évoquée, mais les derniers travaux du groupe
australien écartent cette éventualité [38]. Une
autre hypotheése actuellement a 1’étude fait
appel a d’autres ligands (androgéniques: 5a
androstanediol; facteurs de croissance: type
EGF) capables d’activer le récepteur aux estro-
genes dans les cellules germinales (voir para-
graphe suivant). A Popposé du modele ArKO,
des souris transgéniques qui surexpriment
I’aromatase sont infertiles et des tumeurs ley-
digiennes apparaissent [18].
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Figure 1: Spermatogenése et caractéristiques des
spermatozoides chez les souris déficientes en aro-
matase (ArKO) ou en récepteurs aux estrogénes

(ER0KO).

Pathologie humaine

La source d’estrogene testiculaire chez ’hom-
me est représentée par les cellules de Leydig
(25, 34] bien qu’in vitro les cellules de Sertoli
puissent produire de l'estradiol (pour revue
[7]). Plus récemment la capacité du spermato-
zoide humain a métaboliser la pregnénolone en
dérivés delta 4-3 cétoniques , dont la testosté-
rone et I'estradiol, a été décrite [19]; de fait il
semblerait que les spermatozoides expriment
laromatase puiquun ARNm spécifique vient
d’étre détecté par notre équipe (Lambard,
Denis-Galeraud et Carreau, non publiés).

Chez 'homme quelques cas de déficit en aro-
matase par mutation sur le géne CYP 19 ont
été publiés : la pathologie se traduit par des
troubles de la croissance (homme de trés gran-
de taille), un hyperinsulinisme et une pertur-
bation du bilan lipidique. Les concentrations
en gonadotrophines sont trés élevées alors que

celles de 'estrone et de estradiol sont indétec-
tables (confirmant le controle négatif exercé
par les estrogenes sur la secrétion des gonado-
trophines) mais aucun spermogramme n’a été
fait (pour revue [15]). Les observations sont
donc peu documentées quant a I'impact du défi-
cit en aromatase sur la fertilité des patients,
seuls Carani et al [4] ont publié un tableau d’in-
fertilité masculine chez un patient présentant
une mutation homozygote inactivant le géne de
laromatase : hypotrophie testiculaire associée a
une oligo-asthénospermie tres sévere (1 million
de spermatozoides / ml a 100% immobiles). Ce
patient traité par l'estradiol a vu ses para-
metres hormonaux revenir dans la normale
alors que la testostérone était inefficace.
Contrairement au patient de Morishima et al
[32] qui présentait une macroorchidie, celui de
Carani et al [4] avait des testicules petits. Quel
que soit le patient, la déficience en aromatase
porte toujours sur des mutations d’acides ami-
nés situés dans la région protéique concernée
dans lactivité enzymatique (pour revue [20]).
Toutefois il convient de souligner qu'aucune cor-
rélation entre I'absence d’aromatase et 1’azoo-
spermie (infertilité) n’a pu étre mise en éviden-
ce puisque l'un des freres du patient présentait
la méme pathologie testiculaire avec un
P450arom normal [15] ce qui doit conduire a de
nouvelles études dans ce domaine pour préciser
Péventuel lien de causalité entre déficience en
estrogeénes et infertilité chez 'homme [15, 48].

II. ESTROGENES ET FONCTIONS DE
REPRODUCTION

Comme beaucoup de ligands stéroidiens, les
estrogénes agissent par lintermédiaire de
récepteurs spécifiques (ER) qui en tant que fac-
teur de transcription vont moduler I'expression
de genes cibles. Avec la découverte en 1996
d’un second récepteur nucléaire dénommé ERS
[21, 33], le role des estrogeénes, notamment au
niveau testiculaire, fait ’'objet de nombreuses
recherches (pour revues [6, 14, 41]). En effet,
ERDB est présent dans les cellules de Sertoli et
les germinales (spermatides rondes et a un
degré moindre dans les spermatocytes pachy-
tenes) alors que ERa est principalement locali-
sé dans les cellules de Leydig chez le rat [45,
51] (Tableau 1).

143



Tableau 1. Récepteurs aux estrogénes (ERo - ERp)
et activité aromatase dans les cellules testiculaires
et le tractus génital du rat male adulte.

Tissu /Cellule ERa ERS Aromatase
Cellule de Leydig + +/- +
Cellule péritubulaire - - +/-
Cellule de Sertoli - + +
Spermatogonie - + NR
Spermatocytes

pachyténe - + +
Spermatides rondes - + +
Spermatozoide +? + +
Rete testis + NR NR
Canaux efferents + +/- NR
Epididyme +/- + +?
Vésicules séminales - + NR
Prostate - + +?

NR: non recherché

Chez '’homme, Enmark et al [13] ont montré
que les spermatides rondes en particulier
exprimaient ERB, un signal plus faible est
détectable dans les spermatocytes pachytenes
alors que les cellules somatiques sont néga-
tives. Par ailleurs il existerait deux isoformes
de ERB : ERB1 est surtout présent dans les
spermatides, & un degré moindre dans les
Sertoli, spermatogonies et spermatocytes
pachytenes. Par contre, ERB2 (qui ne lie pas le
ligand estrogénique) est essentiellement locali-
sé dans les Sertoli et les spermatogonies mais
absent des spermatocytes et spermatides
[40].Ces données mettent clairement en évi-
dence un roéle potentiel des estrogénes au
niveau des cellules haploides humaines.

Dans les spermatozoides humains, un récep-
teur (identifié par son ARNm et la protéine)
aux estrogenes a été mis en évidence par
Durkee et al [11]. A coté de ces récepteurs clas-
siques qui induisent des effets génomiques,
Pexistence de récepteurs membranaires fonc-
tionnels pour les estrogénes a été rapportée
par Luconi et al [30]; cet effet membranaire
rapide des estrogenes est plausible compte
tenu notamment de I'environnement hormonal

dans lequel ces cellules vont baigner dans le
tractus génital femelle (pour revue [36]).

Les estrogénes quelle que soit leur origine cel-
lulaire régulent de maniére autocrine et / ou
paracrine, non seulement la stéroidogenése
mais trés probablement aussi la spermatoge-
nese. Citons par exemple la prolifération des
gonocytes et la synthése des cadhérines qui
sont dépendantes des estrogenes [6]. En ce qui
concerne le développement des cellules germi-
nales, de nombreux travaux plaident en faveur
d’'un réle positif de l'estradiol en particulier
chez les mammiferes hibernants [7]. Tres
récemment nous avons pu montrer chez le
campagnol qu’il y a synchronisation entre I'ex-
pression de l'aromatase et de ERf} dans les
tubes séminiferes (plus précisement dans les
spermatides) avec la reprise de la spermatoge-
nese [2].

Shetty et al. [42, 43] ont observé qu’un inhibi-
teur de ’aromatase (dérivé du letrozole) injec-
té chez le singe induisait une interruption de la
maturation et du nombre des cellules germi-
nales (diminution de 90% du nombre des sper-
matides associée a une chute de la motilité des
spermatozoides) ce qui indéniablement plaide
en faveur du réle positif des estrogénes dans la
spermiogenese des primates; ces observations
sont d’ailleurs en accord avec les données
observées chez les souris ArKO [37].
Cependant des travaux récents portant sur le
traitement du rat méle avec un autre inhibi-
teur de l'aromatase, ’anastrozole, n’ont pas
permis de mettre en évidence une altération
significative de la spermatogenése bien que
certains tubes séminiferes soient dépourvus de
cellules germinales [50].

L'invalidation du géne codant soit pour ERa
soit pour ERf} a permis d’obtenir des animaux
de phénotypes différents entre eux (pour
revue[9]) et de celui observé chez les ArKO.
Chez les souris ERGKO homozygotes aprés un
développement gonadique pré-et post-natal
normal, les poids testiculaires diminuent et
une infertilité se développe (la motilité des
spermatozoides est altérée) (Figure 1); par
ailleurs il convient d’ajouter que ’ensemble du
tractus génital est affecté [24]. En fait, suite a
une dilatation des tubes séminiferes et des
canaux efférents, due 4 une insuffisance de la
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réabsorption du fluide au niveau de I’épididy-
me, ce dernier reflue dans le tube séminifere
entrainant par augmentation de pression, une
dilatation et une destruction mécanique des
cellules avoisinantes [23]. Ces observations
sont a corréler avec les travaux de Fisher et al
[17] qui ont montré que les estrogénes modu-
lent l'expression d’'une protéine canal impli-
quée dans la réabsorption du fluide, 'aquapo-
rine 1, dans les cellules épithéliales des
canaux efférents et de la région proximale épi-
didymaire chez le rat et le singe.

Quant aux souris ERBKO (4gées de 6 a 12
semaines), aucune anomalie de la spermatoge-
nése n’a été jusqu'a présent constatée ; toute-
fois chez les animaux Aagés, I'équipe de
Gustafsson signale que les méales développent
une hyperplasie des épithéliums au niveau
vésical, séminal et prostatique. Les souris
ERKO a et B, présentent le méme phénotype
que les souris ERoKO, et les males sont sté-
riles : le nombre et la mobilité des spermato-
zoides sont réduits respectivement de 80 et 5%
[10]. Les récents résultats publiés par I'équipe
de Korach [31] concernant la transplantation
de cellules germinales issues des souris males
ERKOao chez des males receveurs ont claire-
ment prouvé que i) ERo ne serait pas nécessai-
re pour le développement de la lignée germi-
nale et i1) Tlinfertilité des males homozygotes
ERa —/— serait due au dysfonctionnement des
cellules somatiques du testicule.

Pathologie humaine

En ce qui concerne les récepteurs aux estro-
génes une seule pathologie est décrite chez
I'homme: il s’agit d’'une mutation portant sur le
geéne ou 'exon 2 présente un codon stop en 157
[49]. ’étude du spermogramme a révélé une
numération en spermatozoides correcte asso-
ciée a une viabilité réduite (18%) avec des
volumes testiculaires normaux. Tous ces faits
sont & rapprocher de travaux plus anciens rap-
portant un déficit stéroidogeéne et notamment
en estrogénes dans le plasma séminal
d’hommes azoospermes [6].

III. CONCLUSION

En définitive, les cellules germinales du testi-
cule sont capables de synthétiser des estro-

génes. Bien que le réle exact de ces hormones
dans la gonade male ainsi que la régulation de
Pexpression du géne de 'aromatase restent a
approfondir, notamment lors du développe-
ment testiculaire, ces données associées a
celles relatives a la présence de deux types de
récepteurs aux estrogenes, suggérent forte-
ment que la physiologie testiculaire est non
seulement sous la dépendance des gonadotro-
phines et de la testostérone mais est aussi
controlée par 'estradiol. Nous ne sommes fina-
lement qu’au début de cette nouvelle “base de
données” ou le rdle intracrine des estrogénes
est hautement probable compte tenu de P'ex-
pression particuliere de 'aromatase dans les
cellules de la gonade male, en particulier chez
Phomme (pour revue [22]). Les questions
actuelles concernent les geénes estrogéno-
controlés dans les cellules testiculaires; cer-
tains d’entre eux codant pour des protéines
semblent doivent retenir notre attention: les
connexines, en particulier la Cx43 [1] - le
GCNF (Germ cell nuclear factor, un récepteur
orphelin apparenté a SF-1) exprimé dans les
cellules postméiotiques [28] et potentiellement
les cyclines impliquées dans la méiose [35].
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ABSTRACT

Estrogens and male reproduction
S.CARREAU

Aromatase is the terminal enzyme respon-
sible for estrogen biosynthesis. Besides soma-
tic cells, the aromatase gene expression and
its transduction in a fully active protein in
germ cells of rodent testes in one hand, the
widespread distribution of estrogen receptors
(ERo and ERD) in the genital tract of the male
in an other hand, are clearly in favour of a
physiological role for estrogens in the regula-
tion of mammalian testicular functions. In
mouse and man, the aromatase deficiency is
associated with severe bone maturation pro-
blems and sterility. Therefore, together with
gonadotrophins and androgens, estrogens (or
the balance androgens / estrogens) likely play
a physiological role (either directly or via tes-
ticular somatic cells) in maintenance of male
gonadal functions and obviously, several
steps are concerned especially the spermatid
production (both in terms of quality and num-
ber) and epididymal sperm maturation.

Key words : Estrogens , spermatogenesis, estrogen
receptors, aromatase, fertility, man
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